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Annotation

Little is known about the microbial community of eutrophic shallow lakes. Freshwaters of
South Bohemia, which are commonly used for intensive breeding of fish, were practically
never studied for microbial diversity in detail. Hypertrophic conditions may reveal niches for
interesting microbial communities composition, therefore determination of the main groups
was performed. Characterization of the seasonal microbiological composition of
bacterioplankton in ten selected fishponds was done by the CARD-FISH hybridization
method. The task was to determine main groups of bacteria and assess how abundantly they
are represented in the samples. Moreover, their seasonal dynamics, comparison of the
fishponds based on original fish stock and detailed study of two fishponds Dehtat and Rod
were done. Bacterial composition results were processed together with chemistry,

composition of phytoplankton and zooplankton data from individual localities.
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1 Literarni piehled

1.1 Rybniky jiznich Cech

Rybnikafstvi a tradiéni lokalni chov ryb existuje v jiznich Cechéach jiz od 16. stoleti. Od
té doby se rybnikafstvi stalo uspé$nou ekonomickou aktivitou a za G¢elem chovu ryb vzniklo
mnoho mélkych &lovékem vytvorenych nadrzi. Diky tomu jsou dnes jizni Cechy a potazmo
Tiebotisko vyjimeéné svym unikatnim rybni¢nim systémem, ktery diky své jedine¢nosti spada

dokonce pod UNESCO jako Biosféricka rezervace.

Historicky zasadni osobou v oblasti studia rybni¢nich ekosystémi je Josef Susta, ktery
zkoumal rybni¢ni biocen6zu Vv 19. stoleti a jeho pozornost nalezela hlavné studiu
nejvhodnéjsich podminek pro chov kapra obecného (Hule, 2000). Jeho hlavni objevy
vytvorily ustalené postupy k provadéni managementu rybniki a mély tak pomoci zvysit
vynosy kaprti pii vylovech (Susta, 1997). Postupy byly okamzitd aplikovany v praxi a na
tehdejsich rybnic¢nich ekosystémech fungovaly velmi dobie (Potuzak a Duras, 2014). Pouzival
se hntlij, kejda, vapno a odstranovaly se litoraly, ¢imz se dafilo vytvorit vodni prostiedi
zasobené zivinami, které zajiSt'ovalo produkci slusného mnozstvi ryb. Tyto postupy jsou
aplikovany dodnes (Potuzak et al., 2007). Nicméng, rybniky urcené pro chov ryb za tu dobu
razantné zménily svou podobu i své chovani (Duras a Potuzak, 2016). Rybniky jsou stalym
managementem, ktery jest¢ vice zvySuje zivinové zatizeni, uz natolik poznamenané, ze
zab&hnuté postupy nadale neplni stejnou funkci. Produkce ryb se nezvySuje skokové, jako
bylo pravidlem v minulosti. Ukazkové ptiklady narGstu produkce ryb pti aplikaci starych
zab&hnutych postupti tak jako za Susty, bychom tedy v dne$nich rybnicich hledali jen t&zko
(Potuzak et al., 2007).

1.2 Prostiedi hypertrofnich rybni¢nich ekosystému

Biologické procesy v rybnicich jsou na prvni pohled zcela odlisné od situace
v dimiktickych nadrzich, kde plati klasicky PEG model sezénniho vyvoje planktonu (Sommer
etal., 1986). Klasicky PEG model je zalozeny na sezonnim rozvoji fytoplanktonu (priméarnich

producentil) pies néz se dostava organicky uhlik trofickymi tirovnémi do vyssich organismi.



V dimiktickych nadrzich se pted létem pravidelné objevuje tzv. faze ¢iré vody, kdy dochazi k
dovrseni idealnich podminek zapficinujicich rozvoj perlooc¢ek (tj. vhodna teplota a dostatek
fytoplanktonu - potravy pro perloocky). Proto je vtéto fazi mnozstvi fytoplanktonu
eliminovano az na minimum a voda diky perloo¢kam ¢ird. Stav pietrvava do doby, nez jsou
perloocky vyfiltrovany rybami, ¢imz vznika opét prostor pro rozvoj fytoplanktonu (Sommer
et al., 1986). Revidovany PEG model ptidava ke klasickému modelu mikrobialni smycku
(Sommer et al., 2012). Schéma mikrobialni smy¢ky je vidét na Obrazku 1. Mikrobialni
smycka popisuje vztahy mezi jednobunéénymi organismy a znacné zvysuje zdroje pro
zooplankton i ryby (Kalff, 2002). Autotrofni fytoplankton, ktery zastava spole¢né s vy$§imi
rostlinami funkci primérniho producenta je zdrojem partikulovaného organického uhliku
(POC) a zaroven i rozpusténého organického uhliku (DOC) pro heterotrofni bakterie (Sherr a
Sherr, 1988). Heterotrofni bakterie jsou jediné organismy ve vodach, které intenzivné
vyuzivaji rozpusténé organické latky a preménuji DOC na POC, a tim ¢ini tyto latky dostupné
pro dalsi ¢lanky potravniho fetézce (Moss, 2018). Prvoci a heterotrofni bi¢ikovcei regeneruji P
a zvySuji obrat DOC. Pokud je primarni produkce nizka, jsou zdrojem POC a energie, a
zvySuji tak produktivitu ekosystému (Sommer et al., 2012). Mixotrofni bi¢ikovci jsou také
zdroji POC a energie (Reynolds, 2006). Hlavnim konzumentem bakterii je heterotrofni
mikroplankton — heterotrofni ¢i mixotrofni bi¢ikovei a ndlevnici, a poté zooplankton, coz jsou
prevazné perloocky, naupliova stadia klanonozcti (buchanek a vznasivek) a virnici (Jurgens a
Matz, 2002; Salcher et al., 2005). Potravou perloo¢ek (Cladocera) a klanonozct (Copepoda),
jsou cCasto i ptimo heterotrofni bic¢ikovci (Jumars et al., 1989). Celkové pies zooplankton se
uhlik a dalsi ziviny dostavaji do ryb (Sommer et al., 2012). V procesech dekompozice se
mineralni ziviny navraceji zpét k autotrofim. Autotrofni fasy regeneruji substrat (DOC) pro
bakterie, a tak je ¢ast rozpusténého organického uhliku (DOC) zabudovavana do bakterialnich
bunék (Tranvik, 1992).
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Obréazek 1. Mikrobialni smyc¢ka

Rybniky jiznich Cech, aé piivodné v minulosti nadrze mezotrofni aZ eutrofni, staly se
hypertrofnimi ekosystémy. To znamena, Ze jsou charakteristické vysokym obsahem zivin: P
az 1 mg/l, N 1-4 mg/l. Hypertrofie se s intenzivnim hospodafenim, krmenim a hnojenim
praktikovaném pro zvySeni vynost na rybnicich kazdym rokem prohlubuje (Duras a Marcel,
2015). Faktorem puisobicim negativné na kvalitu vody je hned za zivinovym zatizenim typ
obsadky, kterou tvofi u béznych rybnika planktivorni ryby, pfedevSim ryby kaprovité.
MnozZstvi nasazovanych ryb neumozni rozvoj zooplanktonu, ktery by piisobil na kvalitu vody
ptiznivé (Duras a Potuzak, 2016). Ve srovnani s procesy v hlubokych oligotrofnich jezerech,
by se daly pfirovnat procesy V mélkych hypertrofnich, ¢lovékem vybudovanych nadrzich vice
K procestim probihajicim v &istickach odpadnich vod (Simek et al., 2019; Zhang et al., 2009a).
V zivinové bohatém prostiedi probihaji samocistici procesy, zejména fyzikalni a chemickeé
procesy, a rovnéz procesy biologické (Moss, 2018). V rybnicich obsahujicich hodné
organické hmoty jsou biologické procesy umocnéné, piedstavuji mikrobialni mineralizaci
organického materialu. Bézné procesy zprosttedkovavané bakteriemi jsou fixace dusiku,
denitrifikace, nitrifikace, metanogeneze a oxidace metanu (Gwynfryn Jones a Simon, 1985;
Hatzenpichler, 2012; Vrba et al., 2018; Zhang et al., 2009b).

Jelikoz intenzivni chov ryb ma na svédomi snizeni mnozstvi, velikosti a druhové
bohatosti zooplanktonu (hlavné perloo¢ek a klanonozcti ze skupiny koryst) (Simek et al.,

2001a), prostfedi uvnitt rybniku sméfuje k tomu byt nestabilni a bez faze ¢iré vody (Sommer



et al., 2012). Zivinové zatizeni se pak v rybnicich projevuje v teplych mésicich jako zeleny
zakal zpusobeny narustem velkého mnozstvi fytoplanktonu, vétSinou sinic (Watson et al.,
1997). Tento turbidni stav rybnikd je nehostinny pro organismy zavislé na kysliku, protoze
mohou vzniknout anoxické podminky a vést az k Uhynu ryb (Znachor et al., 2018). Neni tomu
tak vSak vzdy, a proto u nékterych rybnika bude stav stabilni. To zavisi do jisté miry na rybi
obsédce, pfitomnosti perloocek, a zdali ptetrvaji (Reynolds, 2006). Jestlize perloocky
pretrvaji do nastupu léta, dopomtizou k tomu, aby rybnik zistal stabilni. Pokud nasada
vyfiltruje v§echny perloocky brzy, nenastane faze ¢iré vody a stav rybnika se ptehoupne do
turbidniho (Ptacnik et al., 2010; Sommer et al.,, 2012). Piikladem ekosystému, kde se
uskute¢tuji zminéné jevy muize byt mélké hypertrofni jezero Sgbygard nachazejici se
v Dansku. Probihaji zde vyrazné zmény mikrobialnich komunit v kratkém casovém méfitku.
Byl v ném zkoumén vliv zooplanktonu (vifnici, perlooc¢ky, heterotrofni bi¢ikovci) na
ekosystém. Studie ukazuje, Ze vliv zooplanktonu je jeden ze zasadnich (Jurgens, 2002;
Jurgens et al., 1999).

Takové extrémni prostiedi jaké nalézdme v rybnicich je svym zplsobem jedine¢né a
poskytuje nové niky pro rozmanitd mikrobialni spolecenstva (Ptacnik et al., 2010). Role
mikrobl mensich nez < 10 um je zésadni, mohou ptedstavovat az 60-90% celkové respirace.
Podminky srovnatelné s podminkami ¢isti¢ek odpadnich vod poskytuji ptileZitost pro enormni
diverzitu mikroba (Weisse et al., 1990).

1.3 Sladkovodni bakterie

Jen par taxonomickych linii je pocetné nejvice dominantnich ve sladkovodnich
mikrobialnich komunitach (Pedrds-Alid, 2012). Sladkovodnimu bakterioplanktonu obvykle
dominuji kmeny Actinobacteria, Proteobacteria, Planctomycetes, Veruccomicrobia a
Bacteroidetes (Salcher, 2014). Proteobacteria je nejlépe prostudovanym kmenem
sladkovodnich bakterii, z nichz jsou pro tuto praci zasadni skupiny Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria a Gammaproteobacteria, nejpocetnéji z nich byvaji obvykle zastoupené
Betaproteobacteria (Salcher, 2014). Na Obrazku 2 je zjednodusené schéma sladkovodniho
bakterioplanktonu, kde jsou v zavorkach uvedeny u jednotlivych skupin prokaryot
oligonukleotidové sondy, které se pouzivaji k jejich detekci. Schéma vychazi

z fylogenetického klasifikacniho systému.
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Obrazek 2. Zjednodusené schéma sladkovodniho bakterioplanktonu spole¢né s vyznadenymi

oligonukleotidovymi sondami, které se v rdmci skupin pouzivaji k detekci.

Fylogeneticky klasifikacni systém je zalozen na srovnani genetickych informaci, které se
nachazeji v makromolekulach organismu - v nukleovych kyselinach a proteinech (Olsen et al.,
1994). Pokud jsou dva organismy uzce piibuzné, ocekavame ze sekvence individudlnich
jednotek v makromolekule bude na rozdil od nepiibuznych organismti shodna nebo velmi
podobnéa (Sogin et al., 1971). Sekundarni struktura rRNA v ribozomech je nepostradatelna pro

funkci zijicich bun€k a pro proteinovou syntézu (Ochman a Wilson, 1987). Z toho dtvodu se



zmény v zakladni sekvenci rRNA objevuji béhem evoluce velmi pomalu, a tak jsou nekteré
Useky rRNA vysoce konzervovany (Haas, 2002). Porovnanim jejich sekvenci mizeme urcit,
ze jsou si ur¢ité organismy piibuzné (Tischer et al., 2012). Porovnavani rRNA je standartnim
markerem pro mikrobialni taxonomii, fylogenezi a vysvétleni druhové evoluce (Sogin et al.,
1971). V ptipadé bakterialni burniky je Siroce pouzivan markerovy gen v malé podjednotce
rRNA genu (16S rDNA). Tento standartni marker se vyuziva pro tvorbu oligonukleotidovych
sond (Amann et al., 1992; Sekar et al., 2003; Tischer et al., 2012).

Srovnani rozdili na malé podjednotce 16S rRNA fikd, Ze celularni zivot na Zemi se
rozbéhl ve tfech hlavnich liniich, nazyvanych domény. Dv€ z nich jsou vylu¢né mikrobidlni a
jejich zastupci maji prokaryotické bunky (Bacteria a Archaea) (Sogin et al., 1971; Woese a
Bleyman, 1972). Tieti doménou je Eukarya. Archaea je rozdélovana z fylogenetického
hlediska na 2 tise — Crenarchaeota a Euryarchaeota. NejbéznéjSimi detekovanymi druhy
sladkovodnich Crenarchaeota byva skupina l.1a, nachazejici se b&ézné ve volné vodé i v
sedimentu (Bomberg et al., 2008). Pro sladké hypertrofni vody jsou ale zasadni
Euryarchaeota (Nagaoka et al., 2002) zahrnujici metanogenni taxony Methanosaeta a
Methanomicrobiales, nachazejici se hlavné v sedimentu (Borrel et al., 2012). Methanosaeta
dominuje ve svrchnich vrstvach sedimentu, které jsou ovlivnény sedimentaci organického

materidlu. Methanomicrobiales, ktery obsahuje klastry Methanospirillum a WCHD jsou

dominantni hlavné v hlubsich vrstvach sedimentu.

Sekvence ribozomalnich RNA gent v rdmci domény Bacteria nalézanych v pfirozenych
ekosystémech, ukazuji ptiblizn¢ 80 fylogenetickych kmenti (linii). Navzdory nékterym liniim,
které charakterizuje dostatek fenotypickych vlastnosti, vétSina majoritnich skupin bakterii ma
nedostatek fenotypové koheze. Dobrym piikladem je nejvétsi skupina Proteobacteria, ktera
oplyva vSemi znamymi formami mikrobiadlni fyziologie. Zastupci pouzivaji rozmanité
mechanismy produkce energie a podobnou diverzitu je mozné najit i Vv jejich vztahu ke
kysliku. Detailngjsi studium 16S rRNA sekvence rozdélila Proteobacteria do 6 tiid —
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria a Zetaproteobacteria (Newton et al., 2011b), z nichZ posledni tii téidy

nejsou zastoupeny ve sladkych vodach.

Betaproteobacteria je velmi vyznamnou a s oblibou zkoumanou skupinou sladkovodnich
bakterii. Podle nejnovéjsich taxonomickych analyz zaloZzenych na sekvencich genomi

(Genome Taxonomy Database, http://gtdb.ecogenomic.org) bylo taxonomické zatazeni

skupiny Betaproteobacteria piehodnoceno a posunuto z dosavadni tfidy taxonomicky niz.


http://gtdb.ecogenomic.org/

Betaproteobacteriales je nyni podskupinou Gammaproteobacterii (Obr. 2), coz komplikuje
stavajici analyzy bakterialnich spolecenstev a taxonomické zatazeni genetickych sond pro né
bézné¢ pouzivanych. Betaproteobacteriales jsou zndmy hlavné dvéma nejpocetnéjSimi
monofyletickymi klastry v ramci rodu - Polynucleobacter sp. a linie R-BT065 (Simek et al.,
2001; Hahn et al., 2010; Kasalicky et al., 2010, 2013). Nejprostudované;jsi sladkovodni
podskupiny rodu Polynucleobacter jsou Polynucleobacter PnecB (P. acidiphobus, P.difficilis)
a Polynucleobacter PnecC (11 popsanych druhii) (Hahn et al, 2018). Také fadime do
Betaproteobacteriales dalsi dobie prostudované bakterie rodu Limnohabitans (A,B,C,D) a

rovnéz metylotrofni bakterie Methylopumilus (Salcher et al., 2015).

Methylotrofni bakterie vyuzivaji rizné latky s metylovou skupinou (napf. metylaminy a
metanol) a fadime do nich =zastupce celedi Methylophilaceae (nalezici také pod
Proteobacteria — Betaproteobacteriales), kterd zahrnuje zejména popsané rody
Methylopumilus, Methylovorus, Methylobacillus a Methylotenera (Chistoserdova et al., 2007).
Nejvice distribuované ve vodnim prostiedi byvaji druhové linie LD28 (Methylopumilus
planktonicus) a PRD01a001B (Methylopumilus turicensis) (Newton et al., 2011b; Salcher et
al., 2015).

Fyziologicky relativné velmi dobie definovanou skupinou jsou metan oxidujici bakterie
(MOB), které jsou specialni skupinou metylotrofnich bakterii a pouzivaji metan jako jediny
zdroj energie (Wu et al., 2007). Také jsou nazyvani jako metanofilove, metyloxidujici
bakterie nebo metanotrofové. Mohou rist aerobné nebo anacrobné a vyzaduji K pfeziti
slouceniny s jednim uhlikem (Knief, 2015). Pokud nepocitame maly podil od nitrifikaénich
bakterii, tak MOB jsou jedinou zndmou skupinou organismi, ktefi spotiebovavaji metan za
aerobnich podminek. Dokonce tak, ze MOB oxiduji metan pfevazné jen v pfitomnosti
molekularniho kysliku. Nejznaméjsi MOB patii ke skupiné gram-negativnich bakterii a
spadaji pod Proteobacteria (do tfid Gammaproteobacteria a Alphaproteobacteria) (Kojima et
al., 2014). Rozlisujeme metanotrofy I a II typu, ktefi se kromé pfislusnosti k odlisnym
skupindm 1i§i v uspofadanim vnitfnich membran, mechanismy fixace uhliku a pfevahou

ur¢itych mastnych kyselin (Hanson a Hanson, 1996).

Skupina  MOB nalezici k Gammaproteobacteria je skupinou metanotroft I. typu

(M84+705). Jsou to r- stratégové, vyznacni rychlym rustem za pro né optimalnich a kratce
pretrvavajicich podminek. Do skupiny patii: Methylobacter, Methylomonas, Methylosoma,
Methylomicrobium, Methylothermus, Methylobilus, Methylosarcina a Methylosphaea (Knief,
2015).



Metanotrofové Il. typu (MOB typ Il M450) pattici do skupiny Alphaproteobacteria jsou

K-stratégové, s pomalym kontinudlnim ristem a dlouhou Zivotnosti (Whittenbury and Dalton,
2013). Jsou pocetné vsedimentech a obsahuji druhy jako napiiklad Methylosinus,

Methylocystis Methylocella, a Methylocapsa (Knief, 2015).

Ttida Alphaproteobacteria je sama o sobé ekologicky velmi riznoroda skupina. Kromé
toho méa specialni roli v evoluci a mikrobiologii z divodu, Ze eukaryotickd mitochondrie
pochéazi pravdépodobné z alfaproteobakteridlniho symbionta (Andersson et al., 1998). Ve
sladkych vodach jsou vyznamné primarné linie Alphaproteobacteria alflll , alflV a linie
malych bakterii LD12 (Crump et al., 2003; Lindstrom et al., 2005; Newton et al., 2011b), jez
je sesterskou skupinou k nejpocetnéjsim moiskym bakteriim SAR11 (Logares et al., 2009).

Trida Gammaproteobacteria (bez Betaproteobacteriales) je zastoupena vice v mofti
(Biers et al., 2009) (obdobné jako tiida Alphaproteobacteria), zatimco ve sladkovodnich
ekosystémech je minoritni (Zwart et al., 2002). Zastupci jsou obvykle Spatné zataditelni
podle sekvenci se zaznamy genovych knihoven. Nejlépe dobie identifikovatelné jsou dva
klastry gamma | (Methylobacter psychrophilus) (Zwart et al., 2002) a klastr LiUU-3-334
(Eiler a Bertilsson, 2004). Kromé nich jsou ve sladkych vodach obvykle piitomni rtzni
zastupci Celedi Enterobacteriaceae a Xanthomonadaceae, a také fada Pseudomonadales a

Legionellales, které jsou v ramci tfidy Gammaproteobacteria dobfe vymezené.

Dominantni, neopomenutelnou a pocetné vyznamnou skupinou bakterii ve sladkych
vodach je kmen Actinobacteria (Denisova et al., 1999; Hiorns et al., 1997). Zastupci této
skupiny jsou velmi malého rozméru (<0,1 pm?) (Glockner et al., 2000; Posch et al., 2009;
Zwart et al., 2002) a jsou diversifikovany do 9 fylogenetickych sladkovodnich linii (acl,
acTH1, acSTL, Lunal, aclll, Luna3, acTH2, aclV, and acV) a vice nez 40 roda (Warnecke et
al., 2004). Nejvice prostudovanou ¢eledi je linie Actinobacteria acl. (Rappe et al., 1999).
Actinobacteria jsou vyznamné tou mérou, ze mohou svym souctem predstavovat dokonce

vice nez 50 % vsech pelagickych mikrobu ve sladkych vodach (Warnecke et al., 2005).

Skupina Bacteroidetes (star$i nazev Cytophaga — Flavobacteria subclade — CF) se sklada
ze ti1 velkych skupin gram-negativnich, anaerobnich nebo aerobnich bakterii, které jsou Siroce
roz§ifeny v zivotnim prostiedi, zahrnujici i ekosystémy sladkych vod. V ramci Bacteroidetes
jsou tu tii odlisné tiidy — konkrétné Bacteroidales, Flavobacteriales, a Sphingobacteriales
(Newton et al., 201l1a; Schauer et al., 2005). Dominantnimi  skupinami ve

sladkovodnich sekvencich v rdmci Bacteroidetes byva téida Flavobacteria a monofyleticky



klastr SOL — kosmopolitni zastupce pelagickych vod vyskytujici se od oligotrofnich po
hypertrofni vody (Schauer et al., 2006; Zwart et al., 2002).

Skupina Verrucomicrobia se vyskytuje globaln¢ v mnoha rozdilnych typech ekosystémd.
V fadu Verrucomicrobiales byly popsany jen dva rody, které se podafilo kultivovat:
Verrucomicrobium a Prosthecobacter. Uvniti skupiny se nachazeji tzv. metanotrofové III
typu, které je mozné objevit spiSe v extrémnich biotopech (Op den Camp et al., 2009).
Navzdory tomu, Zze se Verrucomicrobia casto a dost pocetné vyskytuji ve sladkovodnich
ekosystémech, je o nich zndmo velmi malo (Zwart et al., 1998). Studie Cabello-Yeves et al.
(2017) izolovala nové druhy Verrucomicrobia, dokonce objevila klastr, ktery fixuje dusik a
nikdy pfedtim nebyl u sladkovodnich voln¢ Zijicich Verrucomicrobia popsan (Cabello-Yeves
etal., 2017).

Na zavér je tu par dalSich dilezitych bakteridlnich skupin, které maji minoritni avSak také
nezastupitelnou roli ve sladkovodnich ekosystémech. Jsou to Acidobacteria, Chlorobi,
Chloroflexi, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Lentisphaerae,
Nitrospira, Planctomycetes, Spirochaetes a malo charakterizované linie SR1 a TM7.
Acidobacteria a Firmicutes jsou bézné nachazeny ve sladkovodnich sedimentech. Zastupci
skupiny Chloroflexi (zelené nesirné bakterie) a Chlorobi (zelené sirné bakterie) jsou bézné
piitomny v metalimniu nebo hypolimniu hlubSich jezer. Fibrobacteres jsou spole¢né

s Chlorobi ptibuzné skupiné Bacteroidetes (Newton et al., 2011a).



2 Cile prace

Cilem prace bylo determinovat slozeni mikrobidlni komunity v rybni¢nich ekosystémech a
urcit hojnost jednotlivych skupin. Dal§im dilezitym bodem prace bylo srovnani rybnikii mezi
sebou, sledovani sezonnich trendti ve vyskytu a abundancich vybranych bakterialnich skupin
a podrobnéjsi srovnani dvou naprosto od sebe odlisnych rybnikli Rod a Dehtar. Vysledky byly
korelovany se ziskanymi chemicko-fyzikalnimi a biologickymi parametry.

3 Hypotézy

1. Rybniky jsou slozenim bakteridlniho spoleCenstva podobné hypertrofnim
ekosystémim mélkych jezer a jsou odlisné od hlubokych dimiktickych néadrzi.
Rybniky maji vyraznéj$i zastoupeni mikroorganismt ze skupiny Archaea, coz jsou
organismy nachazejici se bé&zné prevazné v sedimentu, protoze vyzaduji anoxické
podminky. Archaea nejsou piili§ zastoupené ve volné vodé velkych hlubokych jezer,
zatimco v rybnicich ano, jelikoz se pro né oteviraji nové niky jednak diky neustalému
michani a také kvuli tomu, ze mize dochazet vlivem vodniho kvétu k anoxii.

2. Zkoumané lokality tiecbonské rybni¢ni soustavy se budou lisit od ¢eskobudé&jovické
vzhledem Kk odlisnostem nékterych fyzikalné-chemickych parametrd. Trebonska
rybni¢ni soustava obsahuje vice huminového organického uhliku a méa vyrazné nizsi
vodivost.

3. V rybnice Rodu bude jind dynamika jednotlivych mikrobialnich skupin bakterii nez
v rybnice Dehtat. Rod se 1i§i v rybi obs&dce a v pfitomnosti, mnozstvi a velikosti
zooplanktonu, jejichz vlivem je potlaéen rozvoj fytoplanktonu, takze v Rodu pied
létem probiha faze ¢iré vody.

4. V turbidnim Dehtati budou rozdilna zastoupeni metanotrofii nez v Rodu, kde probiha
faze c¢iré vody, nebot’ turbidni ekosystém by mél obsahovat vice substratu pro
metanotrofy.

5. Zastoupeni sledovanych skupin bakterialniho spoleenstva se mize b&hem sezony
meénit a je moZné najit spolecné sezonni trendy.

6. Rybniky s podobnymi vlastnostmi a podobnym uspofadanim potravnich siti jsou v

zastoupeni jednotlivych bakterialnich skupin podobné.
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4 Material a metody

4.1

Zkoumané lokality

Studie mikrobidlni diversity byla provedena na deseti vybranych rybnicich o rozloze

v rozmezi 2 — 228 ha. Sedm rybniki se vyskytuje v ¢eskobudéjovické panvi (DH, BR, KV,
PV, PM, RK, ZB) a tii v tieboniské panvi (RD, KL, PT). VSechny studované lokality mély

témer identickou nadmoiskou vysSku mezi 407 az 428 m.n.m. Vice detaili o lokalitdich

naleznete v Tabulce 1.

Tabulka 1. Geograficka charakteristika rybniku a typ rybi obsadky. Hlavni obsadka: KO—K2 — nasada

kapra; K2-KV a K3-KV — trzni kapr; S0-S1 — nasada $tiky; Ca-gen — generaéni candat; u rybniku

ur¢eného pro sportovni rybolov je slozeni obsadky nezndmé. Zma — maximalni hloubka (Vrba et al.,

2018).
Rybnik Zkratka GPS Rozloha (ha) Zmax Obsadka
Beranov BR 41?1?;3201NE 133 25 K0-K2
Dehtar DH ﬁig%iNE 228 4.0 K2-KV
Kvitkovicky KV ‘E%ZP;NE 24 3.0 K3-KV
Podvrazsky PV ﬁ%g%NE 6.1 2.1 Sportovni rybolov
Posméch PM ii%%iNE 36.6 3.2 K2-KV
Roubicek RK ii%%llNE 44 14 K0-K2
Zbé&hov ZB ii%%%NE’ 2.0 1.1 S0-81 + plotice
Klec KL A;ig%gNE 64 2.0 K3-KV
Potésil PT iigZ%NE 64 2.6 K3-KV
Rod RD 41%117%1,15’\'5 22 1.3 K2-K3 + Ca-gen
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4.2 Vzorkovani a priprava vzorki

Vzorkovani se uskutecnilo na vétSin€ lokalit tfikrat v roce 2017 (duben, Cerven, srpen)
v rannich hodinach od 8 do 10 hodin (SELC). V dubnu roku 2017 byly dva rybniky (BR a
RK) vypustény a nebylo mozné provést odbér. Dehtai (DH) a Rod (RD) byly jako jediné
odebirany v sezoné Castéji — po mésici. Teplota, pH, konduktivita a koncentrace kysliku byly
méfeny na kazdé lokalité v misté nejvétsi hloubky na vertikalnim profilu - multiparametrem
probe Exo2 (YSI, Incorporated Sonde, Yellow Springs, USA). Priihlednost vody byla zji§téna
Secchiho deskou a svételny profil zméfen métdkem Licor probe (LICOR LI 1400, dataloger
se sférickym/kulovitym kvantovym podvodnim sensorem 4193 SA - Licor, Lincoln, NE,
USA). Smésny vzorek vodniho sloupce (0—1 m) byl vytvofen ze sedmi mist na transektu
kolmo na nejhlubsi misto v rybnice. Voda byla odebrana van Dornovym vzorkovaéem” (1 m;

6,4 1) ze sedmi odliSnych odbérnych bodi a smichana v plastovém barelu (Vrba et al., 2018).

Celkovy objem smichaného vzorku byl 451 a byly z n&j odebrany za stadlého michani
vzorky pro konkrétni analyzy (izolaci DNA a molekularni analyzy). Ty byly ihned
prefiltrované pies 200 um sit’ku. Déle byl odebrén objem vzorku 3-5 | pro chemické analyzy
vody a sestonu. Tyto vzorky byly uchovany v chladu a urychlené pievezeny do laboratoie.
Dalsi tfi nefiltrované vzorky o objemu 100 ml byly odebrany pro analyzy fytoplanktonu
(fixované lugolem), nalevniki a mikrobialniho slozeni (bakterie, pikosinice, protozoa)
(fixované formolem do 2% finalni koncentrace). Pro analyzy zooplanktonu bylo odebréano
30| z barelu a zakoncentrovano planktonni sitkou 200 um a dale 5-15 | zakoncentrovano
20 um sitkou (frakce 20-200 um) a fixovano formaldehydem. Voda pro izolaci DNA a
molekularni analyzy byla nésledné v laboratofi ptefiltrovana pies 0,2 um polykarbonatové

filtry a zamraZena v -20 °C pro dalsi analyzy.

V8echny chemické analyzy byly provedeny standartnimi metodami v akreditované
laboratori ENKI, o.p.s. Zakladni srovnani fyzikalné-chemickych parametrti rybnikd je

znazornéno v Tabulce 2: celkovy dusik (TN), celkovy fosfor (TP), rozpustény organicky uhlik

* Van Dornovitv vzorkovaé - Toto naéini bylo navrZeno ¢lovékem jménem Fridtijof Nansen v roce
1894 pro ziskavani motské vody ve specifické hloubce. Nacini bylo od té doby znacné vylepSeno a
nyni je pouzivano i pro odebirani vzorkt blizko dna jezer nebo jinych stratifikovanych vodnich téles.
Vzorkovac je spustén kabelem do pozadované hloubky spole¢n¢ s mosaznou vahou. Naraz nakloni
lahev vzhliru nohama, coz na konci zaklapne pruzinovy ventil. Toto zachyti vzorek vody uvnitf a poté
se celé nacini vytahne kabelem z vody (Pinet, 2014; Tomczak a Godfrey, 1994).
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(DOC), chlorofyl a (Chla). Koncentrace metanu byly determinovany plynovou chromatografii
a obrat metanu pfidanim radiem znaceného metanu. Dalsi planktonni analyzy, vcetné
determinace nebo specialnich mikrobidlnich metod, byly uskute¢nény v adekvatné
vybavenych laboratotich HBU BC nebo PiF.

Tabulka 2. Fyzikalni a chemické parametry deseti studovanych rybnikt (Vrba et al., 2018). Primérné

hodnoty ze 3 az 5 odbéru v riznych mésicich roku 2017, rozpéti (min—max), RD; — Rod jaro, RD; —

Rod Iéto.

Zkratka Prihlednost Vodivost TN TP DOC Chla
rybniku (cm) (uS/cm) (mg/l) (mg/l) (mgll) (na/l)
BR 55 345 2,0 0,16 17,3 43,8
(40-70) (329-361) (1,6-2,4) (0,14-0,19) (16,4-18,3) (18,5-69,2)
DH 49 308 2,9 0,19 12,8 104
(30-60) (288-322) (2,1-4,4) (0,13-0,31) (4,9-17,3) (41,6-253)
KV 35 311 2,7 0,28 14,0 87,3
(20-55) (303-319) (2,1-3,5) (0,14-0,43) (11,9-15,2) (86,9-87,5)
PV 33 292 3,0 0,29 17,4 134
(30-40) (282-309) (2,2-4,4) (0,13-0,44) (13,9-21,4) (50,6-202)
PM 35 305 25 0,41 15,3 135
(25-40) (300-310) (1,9-2,9) (0,21-0,78) (15,1-15,8) (85,7-182)
RK 45 256 33 0,17 17,2 88,8
(20-70) (254-257) (3-3,7) (0,16-0,18) (13,4-21) (68,7-109)
7B 25 346 2,5 0,25 17,1 51,8
(20-30) (338-353) (2-2,8) (0,19-0,31) (16,5-18,3) (33,3-76,3)
KL 47 197 34 0,23 15,4 148
(20-80) (196-199) (1,7-6,8) (0,09-0,40) (10,2-19,9) (19,9-387)
PT 40 196 4,0 0,26 15,0 200
(20-60) (193-198) (1,7-7,5) (0,1-0,52) (10,7-19,0) (53,7-489)
14 0,11 16,2 0,8
RD; >130 158 (L1-17) | (009-014) | (14,7-17,7) (0.4-1,1)
RD 47 207 4,0 0,29 21,6 140
! (20-90) (193-212) (2,0-5,9) (0,26-0,34) (16,2-24,7) (7,0-326)
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4.3 CARD-FISH

CARD-FISH (Catalyzed reporter deposition fluorescence in situ hybridization) je metoda
pro determinaci bakteridlnich skupin, ktera vyuziva komplementarity oligonukleotidové
sondy susekem nukleotidt na ribozomalnich podjednotkach 23S a 5S rRNA a malych
podjednotkach 16S rRNA (Glockner et al., 1996; Sekar et al., 2003). Na oligonukleotidové
sondy, které jsou specifické pro zaméfeni konkrétnich bakteridlnich skupin, neni navazéna
samostatna fluorescen¢ni barvicka, tak jako je to u klasické FISH. Je na né¢ navazan enzym
kienové peroxiddza (ang. horseradish peroxidase — HRP), ktera je pomérné dobfe znamym
enzymem ziskdvanym z rostlinnych zdroji (Azevedo et al., 2003). Aktivitou této peroxidazy
se fluorescencné znacené tyramidy (znacené barvickou FITC) navazi na proteiny v buice.
Tim dochazi ke zvyraznéni bunky, ktera ukaze v mikroskopu fluorescenci (Ghiran, 2011,
Stockert and Blazquez-Castro, 2017)

43.1 Priprava filtra

Vzorky odebrané z rybnika byly piefiltrovany pfes membranoveé filtry (0,2 um, GTTP,
Millipore). Roztok agardzy byl pfipraven a do né¢ho ponofeny filtry. Pak byly filtry z agardzy
vyjmuty a umistény spravnou stranou (na které jsou zachyceny bakterie) vzhiru a vysuseny v
troubé (35 °C, cca 10-30 min). Poté byly zbaveny zbylé ptebyteéné vody v 96% etanolu pti

pokojové teploté po dobu 1 minuty a ponechany k dplnému doschnuti na vzduchu.

4.3.2 Permeabilizace a inaktivace endogennich peroxidaz s HCI

Permeabilizace byla délana pro celé filtry najednou. Permeabilizace se provadi proto, aby
se enzymy rozrusila bunééna sténa prokaryot a sonda mohla proniknout dovnitt buriky. Filtry
byly inkubovany v Cerstvé piipraveném roztoku lysozymu (37 °C, 60 minut). Roztok
lysozymu obsahuje 20 mg lysozymu smichaného s 200 ul 0,5M EDTA, 200 pul 1M Tris-HCI
a 1600 ul MQ vody (Mili-Q ultra ¢ista voda typu I, vyrabéna postupnou filtraci a deionizaci).
Po pouziti MQ vody jsou filtry oplachnuty s PBS a poté MQ vodou pti pokojové teploté po
dobu 1 minuty. Filtry byly inkubovany v Cerstvé pfipraveném roztoku achromopeptidazy pii
37 °C po dobu pouze 25 minut a oplachnuty PBS po inkubaci a MQ vodou po dobu 1 minuty
pii pokojové teploté. Poté filtry byly inkubovany v 0,01M HCI po dobu 10 minut pfi
pokojové teplot¢ a peclivé oplachnuty MQ vodou a poté 96% etanolem. Filtry byly
ponechany k dosuseni na vzduchu a roziezané ziletkou na kousky, které byly oznacené ¢isly
(Sekar et al., 2003).
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4.3.3 Genetické oligonukleotidové sondy

CARD-FISH byla provedena podle protokolu Shabarova et al. (2017), Pernthaler et al.
(2002) a Sekar et al.(2003). Pouzit¢ CARD-FISH genetické oligonukleotidove sondy (dale
v textu jen sondy) a jejich specifity jsou vypsany v Tabulce 3.
Tabulka 3. CARD-FISH genetické oligonukleotidové sondy a jejich cilova skupina organismi
pouzita v diplomové praci. Pro kazdou sondu jsou uvedeny koncentrace formamidu a ptislusné

mnozstvi NaCl v hybridizacnim pufru. Sekvence vSech oligonukleotidovych sond jsou uvedeny
v ptiloze Tabulka S1.

Sonda Specifita Reference Formamid | NacCl
(Yovolivol) | (ul)
Arc915 Archaea (Stahl and Amann, 1991) 35% 420
Eub 111 111 Eubacteria (Daims et al., 1999) 55% 30
R-BT065 Limnohabitans RBT, LimBCDE (Simek et al., 2001) 55% 30
— L. parvus, L. planktonicus
PnecC-16S-445 | Polynucleobacter PnecC — 11 (Hahn et al., 2005) 55% 30
popsanych druhti
PnecB-23S-166 | Polynucleobacter PnecB — P. (Wu and Hahn, 2006) 60% 0
acidiphobus, P.difficilis
ALF968 Alphaproteobacteria (Neef, 1997) 55% 30
Bet42a Betaproteobacteriales (Manz et al., 1992) 55% 30
Gam42a Gammaproteobacteria (bez (Manz et al., 1992) 55% 30
Betaproteobacteriales)
M84+M705 metanotrofové 1. typu (MOB I) (Eller et al., 2001) 20% 1350
M450 metanotrofoveé I1. typu (MOB II) | (Eller et al., 2001) 20% 1350
CF968 Bacteroidetes (Acinas et al., 2015) 55% 30
Ver46 Verrucomicrobia Salcher (nepublikovano) 40% 270
LD28-1017 Methylopumilus planktonicus (Salcher et al., 2011) 45% 160
Acl852 Acl, Actinobacteria (Warnecke et al., 2005) 55% 30
LimAE-1435 Limnohabitans LimA — (Shabarova et al., 2017) 65% 0
L.australis, L. curvus
Planc1-670 Planctomycetes — Vodnikaceae Salcher (nepublikovano) 35% 420
Pirr-633 Planctomycetes — Pirellula Salcher (nepublikovano) 60% 0
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4.3.4 Hybridizace

Hybridizace danou sondou byla provedena najednou pro cely set vzorku. Pii hybridizaci
bylo pouzito 1,5 ml hybridiza¢niho pufru a pfidano 10 ul specifické sondy podle Tabulky 3.
Filtry byly inkubovany v roztoku sondy s hybridizaénim pufrem 2 hodiny pti 35 °C. Byl
namichan praci pufr (praci pufr — mnozstvi NaCl dle koncentrace formamidu v hybridiza¢nim
pufru + Tris 1000 ul + EDTA 500 ul + SDS 25 ul + MQ voda doplnit do 50 ml) a umistén
samostatné do inkubatoru s teplotou 37 °C pro ohiati. Po dvou hodindch ptisobeni roztoku s
hybridiza¢nim pufrem, byly vzorky piendany do praciho pufru k proplachnuti. VVzorky byly
takto ponechany pii teploté 37 °C na 30 minut v inkubatoru. Po uplynuti této doby byly filtry
inkubovany opét pii stejné teploté, ale tentokrat v roztoku 1x PBS stritonem po dobu
45 minut. Po této dobé& se pfistoupilo k barveni (bakterii na filtrech) barvickou ponotenim do
roztoku s amplifikatnim pufrem obsahujicim barvicku, ktery byl namichan z 1 ml
amplifika¢niho pufru (0,4 ml 10% blokujiciho ¢inidla - blocking reagent, 2 ml PBS, 16 ml 5M
NaCl a 5g dextran sulfatu do 40 ml MQ vody - pro desetiprocentni blokujici ¢inidlo je
blocking reagent rozpustén v kyseliné maleinové do finalni koncentrace 10% wi/v.), 10 ul
roztoku H202 a 1,25 ul barvicky FITC s tyramidem. V tomto roztoku byly vzorky inkubovany
30 minut. Poté byly vzorky ponechany v PBS s Tritonem pro oplachnuti po dobu 15 minut
pti pokojové teploté (zastinéné v temnu, aby barvy nedegradovaly). Nasledné byly vzorky
oplachnuté v MQ vodé po dobu 1 minuty a poté hned v etanolu (96%) po dobu 1 minuty,
oboji pti pokojové teploté. Filtry byly zanechany pti pokojové teploté k doschnuti na vzduchu
zhruba 20 minut, potom umistény na podlozni sklicko s olejem o tfech slozkach (Vectashield
+ Citifluor + DAPI - 4’ 6-diamidino-2-phenylindole). Barvicka DAPI se vaze nespecificky na
nukleové kyseliny a umoziuje detekci vSech mikroorganismi. Sklicka se vzorky byly
zamrazeny (-20 °C) do doby mikroskopické analyzy (Amann et al., 1992; Sekar et al., 2003;
Shabarova et al., 2017).

4.4 Determinace abundance bakterii

Abundance jednotlivych cilovych bakterialnich skupin byla uréena jako pomér bunck
oznacenych specifickou sondou a vsech prokaryotnich bunék. Buiky byly manualné
spocitany s pouzitim epifluorescenc¢niho mikroskopu (BX53, Olympus; Optical Co., Tokyo,
Japan). Celkové mnozstvi prokaryotnich bunék (obarvené DAPI) jsem pocitala pod UV
excita¢nim zafenim (excitatni maximum 360 nm, emisni maximum 460 nm, fluorescenéni set

U-FBN). Pro zjisténi poctu cilenych bunék (oznacenych FITC) jsem vyuzila fluorescencni set
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U-FBW (excitaéni maximum 460 nm, emisni maximum 540 nm). V jednom vzorku bylo
spocitano alespont 400 DAPI bakterialnich bun€k. Pti nezachyceni zadnych hybridizovanych
bun¢k bylo pocitano minimalné 900 DAPI bakterialnich bunék k tomu, aby byla uznana
nulovad hodnota. Mikroorganismy na mikroskopickém poli byly nejdiive spoé¢itany pod UV
(DAPI). Poté bylo mikroskopické pole ptepnuto na kanal s FITC a mikroorganismy spocitany

tam.

Kvantifikace vSech prokaryotnich bunék (pocet bakterii na ml) probéhla predem,
nezavisle na metodé CARD-FISH. Vzorky (fixované 2% formaldehydem) byly
zakoncentrovany na Cerny filtr s porozitou 0,2 um, obarveny DAPI a manudlné spocitany
(min. 400 bun¢k na vzorek, min. 10 poli). Abundance byla vypocitana jako pramérné
mnozstvi bunék na jedno pole, vynasobené inverznim pomeérem velikosti tohoto pole

k celkové plose filtru, na kterou byl filtrovan vzorek, a vydélené objemem vzorku.

45 Statistika

Korela¢ni matice (Pearsoniv korela¢ni koeficient) byla vytvotena v programu Excel
(Microsoft Office; funkce PEARSON). Silné korelace byly vypocitany v programu
SIGMAPIot. Mnohorozmérné analyzy byly provedeny v programu CANOCO (Braak and
Smilauer, 1998). Ordina¢ni analyza RDA (Redundancy analysis) byla vypocitana po
pfedchozim centrovani a standardizaci podle druhu. Prikazné vysvétlujici proménné byly
vybrany pomoci metody Forward selection. Byly zahrnuté proménné, které¢ mély p<0.05 v
Monte Carlo permuta¢nim testu. Vysledky CANOCO byly zobrazeny v CanoDraw pro
Windows (ter Braak a Smilauer, 2002).

5 Vysledky

Béhem diplomové prace jsem wuréila zastoupeni Vvyznamnych sladkovodnich
mikrobialnich skupin v 38 vzorcich odebranych z 10 rybnikii béhem roku 2017 a také 6
vzorcich odebranych z rybniku Dehtai a Rod v roce 2016. VSechny vzorky byly postupné
hybridizovany metodou CARD-FISH se 17 specifickymi sondami (Tab. 3) a mikroskopicky
spocitany. Graficka interpretace byla vytvoiena v programu SIGMAPIot a Excel (Microsoft
Office). Jelikoz moje diplomova prace je soucasti vétsiho projektu s ndzvem Rybniky jako

modely pro vyzkum planktonni diverzity a dynamiky mélkych hypertrofnich nadrzi (Grant ¢.
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17-09310S, hl. teSitel Jaroslav Vrba), analyzovala jsem trendy ve slozeni mikrobialnich
spole¢enstev v kontextu s daty (chemismus, zooplankton, fytoplankton, apod.) ziskanymi

dal§imi ¢leny tymu.

5.1 Celkove vysledky o bakteriich

Vysledky obecného mikrobialniho slozeni skupin bakterii v rybnicich jsou vidét na
Obrazku 3. V grafu jsou znazornény relativni abundance vybranych skupin Bacteria. Uvedené

hodnoty predstavuji priméry ze vSech ziskanych dat na vSech lokalitich od dubna do

listopadu.
50 r
45
40 F B Planctomycetes
35 B Bacteroidetes
— 30 r .
%E B Gammaproteobacteria
% 25 -
b B Betaproteobacteriales
Z 20 t
L Alphaproteobacteria
15 ¢
Verrucomicrobia
10
5 L B Actinobacteria
O L

Obrazek 3. Obecné mikrobialni slozeni vSech rybnikd stanovené metodou CARD-FISH vypocitané ze
v8ech ziskanych dat (duben-listopad) z 10 rybnikt. Byly pouzity sondy pro kmeny z fise Bacteria:
Acl852 (Actinobacteria), Ver4d6 (Verrucomicrobia), ALF968 (Alphaproteobacteria), Bet42a
(Betaproteobacteriales), Gam42a (Gammaproteobacteria), CF968 (Bacteroidetes), Planc1-670 a Pirr-
633 (Planctomycetes) (podrobnosti v Tabulce 3). Na ose x je sloupeckovy graf primérnych hodnot
abundanci ze vSech odebranych vzork.
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Mezi nejpocetnéjsi bakterie ve studovanych rybnicich obecné patiil kmen Actinobacteria
(pramér 15,2 %, SD =10,9), fad Betaproteobacteriales (prumér 13, 8 %, SD =6,1) a tad
Bacteroidetes (pramér 6,7 %, SD = 5,2). Nizsi zastoupeni patii Aphaproteobacteria (prumér
3,5%,SD =2,9) a Verrucomicrobia (pramér 2,9 %, SD =2,4), Planctomycetes (prameér
0,7 %, SD = 0,5) a Gammaproteobacteria (0,2 %, SD = 0,3) (Obrazek 3).

Celkové pocéty prokaryot a posléze zastoupeni jednotlivych skupin — Archaea a
bakterialnich skupin v jednotlivych vzorcich vykazuje ur€ité odlisnosti (Obr. 4 a 5). Vysoké
poéty prokaryot (>25 x 108 bunék ml?) byly zaznamenany v rybnicich Dehtaf, Poté&sil a Klec
(konkrétni podty ve vzorcich: 25,1 x 108 bunék ml? gervencovy DH; 26,4 x 108 bungk ml?,
srpnovy PT a 27,6 x 10° bungk ml? srpnovy KL), nizké pocty mél Rod - nejméné to bylo

konkrétné 2,1 x 106 bunék mlv kvétnovém odbéru.

Abundance Archaea béhem sezony (odbér od odbéru) dosahovala 3 x 10° bunék ml?,
s maximem az 9,9 x 10® bun&k ml?. Jejich poéty pievysovaly podty Bacteria v ¢ervencovém
DH, kde jejich pomér byl az 3:2 ve prospéch Archaea. Pocty pak byly prakticky vyrovnané
v ¢ervnovém RD a srpnovém PT a zafijovém RD, zatimco ve vSech ostatnich vzorcich byl

pocet Archaea vzdy nizsi.

Bakterialni slozeni srovnavanych rybnikd je podobné, ale v nékolika piipadech se lisi
(Obr. 4 a5). Nejvice zastoupenymi skupinami jsou Actinobacteria, Betaproteobacteriales a
Bacteroidetes. Zastupci kmenu Actinobacteria byly dominantni ve velké ¢asti vzorku (v 17
vzorcich). Primémé dosahovaly poctd 2,1 x 108 bunék mIt (SD =1,5). V maximech
Actinobacteria dosahovali pocti az 6,6 x 10° bunék ml™. Minimélni poéty Actinobacteria
piiblizné v rozmezi 4 - 240 x 10° bun&k ml? byly ve dvou odebranych vzorcich kazdého
Z rybniki RD a DH. To bylo v RD na jafe a na podzim, a v DH pies léto. Zastupci
Betaproteobacteriales  tvofily = dominantu celkem v 14  vzorcich. Primérné
Betaproteobacteriales dosahovaly 1,8 x 10® bung¢k mI* (SD =0,9). Posléze vyznamnou
skupinou byly rovnéz Bacteroidetes. Bacteroidetes byli prvni nejpocetnéjsi v 2 vzorcich
(duben KV, srpen RD) a druhou nejpocetnéjsi skupinou v 4 vzorcich (¢erven RD, duben DH,
srpen PT, &erven KL). Bacteroidetes primérné dosahovali 0,8 x 108 bungk mI (SD = 0,6).
V Obréazku 3 je mozné pozorovat také skupiny Verrucomicrobia (primér 0,4 x 108 bunék ml-
!, SD = 0,5) a Gammaproteobacteria (primér 0,04 x 106 bun¢k ml?, SD = 0,05).
Verrucomicrobia byla druhou nejpocetnéjsi skupinou v 1 vzorku (srpnovy KL) a tieti

nejpocetnéjsi v 1 vzorku (Cervencovy DH). Dalsi skupiny jiz minoritné zastoupené jsou
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Alphaproteobacteria (prtimér 0,5 x 10 bungk mlt, SD = 0,5), Gammaproteobacteria (primér
0,04 x 108 bunék mIt, SD=0,05) a Planctomycetes (primér 0,1 x 10° bungk ml?,
SD =0,08). Alphaproteobacteria maji jeden vyznamné;jsi vykyv v 1 odbéru (srpnovy PT) a
diky tomu jsou vdaném odbéru tieti nejpocetnéjsi skupinou. Alphaproteobacteria,
Planctomycetes a Gammaproteobacteria jsou zastoupeny v malém nebo zadném mnozstvi
s obCasnymi vykyvy. Planctomycetes zahrnuji dvé determinované nejbéznéjsi podskupiny —
Vodnikaceae (Planc1-670) a Pirellula (Pirr-663), je uveden jejich soucet. Pro vétsi srovnani
vSech skupin je v Tabulce 4 vypsan primér, minimum a maximum kazdé skupiny a pro kazdy

rybnik.
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Obréazek 4. Abundance vybranych bakterialnich skupin stanovenych metodou CARD-FISH
v porovnani s celkovym poétem bakterii. Byly pouzity obecné sondy CARD-FISH: Eub I Il 111
(Eubacteria), Arc 915 (Archaea), a specifické sondy pro kmeny zftise Eubacteria: Acl852
(Actinobacteria),  Verd6  (Verrucomicrobia), = ALF968  (Alphaproteobacteria),  Bet42a
(Betaproteobacteriales), Gam42a (Gammaproteobacteria), CF968 (Bacteroidetes), Planc1-670 a Pirr-
633 (Planctomycetes) (podrobnosti v Tabulce 3). Celkové poéty bunék byly stanoveny mikroskopicky
s pouzitim fluorescenéni barvicky DAPI. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x dle data odbért
vzorkt v roce 2017. Data z rybnika: Dehtaf, Rod, Podvrazsky, Kvitkovicky a Potésil.
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Obrazek 5. Abundance vybranych bakterialnich skupin stanovenych metodou CARD-FISH
v porovnani s celkovym poc¢tem bakterii. Byly pouzity obecné sondy CARD-FISH: Eub | 11 1l
(Eubacteria), Arc 915 (Archaea), a specifické sondy pro kmeny zftise Eubacteria: Acl852
(Actinobacteria),  Verd6  (Verrucomicrobia), = ALF968  (Alphaproteobacteria), Bet42a
(Betaproteobacteriales), Gam42a (Gammaproteobacteria), CF968 (Bacteroidetes), Planc1-670 a Pirr-
633 (Planctomycetes) (podrobnosti v Tabulce 3). Celkové poéty bunék byly stanoveny mikroskopicky
s pouzitim fluorescen¢ni barvicky DAPI. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x dle data odbéri
vzorkt v roce 2017. Data z rybnik{: Klec, Zbéhov, Posméch, Roubi¢ek, Beranov.



Tabulka 4. Ukazuje ke kazdému rybniku primér, minimum a maximum jednotlivych CARD-FISH sond pro celkova data z roku 2017.

Zkratka Eub Arch Act Verr Alpha Beta Gamma Bacteroide Planc
rybniku (105mlY) | (108ml%) | (108ml%) | (108ml) | (10°ml%) | (10°ml) | (10°ml%) | (20°mlY) | (106mld)
BR 78 2,5 41 0,5 0,6 1,7 0,07 0,4 0,04
(2,6-13) (1,8-2,8) (2,3-6,6) (0,3-0,6) (0-1,19) (0,8-2,6) (0-0,11) (0,04-1,14) (0,02-0,04)
DH 45 2 1,2 0,2 0,3 1,6 0,016 0,5 0,07
(2,8-6,5) (1,1-4,2) (0,04-3,2) (0,06-0,7) (0,04-0,8) (0,9-2,5) (0-0,08) (0,09-1,4) (0-0,13)
KV 51 2,3 1,6 0,6 0,8 1,2 0,08 0,8 0,15
(2,3-7,8) (1,3-3,8) (0,08-3,2) (0,2-1,1) (0,05-1,4) (1,1-1,3) (0-0,2) (0,2-1,9) (0,01-0,2)
PV 6,2 2,2 3,1 0,4 0,3 19 0,04 0,6 0,16
(4,8-7,3) (1,7-2,8) (1,2-4,1) (0,2-0,7) (0,06-0,5) (1,68-2,6) (0-0,06) (0,2-1,3) (0,02-0,27)
P M 52 2,3 2 0,2 0,5 1,6 0,02 0,4 0,12
(4,1-6,4) (1,3-3,6) (0,6-3,6) (0,09-0,4) (0,25-0,95) (0,87-2,7) (0-0,05) (0,14-0,9) (0,08-0,17)
RK 6,7 2,6 2,4 0,3 0,51 19 0,02 0,6 0,09
(4,2-8,8) (0,6-4,75) (0,4-3,7) (0,07-0,6) (0,07-0,88) (1,91-1,98) (0-0,03) (0,6-0,95) (0,01-0,17)
7B 41 2,2 2,4 0,2 0,6 3,3 0,04 0,5 0,05
(2,9-4,7) (1,9-2,4) (1,3-3) (0,04-0,3) (0,5-0,6) (1,5-5) (0,02-0,06) (0,3-1,04) (0,02-0,09)
KL 6,1 3,9 15 11 0,5 2,1 0,03 1,3 0,1
(2,4-12,6) (1,8-7,77) (0,5-3,1) (0,06-3,1) (0,09-1,2) (1,1-3,5) (0,01-0,05) (0,9-1,7) (0-0,18)
PT 54 47 1,2 0,6 0,9 2,8 0,02 14 0,1
(2,3-10,8) (1,9-9,9) (0,6-2,3) (0,07-1,3) (0,17-2,2) (2,1-3,6) (0-0,05) (0,9-2,5) (0-0,25)
RD 3,9 2,8 18 0,6 0,5 11 0,06 1,3 0,11
(0,7-8,6) (0,5-7,4) (0,004-4,2) (0,004-1,5) (0,002-1,7) (0,5-2,6) (0-0,2) (0,3-2,3) (0-0,36)




5.2 Sezonalita Archaea a hlavnich skupin Bacteria

Archaea se zdaji byt vyznamné svou abundaci béhem 1éta (Obr. 4 a 5) Na jafe jsou jejich
pocty v péti sledovanych rybnicich nizsi nez v 1ét€¢ (az o polovinu). Vyjimku tvori nékolik
rybniki — DH, KV a KL s malym zastoupenim béhem léta a vy$§im na jafe a na podzim, ZB
se srovnatelnym pocétem po celou sezonu, a PT, ktery ma zasadné vyssi pocet bunék Archaea

V podzimnim odbéru.

Ze skupiny Bacteria na jafe (i S mésicem Cerven) ve vétsiné rybnikll prevazuji skupiny
Betaproteobacteriales (PV, PT, ZB, PM, DH), v dalsich pak Actinobacteria (RD, KL),
Bacteroidetes (KV). Actinobacteria jsou ve vzorcich ¢asto nejpocetnéjsi na v 1été (v 7
vzorcich). Vyjimky, co se ty¢e skupiny Actinobacteria a jejich zastoupeni v letnich mésicich
tvofi DH, KL a PM, kdy je v tomto ro¢nim obdobi mozné pozorovat nizké pocty ve srovnani
se vSemi ostatnimi rybniky, Vv nichz tvofi Actinobacteria v letnich mésicich pievahu
(Obr.4ab5). Viéte se stavaji na veétsiné rybnikli pocetnéjSimi 1 jiné skupiny
bakterioplanktonu, hlavné Verrucomicrobia, Alphaproteobacteria a v nékterych odbérech
také Bacteroidetes. KL m& vsrpnovém odbéru ojedinélou abundanci skupiny
Verrucomicrobia 3,1 x 10® bungk ml?. Na podzim u 4 rybniki (KV, PT, KL, ZB) neprob&hly
odbéry. V ostatnich rybnicich v tomto obdobi pievladaji bud’ Actinobacteria (PM, RK, DH,
PV) nebo Betaproteobacteriales (BR). V RD (zafijovy vzorek) je na podzim zajimavé, Ze

skupina Betaproteobacteriales ma srovnatelnou nejvétsi abundanci spole¢né s Bacteroidetes.

I pfes obecnou podobnost maji rybniky v podrobnéj$im pohledu mezi sebou i sezéné
urc¢itou variabilitu (Obr.4 a5). V DH, KV, KL, PM a RK c¢ervnu az v ¢ervenci byla v téchto
konkrétnich rybnicich zachycena skupina Actinobacteria v malém nebo zadném mmnozstvi.
Dehtai je charakteristicky obecné nizkym zastoupenim bakterii Actinobacteria v letnich
mésicich, zatimco vétSina rybnikt jich ma bud’ podobna mnozstvi po celou sezénu a nebo
prevahu hlavné pravé v letnich mésicich. Specifita konkrétni lokality je patrnd naptiklad u
KL, kde se v 1été vyskytuji Actinobacteria s podobnym zastoupenim jako i jiné skupiny a
zadna vyrazné neptevazuje, zatimco v podzimnich vzorcich KL maji vyrazny podil
prekvapivé Verrucomicrobia, i kdyz jsou az druhé nejpocetnéjsi za Betaproteobacteriales.
Také je tu zna¢ny narast skupiny Alphaproteobacteria. Odlisné poméry zafijového vzorku KL
ukazuji pomérné jasné na narist méné obvyklych skupin bakterioplantonu a ustup téch, které
jinak na ostatnich rybnicich po cely rok ptevazuji. U ostatnich vySe jmenovanych rybnika

jsou ve vétsing piipada v 1ét€ nahrazeny Actinobacteria skupinou Betaproteobacteriales, které
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Vv nich dosahuji po¢t az 4 x 10 bun&k ml™. Toto &islo je sice ve srovnani s podzimnimi nebo
jarnimi maximy Betaproteobacteriales v jinych rybnicich az dvojnasobné niz$i, ovSem
relativné vyznamné vzhledem k jejich procentudlni pfevaze proti ostatnim skupinam bakterii.
Kvétnovy a zafijovy odbér RD, je zajimavy kromé toho, ze ma malou abundanci bakterialnich
bungk, i vtom Ze z hlavnich skupin ma malé zastoupeni také pravé skupina Actinobacteria,
coz jinak v dal§ich odbérech RD béhem celého roku nema obdoby. Rod je zajimavy prakticky
neménnym a vyznamnym zastoupenim Bacteroidetes od ¢ervna do srpna. Né&které rybniky
vykazuji podobn¢ vyssi narist skupiny Bacteroidetes v nékterych odbérech. Jedna se o vzorky
dubnového PV, KV, KL a srpnového PT. Alphaproteobacteria ma kromé vétsiho zastoupeni v
srpnovém vzorku rybniku KL, vétsi zastoupeni v letnich mésicich RD, v listopadovém PM a
BR, dubnovém KV a srpnovém PT, RK a KV. Piekvapenim byla skupina Planctomycetes,
kterd méla par zajimavych maxim - v ¢ervencovém RD, Cervnovém a srpnovém PV,
srpnovém KV a PT (Obr. 4 a 5).

5.3 Skupina Betaproteobacteriales

V rdmci Betaprotebacteriales jsem se zaméfila detailn€ji na jednotlivé podskupiny.
Vzorky byly hybridizovany sondami pro konkrétni specifické betaproteobakteriani skupiny:
Methylopumilus  planktonicus (LD28), Polynucleobacter PnecB (PnecB-23S-166),
Polynucleobacter PnecC (PnecC-445) a druhy rodu Limnohabitans - R-BT a LimA.
Specifické druhy Betaproteobacteriales v absolutnich poctech bunék na ml jsou zobrazeny
graficky na Obrazku 6 a 7. Grafy jsou porovnatelné s grafy téhoz v ptiloze (Obr. S3 a S4)
ukazujici relativni hodnoty. V Tabulce 5 je uveden praimér, maximum a minimum skupin pro

kazdy rybnik.

V rybnicich je patrny narist M. planktonicus hybridizovaného sondou LD-28-1017 ve
vzorcich nékterych rybniki odebranych na konci 1éta a za¢atkem podzimu. Nejpatrnéjsi je
tento nartst u RK a BR, rovnéz také KV a DH. V RD se objevuje nartst této skupiny jiz
v Cervenci. V relativné velkych abundancich se po celou sezénu vyskytuje Polynucleobacter
PnecB (PnecB-23S-166; Obr. 6 a 7). Polynucleobacter PnecB ma v RD na jafe a na podzim
velmi nizké pocty jednak vlivem celkové nizkého poctu vSech bakterii, a také vétSim
vyznamem skupiny RBT. Podobnd situace nizkého poétu bunék zachycenych
Betaproteobacteriales je v ¢ervnovém DH, KV a RK.
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Obrazek 6. Abundance vybranych bakteridlnich skupin Betaproteobacteria stanovenych metodou
CARD-FISH. Byly pouzity specifické sondy pro jednotlivé skupiny: R-BT065 (Limnohabitans linie
LimB, LimC,LimD, LimE), PnecC-445 (Polynucleobacter PnecC), LD28-1017 (Methylopumilus
planktonicus), LimAE-1435 (Limnohabitans LimA), PnecB-23S-166 (Polynucleobacter PnecB)
(podrobnosti v Tabulce 3). Celkové pocty bunek byly stanoveny mikroskopicky s pouzitim
fluorescencni barvicky DAPI. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x dle data odbérti vzorku
v roce 2017. Data z rybnikt: Dehtaf, Rod, Podvrazsky, Kvitkovicky a Poté&sil.
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Obréazek 7. Abundance vybranych bakterialnich skupin Betaproteobacteria stanovenych metodou
CARD-FISH. Byly pouzity specifické sondy pro jednotlivé skupiny: R-BT065 (Limnohabitans linie
LimB, LimC,LimD, LimE), PnecC-445 (Polynucleobacter PnecC), LD28-1017 (Methylopumilus
planktonicus), LimAE-1435 (Limnohabitans LimA), PnecB-23S-166 (Polynucleobacter PnecB)
(podrobnosti v Tabulce 3). Celkové pocty bunck byly stanoveny mikroskopicky s pouzitim
fluorescencni barvicky DAPI. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x dle data odbérti vzorki
v roce 2017. Data z rybniki: Klec, Zbéhov, Posméch, Roubicek, Beranov.
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Tabulka 5. Ukazuje ke kazdému rybniku pramér, minimum a maximum jednotlivych CARD-FISH

sond vybranych podskupin Betaproteobacteriales.

Zkratka R-BT065 PnecC-445 LD28-1017 PnecB-235-166 | LimAE-1435
rybnika | (10°mI) (10°ml) (10°ml) (10°mI?) (10°ml)
BR 0,245 0,047 0,476 0,271 0,063
(0,03-0,5) (0-0,09) (0,57-1,17) (0,26-0,28) (0-0,120)
bH 0,089 0,003 0,104 0,413 0,003
(0-0,19) (0-0,02) (0-0,39) (0,07-0,78) (0-0,023)
Ky 0,153 0,009 0,137 0,408 0,009
(0-0,3) (0-0,02) (0-0,41) (0,08-0,57) (0-0,028)
Iy 0,121 0,012 0,116 0,275 0, 073
(0-0,21) (0-0,05) (0,03-0,25) (0,15-0,44) (0-0,29)
M 0,323 0 0,081 0,536 0,025
(0,15-0,7) (0-0) (0-0,19) (0,14-0,91) (0-0,062)
RK 0,172 0,019 0,381 0,093 0,097
(0-0,38) (0-0,03) (0,01-1,01) (0,06-0,13) (0,015-0,14)
7B 0,273 0,045 0,110 1,177 0,015
(0,23-0,29) (0-0,08) (0,02-0,19) (0,62-2,08) (0-0,04)
KL 0,040 0,008 0,084 0,217 0,004
(0,02-0,05) (0-0,03) (0-0,24) (0,19-0,24) (0-0,012)
T 0,126 0,018 0,112 0,671 0,107
(0-0,26) (0-0,06) 0-0,28) (0,57-0,75) (0-0,26)
RD 0,063 0,003 0,087 0,274 0,031
(0-0,13) (0-0,009) (0-0,40) (0,008-0,95) (0-0,064)

Skupina R-BT je v jarnich odbérech vyznamna jako druhd za Polynucleobacter PnecB
(Obr. 6 a 7). RBT jsou pocetn&jsi ve Ctyfech srpnovych odbérech (ZB, PM, RK a BR).
Polynucleobacter PnecC (PnecC-445; Obr. 6 a 7) se vyskytoval ve vSech rybnicich alespon v
ne¢kterém odbéru, kromeé PM, kde jsem ho v zddném vzorku nezaznamenala. Celkové tvori
Polynucleobacter PnecC malé pocty, piekvapiva je vyssi abundance v listopadovém PV a
dubnovém PT, ostatni odbéry maji pouze primérné okolo 0,01 x 10° bungk ml™.
V gervnovém PT, RK a PV, kvétnovém DH a srpnovém RD nebyly zachyceny jiné skupiny
Betaproteobacteriales kromé Polynucleobacter PnecB a Methylopumilus planktonicus.
V Cervencovém DH (Obr. 6) byla vyznamné zachycena pouze skupina Polynucleobacter
PnecB.

Limnohabitans LimA (Obr. 6 a 7) byl vyrazny pouze ve tfech odbérech — PV v listopadu,
PT vdubnu a RK v listopadu. V RK je v listopadovém odbéru vyznamny hlavné svym
relativnim zastoupenim. Oproti ostatnim skupinam zde tvoii vice neZ ¢tvrtinu. Cervnovy RD

ma celkové malo bunék na ml, ale i tam byl relativni po¢et Limnohabitans LimA vyznamny.
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Srpnovy RK a BR ma rovnéz vétsi abundanci Limnohabitans LimA, avsak v relativnich

poctech jde o skupinu, ktera zde ma druhé nejmensi pocty hned po Polynucleobacter PnecC.

54 Piitomnost metanotrofi v rybnicich

Dalsim cilem préce bylo zaméteni se na sladkovodni metanotrofy - MOB 1 nalezici k
Gammaproteobacteria (M84+705) a MOB 1I nalezici k Alphaproteobacteria (M450). Na
obrazcich 9 a 10 jsou jednotlivé rybniky a na ose x knim sezonné rozlozené pocty
metanotrofii I a II typu. Pocty jsou uvedeny v relativnich % DAPI. V Tabulce 6 je potom
uveden primér, minimum a maximum pro kazdy rybnik v absolutnich poétech bun&k ml?. Ve
studovanych rybnicich dominovala skupina MOB Il (primér 2,484 x 10° bunék ml?,

SD =1,691) nad skupinou MOB | (prtimér 309 x 10% bunék ml?, SD = 421) (Obrazek 8).

Nartst metanotrofi se zda byt zasadni na pfelomu 1éta a podzimu a na podzim. Narust je
ptitomny Vv listopadovych vzorcich RK a BR. Rybniky RD, PV, PT, RK a KL maji vétsi
vyskyt metanotrofti IT typu (MOB 1) také v srpnovych odbérech, zatimco u dalsich rybniku

napi. BR a RK je tento narust zaznamenan pozdé&ji v podzimnich vzorcich (Obr. 9 a 10).
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Obréazek 8. Abundance metanotrofii I (MOB 1) a II typu (MOB I1) stanovena metodou CARD-FISH.
Byla pouzita sonda M450 pro MOB Il a kombinace dvou sond M84+705 pro MOB |. Boxy maji 75%
a 25% kvartily. Chybové Gsetky predstavuji 10 % a 90% percentily (kvantily). Cara uvniti boxu
predstavuje stfedni hodnotu (median). Body (outliers) jsou hodnoty, které lezi mimo 90% kvantil.
Data pochézi z 33 vzorku.
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MOB 1 maji obecné podstatné niz§i abundance, ale v odbéru z dubnového KV jsou
pomérem k MOB Il vyznamné a svym zastoupenim vétsi o dvé tfetiny (soucet 2 %
DAPI).V dubnovéem PV jsou vV relativnich poctech obé skupiny MOB viceméné na stejné
arovni kolem 0,5 % DAPI. Vyznamné hodnoty dal mély MOB | v srpnovych vzorcich KV a
PT a listopadovém PV. Nejméné byly napocitany metanotrofové v DH, PM a ZB.

Tabulka 6. Ukazuje ke kazdému rybniku primér, minimum a maximum jednotlivych CARD-FISH

sond MOB | a MOB Il prepo¢itané na pocty bunék ml™.

MOB | (M84+705 MOB 11 (M450
Zkratka rybnika ( ) ( )
(10°ml%) (10°ml)
19,3 227,32
BR
(0-57,91) (17,68-544,42)
42,25 271,32
DH
(0-150,69) (108,29-602,77)
124,42 182,87
KV
(0-222,93) (124,41-287,00)
PV 90,37 474,90
(32,6-140,89) (50,74-866,04)
11,41 176,66
PM
(0-45,65) (134,08-216,86)
73,07 367,71
RK
(0-134,14) (45,19-651,56)
15,49 211,61
ZB
(0-0,29) (167,32-0,08)
23,38 488,89
KL
(0-52,71) (61,74 - 1 317,85)
PT 164,04 915,33
(0-468,73) (201,24 - 2 205,80)
31,4 350,49
RD
(0-89,68) (27,20-869,60)
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Obrazek 9. Abundance bakterialnich skupin metanotrofii (MOB) stanovenych metodou CARD-FISH.
Byly pouZity specifické sondy M84+705 (MOB 1) ze skupiny Gammaproteobacteria a M450 (MOB
I1) ze skupiny Alphaproteobacteria (podrobnosti v Tabulce 3). Sloupeckové grafy jsou rozmistény na
ose x dle data odbért vzorku v roce 2017. Data z rybnika: Dehtat, Rod, Podvrazsky, Kvitkovicky,
Potésil.
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Obréazek 10. Abundance bakterialnich skupin metanotrofi (MOB) stanovenych metodou CARD-
FISH. Byly pouzity specifické sondy M84+705 (MOB 1) ze skupiny Gammaproteobacteria a M450
(MOB 1I) ze skupiny Alphaproteobacteria (podrobnosti v Tabulce 3). Sloupeckové grafy jsou
rozmistény na ose x dle data odbérd vzorkd v roce 2017. Data z rybnikl: Klec, Zb&hov, Posméch,
Roubicek, Beranov.
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55 Porovnani Dehtare a Rodu

DH (Dehtar) RD (Rod)
25 - - 25
1 mmmm Abundance bakterii v DAPI [
15 1 15
10 A 10
5 L5
0 Lo
12 - 12
10 A 10
8 8
I Bacteria
6 1 [ Archaea I8
4 4
2 1 L2
= 0 Lo —
— 12 120 %
= B Acl852 £
o 10 Vera6 10 o
= 8 =3 AIf968 8 =
X E Bet42a >
] 6 1 BN Gamd2a r6 2
S 4/ BN CF968 4 5
2 B Planc1-670 2
> 2 + Pirr-633 H2 >
55 50 8
Q 10 10 &
0,8 - EEE R-BT065 L 0,8
[ PnecC-445
0.6 1 N LD28-1017 0,6
B LimAE-1435
0.4 1 [ PnecB-23S-166 0.4
0,2 0,2
0,0 - L 0,0
1,0 - - 1,0
0,8 - [ MOB Il (M450, Alpha) 0,8
Il MOB | (M84+705, Gamma)
0,6 0,6
0,4 0,4
0,0 - L 0,0

Jaro Léto Podzim Jaro Léto Podzim

Obrézek 11. Srovnani abundanci v§ech vybranych bakterialnich skupin stanovenych metodou CARD-
FISH na dvou rybnicich Dehtafi a Rodu. Celkové pocty bun€k byly stanoveny mikroskopicky
S pouzitim fluorescen¢ni barvicky DAPI. Byly pouzity specifické sondy pro jednotlivé skupiny: Eub I-
Il (Bacteria), Arc915 (Archaea), a specifické sondy pro kmeny ziiSe Bacteria: Acl852
(Actinobacteria),  Verd6  (Verrucomicrobia), = ALF968  (Alphaproteobacteria),  Bet42a
(Betaproteobacteriales), Gam42a (Gammaproteobacteria), CF968 (Bacteroidetes), Planc1-670 a Pirr-
633 (Planctomycetes) R-BT065 (Limnohabitans linie LimB, LimC, LimD, LimE), PnecC-445
(Polynucleobacter PnecC), LD28-1017 (Methylopumilus planktonicus), LIimAE-1435 (Limnohabitans
LimA), PnecB-23S-166 (Polynucleobacter PnecB), M84+705 (MOB 1) , M450 (MOB II).
Sloupeckové grafy jsou rozmisténé na ose x dle dat ze tii ro¢nich obdobi v roce 2017.
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Na Obréazku 11. je Dehtat, kde neprobiha faze ¢iré vody, tudiz je monotonni a turbidni, ve
srovnani s dynamickym Rodem, ve kterém faze ¢iré vody probiha na jafe a na podzim. Oba
rybniky byly odebirany v mési¢nich ¢asovych intervalech tzn. ¢astéji nez zbylych 8 rybnika.
(Obr.11a9).

Pfi porovnani grafi celkového poc¢tu bunék DAPI a pocti skupin hybridizovanych
obecnymi sondami Bacteria a Archaea (Obr. 11) je patrné, Ze DH ma po cely rok piiblizné
stejné prokaryot ve vodnim sloupci, zatimco RD ma velké rozdily mezi jednotlivymi ro¢nimi
obdobimi. Na jafe a na podzim probiha v RD faze ¢iré vody, kdy na eliminaci prokaryotnich

organismu vV tomto obdobi mé vyrazny vliv vyskyt velkych perloocek.

Snizeni po¢tl bakteridlnich bunék b&hem jara a podzimu v RD je také patrné na
jednotlivych specifickych skupinach Bacteria. Jsou tu navic rozdily v pomérech jednotlivych
skupin. V RD bylo zachyceno vyraznéji vice bunék jednotlivych bakterialnich skupin pies
Iéto. V tomto obdobi jsou v RD zaznamenany velké hodnoty pro skupiny Actinobacteria,
Bacteroidetes, a Betaproteobacteriales, a také relativné mensi, ale stale vyrazné hodnoty
rovnéz pro Alphaproteobacteria a Verrucomicrobia. Skupina Verrucomicromia se vyskytuje
v obou rybnicich béhem letnich mésica (Obr. 11) v ptipadé DH se jedna o pouze ¢ervenec ve
kterém vidime narist této skupiny, v RD vidime nartst skupiny od ¢ervna do srpna (Obr. 4).
Piekvapenim je také relativné velké (i kdyz v grafu znatelné nejmensi) zastoupeni skupiny
Planctomycetes v letnich mésicich RD. V DH $kala hlavnich pocetné pievazujicich skupin
neni tak pestrd a bylo zachyceno mnohem méné bakterialnich bunék béhem letnich mésict
nez v RD. Tento fakt je vyrazngj$i na Obrazku 4. V Dehtafi si pov§imneme pouze pievahy
skupiny Betaproteobacteriales. Actinobacteria jsou Vv letnich mésicich na minimalnich
hodnotéach, avsak jest¢ patrné. Tady je vyznamny rozdil v porovnani s RD, jelikoz tam

Actinobacteria v 1été pievazuji, zatimco na jafe a na podzim je jich méné (Obr. 4).

Podivame-li se na skupinu Betaproteobacteriales (Obr. 11 — na sloupeckovych grafech
v zelenych odstinech), vidime nékolik zasadnich rozdild. Za prvé DH ma zastoupeni
Polynucleobacter PnecB pomérné stejné pies tfi ro¢ni obdobi, zatimco v RD je na jafe a
podzim této skupiny vyrazné méné a ma maximum béhem letnich mésict. Dalsi rozdil je
patrny u skupiny Methylopumilus planktonicus, kterd u DH za¢ina byt vyrazny na podzim,
zatimco vRD je vyrazny jiz pfes léto a na podzim i na jafe naopak ma tato skupina
zanedbatelné hodnoty. RD kromé toho vykazuje cely rok pifitomnost Limnohabitans LimA,

zatimco v DH ho prakticky nevidime, pouze témét neznatelné na podzim. V tomto obdobi ma
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navic DH podobné zastoupeni skupiny Polynucleobacter PnecC. RBT v obou rybnicich méa

stejny pribéh, nebot’ u 0bou ma veétsi zaznamenané hodnoty na jate a na podzim.

V zastoupeni i pomérech MOB | a MOB |1 se oba rybniky také lisi odlisnym sezénnim
pribéhem. V letnich mésicich je pocetnost MOB II v Rodu (RD) témét dvojnasobné vyssi
v porovnani s Dehtafem (DH) a poukazuje na to, ze v RD byly v tomto obdobi metanotrofové
pravdépodobné mnohem vice aktivni (Obr.11). V DH bylo zachyceno v 1ét¢ také znatelné
vice bunék nez zbyla obdobi, ¢imz je Obrézek 11 s metanotrofy znatelné ovlivnén. DH ma na

rozdil od RD stabilngjsi po¢ty bunék po celou sezonu.

Dehtat a Rod pfi porovnani na zdkladé¢ fyzikalné-chemickych parametri
mnohorozmérnou analyzou dat ukazaly v nékolika parametreh odlisnost — ohledné obsahu
organického uhliku, prihlednosti, vodivosti, rozpusténého fosforu a obsahu chlorofylu
(Obr.12 — b). Vzhledem k procentim vysvétlené variability se od sebe tyto dva rybniky ale
tolik neli$i. Na zakladé bakteridlniho sloZzeni mnohorozmérnd analyza ukézala velké rozdily
mezi DH a RD u né¢kolika skupin bakterii s vysokym procentem vysvétlené variability
(Obr.12 — a).
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Obrazek 12. Vysledky ordinaéni analyzy (RDA) ukazujici odli$nosti mezi rybniky Rod (RD) a Dehtat
(DH). (a) v bakterialnim slozeni (b) v chemickém slozeni. Procenta vysvétlené variability v datech

jsou uvedena u kazdé osy.
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5.6 Porovnani korela¢ni matici a mnohorozmérnou analyzou dat

Korela¢ni analyza ukazala, Ze pocCty bunék detekovanych prokaryot a naméiené
chemicko-fyzikalni a biologické parametry mohou mit souvislost. Korelace byly provedeny
jak pro % DAPI, tak pro pocty bunék, jelikoz nékdy ukaze kazda z téchto dvou informaci

néco jiného. Nejsilngjsi korelaéni koeficienty a detaily jsou v pfiloze Tab. S2.

Dle vysledka korelaci v ptiloze v Tabulce S2 s nariistem heterotrofnich bi¢ikoveu (TGR-
HNF/d) pribyva procentualni zastoupeni a abundance skupiny Alphaproteobacteria (ALF968)
— (korela¢ni koeficient p= 0,596, p<0,001). Vyznamng&jsi jsou ale v rybnicich nalevnici. Cim
vétsi predace od nalevnikl je, tim vice je bakterialnich bunék skupin Actinobacteria (Acl852)
— (p=0,582, p<0,001) a Methylopumilus planktonicus (LD28-1017) — (p=0,471, p = 0,005), a
p =0,007) a Bacteroidetes (CF968) — (p= -0,447, p =0,009) (Tab. S2). Polynucleobacter
PnecB koreloval pozitivné s poc¢tem pikosinic (p = 0,532, p<0,01 — % DAPI PnecB) buiiky
(p=0,667, p<0,001 — pocty bun€k PnecB).

Vychazi pozitivni korelace bakterialnich abundanci a fytoplanktonu, konkrétné sinic
(biomasa Cyanobacteria — Cyano mg/l) a v mensi mife zelenych tas (Volvocales mg/l). To se
tyka hlavné¢ % DAPI Archaea (Arc915) — (Pearson p=0,546, p<0,001) a % DAPI MOB lII
typu (M450) — (Pearson p=0,832, p<0,001). Obdobné vysledky ukazaly prepoCty na pocet
bun¢k MOB Il typu (M450) — (Pearson p=0,768, p<0,001). Se sinicemi korelovaly pocty
bun¢k Verucomicrobia (Ver46) — (Pearson p=0,422, p=0,014) a Alphaproteobacteria
(ALF968) — (Pearson p=0,586, p <0,001). Jeden poddruh Planctomycetes - Pirellula (Pirr-
633) pocetné stoupa se stoupajicim poctem zelenych tas Chlorococcales (Pearson p=0,748,
p<0,001 — % DAPI Pirr-633), (Pearson p=0,623, p<0,001 pocty bun¢k | Pirr-633). Stejny
vysledek je vidét na Chla, kdy relativni pocty Archaea i Bacteria stoupaji s pfibyvajicim
chlorofylem (Pearson p=0,744, p<0,001; p= 0,659, p<0,001 )(Tab. S2). ProkazateIn¢ patrné je
to hlavné také na poCtech Verrucomicrobia, Alphaproteobacteria a MOB Il (Pearson
p=0,573; p=0,557, p=0,804; vSechny p<0,001).

Pozitivni korelace s métitkem zakalu vody (k10 — extinkéni koeficient viz. Tabulka S2)
vychazi u mnoha skupin bakterii — % DAPI Verrucomicrobia (Ver46) — (Pearson p=0,672,
p<0,001), % DAPI Alphaproteobacteria (ALF968) — (Pearson p=0,638, p<0,001), % DAPI
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MOB Il (M450) — (Pearson p=0,661, p<0,001), pocet buné¢k Archaea (Arc915) — (Pearson
p=0,677, p<0,001), pocet bunék Verrucomicrobia (Ver46) — (Pearson p=0,734, p<0,001),
pocet bun¢k Alphaproteobacteria (ALF968) — (Pearson p=0,764, p<0,001), pocet bunék
MOB Il (M450) — (Pearson p=0,766, p<0,001). Stejna kladna korelace vychazi i pro celkove
pocty bunék Bacteria (Eub I-111) — (Pearson p=0,614, p<0,001). Se stoupajici prihlednosti
naopak skupina Bacteria (hybridizovana obecnou sondou Eub I-I11) klesa (Pearson p= -
0,582, p<0,001), detaily Tab.S2.

Byly rovnéz nalezeny pritkazné negativni korelace hloubky eufotické vrstvy, kam dopada
1% (Zeu) zafeni se skupinami Archaea, Bacteria, Verrucomicrobia, Alphaproteobacteria a
MOB 1l (podrobnosti Tab. S2). Cim mensi prihlednost tim vice viech bakterii. Skupina
Bacteriodetes roste s mensi vodivosti danych lokalit. Na druhou stranu s vy$§im KNK 4,5
(kyselinova neutralizaéni kapacita pii hodnot¢ pH 4,5) % DAPI Bacteroidetes klesaji
(Pearson p=-0,693 p<0,001)

Mnohorozmérna analyza porovnala vSechny rybniky na zakladé podobnosti. Vysledek
ordina¢ni analyzy (RDA) ukéazal, Ze podle fyzikdIln¢-chemickych parametri jsou
nejvyraznéjsimi Ciniteli, co je odliSuje vodivost a obsah anorganického uhliku (anorgan. C).
Podvrazsky (PV) se navic lisil vyrazné od ostatnich rybnikd oxidaéni rychlosti metanu
(Obr. 13 a). Pti porovnani rybnikii na zakladé bakterialniho slozeni vyslo v ordina¢ni analyze
(RDA), Ze se od ostatnich rybniki zasadné liSil bakteridlnim sloZzenim ZB a PT.
Charakteristické slozeni mikrobidlnich komunit byly mnohorozmérnou analyzou prokazany
také u rybniky RK,BR a PV (Obr. 13 b).
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Obrazek 13. Vysledky ordina¢ni analyzy (RDA) ukazujici odliSnost mezi rybniky zalozenou (a)
pouze na fyzikalné-chemickych parametrech a (b) na zakladé bakterialniho slozeni. Vysvétlena

variabilita v datech je uvedena u ubou os.
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6 Diskuze

6.1 Charakteristika mikrobialniho spole¢enstva v hypertrofnich vodach

Dtivej§i nazor a teorie ,,v§echno je vSude®, tvrdila, Zze vyssi diverzita mikrobialnich
spoleCenstev je dana pouze tim, ¢im vice odbérd provedeme, protoze tim vice
mikroorganismu zachytime (de Wit a Bouvier, 2006). Teorie pracovala s piedpokladem, Ze
mikrobialni spoleCenstva obecné snadnéji prekondvaji ekosystémové bariéry a proto se
vyskytuji vSude. Ale ukazalo se, Ze i bakterie vyzaduji rizna ekologicka specifika pro dané
prostiedi (Newton et al., 2011b; Pernthaler, 2017; Pernthaler et al., 1998; Salcher, 2014; Van
Der Gucht et al., 2005).

Proto bylo cilem mé prace zjistit konkrétni slozeni mikrobialniho spolecenstva rybnikd,
zda se mezi sebou rybniky li§i a ¢im jsou pifipadné rozdily uréené. Na zaklad¢ literatury
(Newton et al., 2011b; Salcher, 2014) byly vybrany hlavni nejpocetnéjsi skupiny bakterii,
které byly nasledné hybridizovany sondami uvedenymi v Tabulce 3. Seznam sond uvedenych
v Tabulce 3 byl doplnén o dalsi skupiny (Polynucleobacter PnecB, Methylopumilus
planktonicus, Verrucomicrobia, Vodnikaceae, Pirerula), které¢ byly vybrany na zakladé
genovych sekvenci 16S rRNA (ILUMINA sekvenovani nové generace — NGS) provedenych
z totoznych vzorkli rybniki. Tato prace je pravdépodobné prvni, kterd pracovala
v hypertrofnich ekosystémech metodou CARD-FISH s méné vyzkouSenymi sondami Ver46
(Verucomicrobia) a podskupin Planctomycetes — Pirellula (Pirr-663) a nové zavedenou
skupinou Vodnikaceae (Plancl-670). Bakterie byly metodou CARD-FISH postupné
detekovany v 10 rybnicich v n¢kolika jednotlivych odbérech v roce 2017 a 2016.

Pokud je mi znamo, toto je také prvni prace, kterd kvalitativné a kvantitativné analyzuje
dynamiku populaci nejvyznamnéjSich bakterialnich skupin metodou CARD-FISH
v rybnicich. Dosud mala mira zajmu védecké komunity o bliz§i vyzkum hypertrofnich
mélkych nadrzi zpusobila, Ze informace o slozeni mikrobialnich spole¢enstvech v rybnicich
jsou velmi limitované. Nékolik praci uvadi sloZzeni mikrobialnich komunit v hypertrofnich
mélkych jezerech (Llirds et al., 2014; Van Der Gucht et al., 2005), eutrofnich jezerech (Bell et
al., 2018; Kawasaki et al., 2013; Newton et al., 2011b; Xing a Kong, 2007) nebo sedimentu
eutrofnich vod (Bai et al., 2012; Wang et al., 2019). Lze nalézt prace, které se zabyvaji
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bakterialnimi komunitami v ¢istickach odpadnich vod (Daims et al., 2001; Harms et al., 2003;
Wagner a Loy, 2002), které zminuji jelikoz se daji povazovat za podobné vzhledem k mife
trofie. Daims et al. (2001) a Harms et al. (2003) fesi bakterie typu Nitrospira, kterd se
nachazela v aktivovanych kalech a patii mezi bakterie provadéjici nitifikaci. V rybnicich by
mohla byt za turbidniho stavu v nékterych obdobich nitrifikace vyznamna v podobné miie

jako v ¢isti¢kach odpadnich vod.

SloZeni mikrobialnich komunit se v eutrofnich vodach v minulosti studovalo hlavné
pomoci mikrobialnich technik, jako jsou kultiva¢ni metody a molekularni metody (zaloZené
na PCR) — 16S rRNA klonové knihovny, DGGE (De Figueiredo et al., 2007; Van Der Gucht
et al., 2005), kvantitativni PCR (Harms et al., 2003; Qin et al., 2016; Tamaki et al., 2005) a
ILUMINA sekvenovanim nové generace (NGS) (Qin et al., 2016; Wang et al., 2012).

Van Der Gucht et al. (2005) ukazuje na vyzkumu 4 mélkych eutrofnich jezer, ze kazdé
jezero ma svoje vlastni slozeni bakterialnich komunit. V- mych vysledcich jsem nalezla shodu,
protoze nékolik rybnikli ma vyrazna specifika. V mnohorozmérné analyze se na zaklad¢ vSech
bakterialnich skupin ukazaly nejodlisnéjsi ZB a PT. Porovnavanim rybnik na Obrazku 4 a 5
jsem u skupin na urovni fadu vypozorovala, ze velmi specifické jsou proménou bakteridlnich
skupin DH, RD a KL. Kazdy z téchto tii rybnikd se chova na prvni pohled jinak nez zbylych
sedm rybnikd, ale i mezi ostatnimi rybniky muZzeme pozorovat drobné rozdily. Van Der Gucht
et al. (2005) ukazuje klasické slozeni mikrobialnich komunit v hypertrofnich/eutrofnich
vodach napifednich mistech s Betaproteobacteriales, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Alphaproteobacteria, a dale sminoritni pfitomnosti dalSich skupin jako jsou
Gammaproteobacteria a Planctomycetes. To také potvrzuji dalsi studie naptiklad studie Zwart
et al.,( 2002). Nicméné obecnd prevalence hlavnich 4 skupin odpovida nejen mikrobialnimu
slozeni hypertrofnich vod, ale i béznym vodam rizné alkality a trofie (LIliros et al., 2014). De
Figueiredo et al. (2007) detekoval vétsi mnozstvi organismi spadajicich do skupin
Bacteroidetes a Alphaproteobacteria v prostiedi nejvyssiho pH. Actinobacteria byly piitomné
ve vSech vzorcich (De Figueiredo et al., 2007).Ve studii Qin et al. (2016) tykajici se
mikrobidlniho slozeni v rybniku s kapry detekovali sekvenovanim skupinu Proteobacteria
(Alpha-, Beta-, Gamma-proteobacteria), ktera pievazovala, dale zna¢né mnozstvi sinic a opét
skupiny Bacteroidetes a Actinobacteria. Pti snaze o generalizaci je z mych vysledku zjevné,
ze rybniky lze podle ptevahy té které skupiny v danych vzorcich rozdélit do tfi skupin. Prvni
skupina rybnikti s pfevahou Actinobacteria, druha s prevahou Betaproteobacteriales, a tieti

skupina, jez nema vyznamnou pievahu zadné ze skupin bakterii (Obr. 4 a 5). Do prvni
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skupiny by se dalo zaradit hned 6 rybnikli, kde viceméné po celou sezéonu pievazovala
skupina Actinobacteria. Tti z rybniki Ize zatadit do druhé skupiny, kde pievazovala skupina
Betaproteobacteriales. Tieti skupina bez zjevné pievahy by obsahovala pouze jeden rybnik -
KL. U tohoto rybniku neni mozné zadnou ze skupin obecné povazovat za pievazujici. Ve
studii (Van Der Gucht et al, 2005) dominovaly ve dvou mélkych jezerech
Betaproteobacteriales a v jednom Actinobacteria.

Co se tyCe prokaryot ze skupiny Archaea byva jeji abundance v raznych prostiedich
obecné nizs$i nez abundance Bacteria (Bomberg et al., 2008). Nicmén¢ ve vodnim sloupci
sladkovodnich hlubokych jezer mohou dosédhnout abundanci az 37 % (4,1 x 10° bunék ml?t)
mikrobialnich bunék (Auguet and Casamayor, 2008; Urbach et al., 2007). Vysledky ukazaly,
ze ve tfech odebranych vzorcich rybniki jich bylo srovnatelné nebo téméf srovnatelné
s Bacteria, v jednom vzorku (Cervenec DH) jich bylo zachyceno dokonce vice. V jiném
rybniku jsem zachytila vyjime¢né maximum Archaea 9,9 x 10 bunék mlt (srpen PT).

Priimérné dosahovaly 2,6 x 108 bungk mI™ + 1,9.

6.2 Sezonni model distribuce planktonu (PEG-model) v hypertrofnim
prostiredi

Dva typy ekosystéma - hluboké jezero (nebo nédrz) a mélkd Zivinové bohatd nadrz
(rybnik) maji kazdy naprosto odlisny PEG model. Sezonalita je v temperatnich podminkach
dilezitym faktorem ovliviiujici poméry ve sladkych vodach. Odlisné sladkovodni ekosystémy
se chovaji v pribéhu sezony jinak. Rybniky jsou si na trovni hypertrofnich ekosystému
podobné, zatimco v porovnani s hlubokymi dimiktickymi jezery a nadrzemi se zasadné lisi.
Kvili evidentnimu rozdilu byl publikovan revidovany PEG model, ktery uvazuje i jiné
specifické podminky, nez které nastavaji v hlubokych jezerech, napiiklad velké Zivinové

zatizeni (Sommer et al., 2012).

M¢lké hypertrofni nadrze jsou vétSinou po cely rok turbidni a bez vyskytu faze ¢iré vody
(Sommer et al., 2012), zatimco v hlubokych jezerech a nadrzich probéhne faze ¢iré vody
vzdy. V polymiktickych rybnicich se m& zooplankton problém udrZet do letnich mésicu a
jejich pocet vétsinou ke konci jara klesa kviili nasazenému pladku planktivornich ryb, ktery
roste a jejichz potravou se stavaji. Pokud perloo¢ky v rybniku vydrzi, prob&éhne faze ¢iré vody
jako napfiklad v RD (17.4. pocet perloocek — 233,7 individui I, 17.9. pocet perloogek —
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247,1 individui IY). RD je priibéhem faze ¢iré vody specificky a podobny ekosystémiim, kde

faze ¢iré vody probihd pravidelng, na rozdil od vétSiny rybniki, které jsou turbidni.

Rovnéz se da dimikticka hluboka nadrz od mélké polymiktické odlisit niz§im celkovych
poctem bakterialnich bundk. V Rimové, ktery slouZi jako nadrZ na pitnou vodu a je ukazkou
hluboké dimiktické nadrze, jsou buitky b&zné v rozmezi 1-7 x 10° bunék ml?* (Simek et al.,
2014), zatimco v piipadé hypertrofnich rybnikii miize jit az 0 20 x 10° bunék ml? - jako je to
v piipadé RD; a 15 x 106 bunék ml* - v piipadé DH.

V jezerech pievazuji ve velké mife heterotrofni bi¢ikovei, zatimco v rybnicich jsou to
nalevnici. Heterotrofni bi¢ikovci dosahuji naptiklad v Rimové béhem jarniho kvétu v maxima
az 7 x 10% individui ml? (Simek et al., 2014). Podty heterotrofnich bi¢ikovcit mohou zasadné
meénit mikrobialni komunity a proto jim byla také vénovana v piedchozich studiich zna¢na
pozornost (Jiirgens a Stolpe, 1995; Nakano et al., 1998; Simek et al., 2001a, 2013). Ovsem
Vv rybnicich Ulohu heterotrofnich bi¢ikovcl piebiraji primarné nalevnici (Carrias et al., 1996;
Pace and Orcutt, 1981; Simek et al., 2019; Zingel et al., 2007). Role nalevnikli obecné roste
s trofickym gradientem (Beaver and Crisman, 1989; Nakano et al., 1998; Simek et al., 2000,
2019). Spolecenstva nalevnikii poté ovliviiuji vyrazné bakterialni komunity (Simek et al.,

2019).

Pro bakterie jsou hlavnimi limitujicimi faktory predac¢ni tlak od téchto prvoku (Nakano et
al., 1998) a velkych perlooc¢ek (Jurgens, 2002), a rovné€Zz dostupnost/nedostupnost zivin
v zavislosti na ro¢nich obdobich (Ptacnik et al., 2010). Tyto faktory se podileji na velikosti a
rozmanitosti spolecenstev bakterii (Beaver a Crisman, 1989; Carrias et al., 1996; Nakano et
al., 1998:; Pace a Orcutt, 1981; Posch et al., 2015; Salcher et al., 2007; Simek et al., 2000,
2001b, 2005, 2019; Zingel et al.,, 2007). Trend nartstu diverzity bakterioplanktonu
proménlivé pies sezonu v hypertrofnich rybnicich byl zdokumentovan v Ptacnik a Moorthi,
(2010). Autofi se zajimali primarné o to, jak se slozeni bakterialni komunity ménilo dle
revidovaného PEG-modelu, ktery uvazuje podminky rozsahle eutrofizovanych vod zptisobené
zvySenym mnozstvim Zivin. Studie nastifiuje vhodné&jsi podminky v hypertrofnich rybnicich

pro riznorod¢é mikroby diky dostupnosti rozmanitého substratu.

Rybniky jsou dle mych vysledkti unikatni ve slozeni bakterioplantonu. Jsou skupiny
bakterii, jako napf. Archaea a metanotrofové, které nejsou v dimiktickych jezernich
ekosystémech vyznamné, ale v rybnicich se dostavaji do poptedi, protoze pro né predstavuje

zivinové bohaty a Casto vifeny sediment vitanou expanzi jejich habitatu (Yang et al., 2019).
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Hustoty mikrobialnich komunit a slozeni se béhem sezony méni. V Rakouském horském
jezete Gossenkollesee byly Archaea pozorovany, Ze tvoti maxima v zaii a listopadu (kratce
ptedtim nez se vytvoii pokryv ledu). Minima byla zaznamenéna v €ervenci, srpnu a lednu
(Pernthaler et al., 1998). Ve vysledcich této prace byly maxima Archaea zaznamenana
v srpnu (v 3 rybnicich) a v ¢ervenci (v 2 rybnicich — RD, DH). | v dalSich odbérech vSech
rybnik tvofi Archaea svym zastoupenim velké abundace pomérem k Bacteria. Kromé
Archaea jsou piekvapivé unikatni svym vétS§im vyskytem a zastoupenim Polynucleobacter
PnecB. Vyskyt této podskupiny Betaproteobacteriales nebyl v mife, v jaké jsem ho
pozorovala ja dosud zaznamenany V jinych pracich. Jelikoz zatimco v jezefe Mondsee tato
skupina (zahrnujici dnes dva druhy) tvofila maximalné 0,171 x 108 bun&k ** nebo 6,4 % ze
vSech bunék obarvenych DAPI (Wu a Hahn, 2006), v rybnicich byla maxima 2,1 x 10° bunék
1 (ZB, 10.4. 2017) a 11,8% (RD, 24.10.2016). To je pravdépodobné zpiisobeno faktem, ze
dosud byly v hypetrofnich vodach piehlizeny a tudiz neexistuji publikované prace, které by se
zamétily podrobnéji na vyzkum Polynucleobacter PnecB v hypertrofnich vodach, kde se dle

mych vysledkl ukazal vyznamnym.

Vybér rybnikt v této praci byl ptivodné uzpusoben k teoretickému rozdéleni rybnikt do
dvou kategorii, jejichz rozdéleni se prakticky nepotvrdilo — rybniky, v nichz probéhne faze
¢iré vody, a rybniky s turbidnim stavem. Vybér se fidil primarné slozenim rybi obsadky. Pti
tomto vybéru piedstavuje RD modelovy rybnik pro fazi ¢iré vody a pro turbidni stav DH. U
nich byl rozdil pravdépodobny a splnil o¢ekavani. Realna obsadka dalSich rybnikii byla u
nékterych z nich ve skute¢nosti odli$na od planované (uvedené v Tabulce 1). Proto téméf
vSechny vybrané rybniky byly husté obsazeny planktivornimi rybami a v zavéru jsou si velmi
podobné. VSechny rybniky jsou zZivinové bohaté s velkym mnozstvim organiky (DOC) a byl

na nich po vétsinu sezony ptitomen vodni kvét.

6.2.1 Odlisnosti mezi rybniky Rodem a Dehtaiem

Rozdily ve slozeni a dynamice bakteridlni spoleCenstev dvou ruznych rybni¢nich
ckosystému byly testovany mezi Rodem s fazi ¢iré vody a turbidnim Dehtafem. Rod se
vyrazné liSil v rybi obsadce a pfitomnosti, mnozstvi a velikosti zooplanktonu, jejichz vlivem
je potlacen rozvoj fytoplanktonu a tudiz probiha faze ¢iré vody, zatimco v Dehtafi tomu tak

neni.
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Caste¢né odlisnosti mohou byt dany tim, Ze kazdy ztéchto dvou rybnikd je v jiné
rybni¢ni soustavé. Rybniky v Tieboniské rybnicni soustavé jsou charakteristické vice
huminovymi zdroji DOC a mensi vodivosti v porovnani s Ceskobudgjovickem (DH) s vyssi
vodivosti. Bacteriodetes dosahovaly vysSich hodnot na Ttebonsku (RD). Vysla negativni
korelace skupiny Bacteriodetes (Tab. S2), ktera fika, ze je jich tim vice, ¢im mensi je

vodivost. To od sebe pritkazné odliSuje rybniky na zakladé vodivosti (Obr. 12 — b)

Podle nasich vysledku se faze Ciré vody objevuje v Rodu nejen na jafe, ale i na podzim a
hraje pfi srovnavani s DH zasadni roli v obou téchto ro¢nich obdobich. Béhem nich se v RD
podileji velké perloocky na vyznamné redukci veskerého bakterioplanktonu. Probiha velkou
¢ast roku faze ¢iré vody. Diikazem je pritkazné vyssi prithlednost RD oproti DH (Obr. 12 — b).
V grafech pocet bunék bakterii V RD pii fazich ¢iré vody vyrazné klesa (Obr. 4 a 11), coz
podporuje predpoklad uvedeny v Sommer et al. (2012).

V DH ve srovnani s RD béhem 1éta pocetné klesla skupina Actinobacteria a po celou
sezénu byla podobné vyznamna skupina Betaproteobacteriales, zatimco v Rodu byly naopak
velké abundance Actinobacteria (Obr. 4). V obou ro¢nich obdobich, kdy probiha faze ¢iré
vody, podle mych vysledki rapidné klesaji v RD pocty bakterii, zatimco v DH pietrvava
podobny stav po celou sezonu a byly zaznamenany viceméné podobné hodnoty celkového
poctu bakterii i jejich zastoupeni (Obr. 4). Pokud perlooc¢ky vse vcetné bakterii odfiltruji,
zustanou pouze rezistentni nejmensi typy bakterii (Corno et al., 2008). Tento jev je vidét na
Obréazku 4, kdy v RD pievazuji Actinobacteria znateln¢ po fazi ¢iré vody, zatimco v DH jsou
v malém zastoupeni a jsou zde ve stejné mife anebo v naprostém minimu na rozdil od jinych
skupin bakterii. Maly pocet Actinobacteria v DH znaci, Ze je tato skupina potlacovana
pravdépodobné svymi konkurenty (Salcher, 2014). Vyzkum na oligomezotrofnim alpinském
jezete v Salcher et al. (2010) ukazoval maxima Actinobacteria na jafe ve spojeni
S heterotrofnimi bi¢ikovci a dale pfi podzimnim vodnim kvétu. Dalsi odli§nosti v téchto dvou
rybnicich je vyskyt Alphaproteobacteria. V. RD byla zachycena tato skupina pies léto
v relativné velkych abundancich (Servenec — 805 x 10° bunék ml?, srpen — 1 706 x 10° buné&k
ml-1) zatimco v DH byla zachycena vyznamnéji na jafe a na podzim a pouze v rozmezi 507-
798 x 103 bunék ml? (Obr. 4).

Nicméné pies velké odliSnosti DH i RD, je mezi nimi na prvni pohled patrnd shoda
ohledné skupiny Verrucomicrombia, kterd se objevuje béhem letnich mésict, jak je patrné na

Obrézku 4 a 11. V jarnich a podzimnich mésicich nebyl zaznamenan znatelny vyskyt této
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skupiny ani v jednom z téchto dvou rybnikt. Jejich spojeni s letnimi vodnimi kvéty je
popsano Vv Eiler and Bertilsson (2004). Podobna pfitomnost Verrucomicrobia byla pozorovana
v nadrzich Tous a Amadorio ve Spanélsku (Cabello-Yeves et al., 2017). Na druhou stranu
Verrucomicrobia byly detekovany ve vsech ro¢nich obdobich a pomoci FISH v huminovém
jezete ve studii Arnds et al. (2010). Procentualni zastoupeni se liily se v zavislosti na vice ¢i
mén¢ huminovém podlozi v riiznych mistech jezera a také béhem ro¢nich obdobi, avsak byly
stabilni v prokysli¢enych, sezonné anoxickych vodach. Definice sezonné anoxickych vod se
da vztadhnout na rybniky. V De Figueiredo et al. (2007) méla skupina Verrucomicrobia zase

spojeni s oligotrofnimi nadrzemi a nizkym pH.
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6.3 Chovani jednotlivych skupin bakterioplanktonu v hypertrofnim
prostiedi

Je znamo, ze urcité bakterie umi celit vysokému predacnimu tlaku (Hahn et al., 1999).
Strategie, které jim to umoziiuji jsou naptiklad morfologické adaptace diky kterym uniknou
rozmanitym predatorim — to zahrnuje jejich morfologické zmény smérem k men$im nebo
vétsim velikostem bun€k, formaci agregatl a mikrokolonii (Jirgens a Matz, 2002; Salcher et
al., 2005).

V rybnicich je mozné pozorovat sezoénni distribuci linie Actinobacteria Acl (Obr. 4 a 5),
jako je zminéno v Salcher, (2014). Tato skupina ma opakujici se sezonni vzorec chovani
S populacnim maximem na jafe nebo na podzim. Jarni maximum se vyskytuje kratce po
vymizeni vodniho kvétu fytoplanktonu (Allgaier a Grossart, 2006; Salcher et al., 2010).
Actinobacteria jsou obecné znami specialisté na obranu. Maji specialni adaptace na zvySeny
predacni tlak, naptiklad to, ze jsou velmi malé (Salcher, 2014). | pokud jsou heterotrofnimi
bi¢ikovci sezrany, nemusi byt straveny, jelikoz maji odolnou gram-pozitivni bunécnou sténu
(Tarao et al., 2009). Kromé¢ toho profituji ze zdroju uhliki, které jsou uvolnovany od jejich
nerezistentnich kompetitorti (Beier a Bertilsson, 2011; Eckert et al., 2013). Jejich narist je
diky tomu mozné spojit s velkym preda¢nim tlakem. V navaznosti na fakt, ze v rybnicich hraji
dilezitgjsi roli nalevnici (Simek et al, 2019), moje data ukéazaly pozitivni korelaci
Actinobacteria (Acl852) s predaci néalevniky (Grazing-CIL) — p = 0,582 (p<0,001); detaily v
piiloze Tabulka S2. Cim je tento tlak vétsi, tim vice je procentualniho zastoupeni skupiny
Actinobacteria Acl, podobné jako v Hahn et al.( 1999).

Nékteré bakterie pouzivaji jako G¢innou strategii proti bi¢ikoveim tvar a velikost jejich
téla (naptiklad podobu vlaken) (Pernthaler, 2005). Tuto vlastnost maji zejména néktefi
zastupci ze skupiny Proteobacteria a Bacteroidetes (Salcher, 2014). Diky tomuto zvyhodnéni
néktefi zastupci profituji v dobé nejvétsi predace heterotrofnimi bi¢ikovei a nélevniky
podobné jako Actinobacteria (Eckert et al., 2012; Jurgens and Stolpe, 1995). Mohou i pfimo
profitovat z recyklovaného materialu uvolfiovaného jinymi mikroby a z exudatd fas (napf.
karbohydraty) (Schauer et al., 2006). Bacteroidetes jsou podle literatury vyznamni zastupci
béhem vodnich kvéti, a zastupci mohou byt specializovani na rozdilné exudaty (Newton et
al., 2011b). Ve studii Salcher et al. (2010) z alpinského oligomezotrofniho jezera zastupci
Bacteroidetes preferovali anoxické zony hypolimnia. To mize byt dalsim vysvétlenim jejich

spojeni s vodnimi kvéty pravé kvuli anoxii, jez v takovych podminkach vznikd (Reynolds,
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2006). U tiech rybnikd byly zaznamenané zvy$ené poCty Bacteroidetes béhem letnich kvéta,
jedna se o rybniky RD, KL a PT. Jedna se pravé o rybniky ve stejné rybni¢ni soustavé —
tiebonské. Jejich zvysSeny vyskyt je pravdépodobné spojen stim, ze se jedna o odliSnou
rybni¢ni soustavu a neda spojovat pouze se samotnym vyskytem vodniho kvétu, coz
podporuje i fakt, ze u dalsich 7 rybnik neni mozné prokazat vyrazné vyssi vyskyt spole¢né s
vodnimi kvéty. Bacteroidetes se v nich vyskytovali v malych nepatrnych mnozstvich anebo
v odbérech mimo sezonu vodniho kvétu. Ve zminénych rybnicich se ale Bacteroidetes
vyskytovaly ptes 1éto (s vyjimkou KL, tam byl stabilni pocet Bacteroidetes vSechny 3 odbéry
vsezon€¢) a ve zbylych ro¢nich obdobich razantné méné, anecbo vitbec. Vzhledem
k vysledkim korelaci (Tab. S2) je jednim vysvétlenim, které se nabizi u tfebonskych rybnika
mensi vodivost. Ta jim pravdépodobné vyhovuje, zatimco na Ceskobudg&jovicku jejich vyssi

vyskyt (jarni KV, jarni PV) ovliviji jiné faktory.

Skupina Alphaproteobacteria piedstavuje ve vysledcich v n¢kolika mélo odbérech jednu
z vyraznéjSich skupin. Sonda, kterd byla pouzita pro detekci zahrnuje nckolik ekologicky
odlisnych typt. Zachycuje rychle rostouci oportunisty, zarovenn drobné Alphaproteobacteria
napiiklad linii LD12 a metanotrofy. Metanotrofové ze skupiny Alphaproteobacteria byly
detekovany ale posléze i specifickou sondou ur¢enou pouze pro né. Vysledky ukézaly
korelaci (p = 0,645, p<0,001; detaily v piiloze Tab. S2) heterotrofnich bi¢ikovca s % DAPI
Alphaproteobacteria. Kvantitativni prace zalozené na FISH shodné ukazaly, ze
Alphaproteobacteria alespon na trovni tiidy jsou rezistentni k predaci (Jurgens, 2002; Salcher
et al, 2005; Simek et al, 1999). TakZe jejich abundance jako disledek predace
heterotrofnimi bic¢ikovei mohou stoupat (Comte et al., 2006; Langenheder a Jirgens, 2001).
Podskupina drobnych Alphaproteobacteria LD12 podle Salcher et al. (2011 a 2014) mivaji
maxima Vv 1été, pokud neni pfili§ vyrazna biomasa fytoplanktonu a zaroven jsou dostupné
ziviny. LD12 muze tvofit v mych vzorcich vyrazngjsi ¢ast zachycenych Alphaproteobacteria,
protoze jsou b&znymi zastupci sladkych vod (Heinrich et al., 2013). LD12 ptijimaji G¢inné
aminokyseliny pfi nizkych zdrojich, takze svym zivotnim stylem by se daly pfirovnat
k mikrobu, které jsou adaptovany rovnéz na oligotrofni podminky (Salcher et al., 2011).
Zrovna jejich vyskyt ale podle literarnich zdroji neni pravdépodobné paralelni s vyskytem
heterotrofnich bi¢ikovcti (Newton et al., 2011b; Salcher, 2014).

Trida Gammaproteobacteria je bé&znou skupinou vyskytujici se ve sladkych vodach
v malych abundancich (Newton et al., 2011a). Vyssi zastoupeni Gammaproteobacteria bylo

zaznamenano V odbornych ¢lancich vétsinou pouze kdyz byla celkova biomasa fytoplanktonu
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niz$i (Newton et al., 2011a; Peura et al., 2012). Tento jev indikuje, Ze jejich rist je spoustén
recyklovanymi nebo alochtonnimi zdroji rozpusténého organického uhliku (DOC) (Newton et
al., 2011b). V mych vysledcich se vyskytuji v ptipadech vSech rybnik v malych nebo
Z4dnych mnozstvich s dvéma nejvétsimi maximy okolo 0,2 x 10° bunék ml* (Cervencovy RD
a srpnovy KV) a také okolo 0,1 x 10® bunék ml* (v srpnovém RD a listopadovém BR), s
primérnou hodnotou 0,04 x 108 bungk ml™. Cervencovy RD a srpnovy KV v némz ma tato
skupina maxima, mé v tomto obdobi vodni kvét fytoplanktonu, a naopak ve fazi ¢iré vody
nebyly zaznamenany. RD napiiklad mél nulovou hodnotu Gamaproteobacteria v kvétnu a

pouze 9 x 10° bun&k ml? v zaii (0,009 x 108 bungk ml?), kdy probihala faze ¢iré vody.

Velmi zajimavou skupinu tvofi tzv. oportunistické bakterie (neboli konkurenéni
specialisté), coz jsou ve vétsing piipadl ruzni zastupci vétsi skupiny Betaproteobacteriales.
Mnoho zastupct Betaproteobacteriales jsou oblibenou potravou heterotrofnich bi¢ikovci
(Hahn et al., 2012). Negativni korelace této skupiny s heterotrofnimi bi¢ikovci byla
zaznamenana napiiklad ve vyzkumu oligomezotrofniho alpinského jezera Piburger See v
Salcher et al (2010). Podle mych vysledki v rybnicich jsou oblibenou potravou nalevnikt a
potvrzuje to negativni korelace Betaproteobacteriales (Beta42a) s predaci nalevniky
(Grazing-CIL) — p =- 0,453 (p = 0,007); detaily v ptiloze Tabulka S2. Jinak obecné v mych
vzorcich byla tato skupina jednou z vyraznéjsich a proto jsem se také zaméfila na specifické

podskupiny.

Limnohabitans spp. jsou druhy spadajici pod Betaproteobacteriales a maji v temperatnich
podminkach ro¢ni opakované objevujici se maxima béhem jarniho maxima fytoplanktonu
(Eckert et al., 2012; Simek et al., 2008). To je vidét na mych vysledcich, nejvyraznéji pfi
pohledu skupinu RBT, kdy je znatelny narGst na jafe, ale také na podzim (Obr. 6 a 7).
Limnohabitans jsou asi nejznaméjsi oportunistické bakterie. O oportunistickych bakteriich
s vysokymi rychlost ristu je také znamo, ze dosahuji vysokych koncentraci i kdyz jsou

zaroven rapidné odezirany (Salcher et al., 2007).

Ve vzorcich byl zji§tovan Limnohabitans LimA. Limnohabitans LimA ma rozdilné
preference a tak neni pfili§ ofekavan v eutrofnich rybnicich (Shabarova et al., 2017).
Preferuje na rozdil od ostatnich druhii Limnohabitans allochtonni organické latky (Shabarova
et al.,, 2017). Typickym stanovi§tém jsou pruto¢né tiné/prehrady (Shabarova et al., 2017).
Proto také v pracich z hypetrofniho prostfedi na néj nebyla zaméfena pozornost. Ja jsem na

néj ale pozornost zaméfila a zajimal mé jeho vyskyt. Pfredpokladem bylo, Ze skupina nebude
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majoritni, ale spiSe minoritni. To se také potvrdilo. V mych vzorcich se vyskytoval
Limnohabitans LimA v rozmezich 0-120 x 10% bunék ml?; (primér 38 x 10° bungk ml?,
SD = 67) (detaily Tab. 5). Ma n¢kolik zajimavych maxim v dubnovém odbéru PT, srpnovém
RK a BR, v listopadovém PV, RK a BR (Obr. 6 a 7). Ve studii Shabarova et al. (2017) byl
pozorovan v rozmezi 0-1480 x 10% bunék ml™. Vyskyt v Rimové a jezefe Zurich byl vyrazné
mensiho rozsahu — v Rimové v rozmezi 0-110 x 103bunék ml™ a v jezefe Zurich v rozmezi 0-

360 x 10° bungk ml* (Shabarova et al., 2017).

Polynucleobacter PnecC patii mezi drobné bakterie, které se vyskytuji bézné ve vodnim
sloupci sladkovodnich habitatd (Wu and Hahn, 2006). Nékteti zastupci Polynucleobacter
PnecC se relativné pomalu mnozi, jsou vice pasivni a s oblibou spéasany heterotrofnimi
bic¢ikovci (Newton et al., 2011b). To, ze jsou atraktivni jako potrava pro heterotrofni
bi¢ikovce maji podobné s Polynucleobacter PnecB (Hahn et al., 2012). Podle vysledku této
prace nema vyskyt Polynucleobacter PnecC spojeni s vodnimi kvéty, zda se byt spiSe
nahodny a zcela urcité zavisly na specifickych a mné neznamych faktorech. | v literatuie neni
spojovan s vodnimi kvéty a pravdépodobné vibec nevyuziva exudaty z dalSich mikrobii
(Hahn et al., 2012). VV mych vysledcich (Obr. 6 a 7) se objevoval v 1été a na podzim nékterych
rybniki — srpnovy PT, BR a ZB, listopadovy PV. Jeho vyskyt byl vyznamny ale i
vV dubnovém odbéru ZB. Studie (Jezbera et al., 2011) zkoumala tento taxon podrobné a
zjistila, ze ekologicky je velmi variabilni a jeho niky velmi rozriznéné. Jeho preferenci miuze
byt rozdilné pH, vodivost, rozpustény organicky uhlik (DOC) i koncentrace kysliku ve vod¢
(Jezbera et al., 2011).

Hahn a jeho kolegové zkoumali populace Polynucleobacter velmi podrobné ve
sladkovodnim rybniku (Hahn et al., 2005). Dosli k zavéru, ze populace Polynucleobacter
mély extrémné nizkou vnitrodruhovou diverzitou a nerovnomérn¢ dominovali v komunité
bakterioplanktou na zkoumaném stanovisti (Hahn et al., 2005). Tato nizka vnitrodruhova
diverzita je v silném Kkontrastu s vysokymi vnitrodruhovymi diverzitami v populacich
moiskych bakterii (Hahn et al., 2016). Co se tye poznatku studie, je mozné se ztotoznit
s vyrokem, ze klastr Polynucleobacter nerovnomérné dominoval ve sladkovodni komunité
skupiny Betaproteobacteriales (to se tyka hlavné Polynucleobacter PnecB). Druh bakterii
Polynucleobacter PnecB dosahoval tctyhodnych zastoupeni (primér = 418 x 10% bunék ml?,
SD=383) (Obr. 6 a 7) ve vsech odbérech, i v téch, kde bylo celkove zjisténo malo vSech

bakterialnich bunék ve vodnim sloupci.

50



Podskupina Methylopumilus (Methylophilaceae - Betaproteobacteriales) je svou Zivotni
strategii potravni specialista (metylotrof). Zastupci této skupiny se vyskytuji v hypolimniu,
kde jsou zdroje jednouhlikatych latek (metylaminy, metanol...) (Salcher et al., 2015).
Vétsinou jsou tedy detekovany az za zonou primarnich producentt, spiSe v sedimentu a jen
ojedinéle ve vodnim sloupci (Salcher et al., 2011a). V rybnicich je situace jina, jelikoz se
jedna o polymiktické nadrze, které jsou neustale promichavany. V Tabulce S2 je patrnd ne
piili§ silnd pozitivni korelace predace nalevniki (Grazing-CIL) s Methylopumilus
planktonicus (LD28) — (p =0,471, p <0,01). M. planktonicus se zda byt z mych vysledkt
obecné pocetnéjsi na prelomu léta a podzimu, nebo na podzim. Stejné tak literatura tika, ze je
pro n€ nejvhodnéjsi podzim (ale 1 zima), kdy dosahuji svych maxim, protoze vyuzivaji zdroji
objevujicich se vtéchto obdobich diky lepSimu promichavani. Krom¢ toho jsou dobie
adaptovany na chlad (Eiler et al., 2012). Podzimni maxima obvykle poukazuji na to, Ze je
ptitomen listovy opad, protoze M. planktonicus obecné preferuje pro sviij rist rozkladajici se
biomasu obsahujici hodné pektinu a ligninu (Halsey et al., 2012; Salcher et al., 2015). V mych
vysledcich neni mozné spojit vyskyt M. planktonicus s rozkladem listovém opadu.
V podzimnich odbérech je sice vyskyt M. planktonicus kolem 0,2 x 10 bun&k ml* v n&kolika
rybnicich, ale vyznamné&j$i drtivou pfevahu maji letni srpnové odbéry BR (1,3 x 10° buné&k
mlt), RK (1 x 10° bun&k ml?) a KV (0,5 x 108 bunék ml?) (konkrétné konec srpna - Obr. 6 a
7). Listovy opad na vét$in€ rybniki neni vyznamny (az na RD a RK) v takové mife, aby
spoleCenstva vyznamné ovliviioval. Podle vzhledu lokality DH, ktera je rozlehla a kde opad
nehraje prakticky zadnou roli, pfesto dosahuje M. planktonicus relativné vysoké hodnoty 5 x
10° bunék ml. Naopak vime, Ze listovy opad je v podzimnich mésicich vyznamny u lesniho
rybniku RK, kde je kolem spoustu topoli a to by se mélo projevil také na odbéru, kde Zadny
vyznamny narlst patrny neni. Vysledek mohlo ale ovlivnit, Ze pfi tomto konkrétnim odbéru,
Slo o Cerstvé napustény RK. Rovnéz na rybniku RD je mohutny podzimni listovy opad a
ptitom neni v podzimnim vzorku M. planktonicus v prakticky zadném zastoupeni. Protoze
spojeni s listovym opadem zd& se byt velmi sporné, hledala jsem jiné mozné vysvétleni
vysokého nardstu této skupiny metylotrofnich bakterii. Pfisla jsem na to, Ze narGst je
pravdépodobné vysledkem odumielé biomasy vodniho kvétu. Jednouhlikaté latky mohou byt
uvoliovany primarnimi producenty anebo mohou byt vysledkem bakterialniho rozkladu
karbohydrata z fas (Milne et al., 1995; Sieburth and Keller, 1989). V rybnicich BR, RK a KV
ve kterych M. planktonicus dosahoval velkych abundanci se ve stejné dobé vyskytoval vodni

kvét sinice Microcystis aeruginosa. Podle Mou et al., ( 2013) jsou metylotrofni bakterie rodu
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M. planktonicus zainteresované v rozkladu toxinu microcystinu, ktery je uvoliiovany témito
sinicemi tvorici vodni kvéty. To je s nejvétsi pravdépodobnosti také pii¢inou velkych maxim
M. planktonicus Vvtéchto odbérech spoleéné v kombinaci s vhodnymi podminkami
zaCinajiciho podzimu. Narist je u vétSiny rybnikt pravdépodobné spojeny az s odumiranim
vodniho kvétu, jelikoz v letnich odbérech se narlisty neobjevuji i pfes pfitomny vodni kvét
Microcystis aeruginosa. Ovsem RD ma relativné velké hodnoty M. planktonicus (0,4 x 108
bun&k ml?) v Cervencovém odbéru, kdy zrovna byl ptitomny vodni kvét Dolichospermum sp.

a Microcystis aeruginosa pouze v krajnich v hodnotéach.

6.4 Oxidace metanu

Rybniky jsou potencionalni vyznamny zdroj metanu. Tato mySlenka pochazi
z predpokladu, ze producenty metanu (metanogeny) bude zvyhodniovat mohutny sediment a
v ném vyskytujici se anoxie (Hanson a Hanson, 1996). Metan, nasledné uvoliovany ze
sedimentu, pak mize byt pfimo ve vodnim sloupci odbouravan (oxidovan) metanotrofy, a tim
se tak mohou snizovat jeho emise do atmosféry. Metanotrofové jsou béznou soucasti
eutrofnich ekosystémt a dle (Yang et al, 2019) hraji velmi dileZitou roli pravé
v hypertrofnich ekosystémech. Eutrofizace vede k velké nabidce substratd pravé pro
metanotrofy, kdy krom¢ uhliku ve form¢ metanu se mohou ve vodé vyskytovat i v dalsich
forméch, uvolnovanymi fytoplanktonem, nebo mohou byt vysledkem bakterialniho rozkladu
uhlohydratu fas (Milne et al., 1995; Sieburth a Keller). Metanotrofové tak mohou vykazovat
vyssi aktivitu (tj. oxidaci metanu) za situace, kdy je pro né metan snadno dostupny, na coz
patrné poukazuje zjiSténa pozitivni korelace s vodnim kvétem (Cyano mg/l): p= 0,794,
p<0,001 (podrobnosti v ptiloze Tab. S2). Svou roli zde samoziejm¢ hraje vedle vodnich kvéta

i mira trofie, ktera je s vyskytem vodniho kvé&tu izce spojena.

Velkéa abundance metanotrofti byla zaznamenana v obou jezerech ze studie Yang et
al., (2019), kde jedno m¢lké jezero bylo eutrofni a druhé mezotrofni. V obou byly nalezeny
skupiny I. a Il. typu metanotrofti, ale v eutrofnim jezefe byla pfevaha metanotrofu II typu
(MOB 1), jez se fadi do skupiny Alphaproteobacteria. Metanotrofové 1. a Il. typu se lisi
v ekologické strategii, kdy metanotrofové Il. typu (Alphaproteobacteria) jsou K-stratégové,
zatimco Gammaproteobacteria (typ 1) jsou r-stratégové, tedy specialisté, kteti uptednostiiuji

podminky pii kterych se ve vodnim sloupci vyskytuje nizs$i koncentrace metanu, coz je jejich
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strategickou vyhodou oproti MOB Il (Madigan a Brock, 2012). Tato fakta opisuje i situace
zjisténa v mych vzorcich, jelikoz K-stratégové s dlouhou Zivotnosti a pomalym ristem jsou
zastoupeny vice nez ty, které odpovidaji na konkrétni vykyvy, rychle narostou a pietrvaji
pouze kratkou dobu (Knief, 2015). Abundance metanotrofi II. typu se kromé toho podle

mych vysledki zvétsuje s tim, jak postupuje sezona.

6.5 Metodické problémy

Pouziti metody CARD-FISH mé& své vyhody ale také své nevyhody a problémy, se
kterymi se miizeme potykat pii jejim pouzitim (Bouvier a Del Giorgio, 2003). Nejbéznéj$im
problémem je netiplné pokryti obecnych skupin bakterii sondou pro n€ urcenou, a naopak Sirsi
rozsah sond, jak obecnych tak vice specifickych nez je rozsah bakterialni skupiny, pro kterou
je pouzita. Specifické sondy se vlivem $ir§iho rozsahu mohou piekryvat. Tento fakt mize ve
vysledcich psobit uréité nesrovnalosti. Uzké zaméfeni sond miize byt zase divodem

zachyceni mensiho poctu bunék, nez jaky bychom ocekavali.

Podle literatury (Bouvier a Del Giorgio, 2003; DelLong et al., 1989; Moter a Gdbel, 2000)
soucet domén Bacteria (hybridizovanou sondou Eub I-111) a Archaea (hybridizovanou sondou
Arc915) by se mél blizit 100 %. Piesto vysledky nekterych praci tomuto presvédceni Gplné
neodpovidaji jako napiiklad v Coci et al. (2015), Pernthaler et al. (2002b) a Wilhartitz et al.
(2007). Bacteria byvaji ve studiich zachycovany metodou FISH v §irokém rozmezi 1 % -
100 % celkového DAPI (Allgaier a Grossart, 2006; Bouvier a Del Giorgio, 2003).

Zésadou je rovnéz, ze relativni hodnoty obecné skupiny Bacteria (hybridizovanou sondou
Eub I-111) pfedstavujici doménu, by mé&l byt vzdy vyssi nez skupin hybridizovanych sondami
detekujici na urovni kmenu (napf. soucet Betd2a, Verd6, ALF068 a CF968) jako napiiklad ve
vysledcich Simek et al. (2014). Stejné tak hodnoty konkrétnich klastri (naptiklad klastr RBT
hybridizovany sondou R-BT065), by mé&l tvofit pouze n&jaké procento vétsi skupiny
Betaproteobacteriales (Simek et al., 2014), a soucet viech detekovanych nejbézngjsich klastr

by se mél pro uplnost a dislednost blizit opét hodnotam 100 % celku Betaproteobacteriales.

V kulturach existuje jasné spojeni rychlosti ristu bunék a jejich kondice vzhledem
k naslednému obsahu rRNA, které mize byt poté zachyceno oligonukleotidovou sondou a
proto mohou byt zachycené pocty nekdy nizSi v zavislosti na prostfedi ve kterém jsou

druhové totozné organismy detekovany (DeLong et al., 1989; Moter a Gobel, 2000). Spojitost
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detekce pomoci fluorescencni in situ hybridizace s bakterialni aktivitou, poukazuje na to, Ze
mohou byt bakterie zachycovany sondami pro né urCenymi odlisné v ekosystémech
srozdilnou trofii a slozenim komunit, vzhledem k aktivité/neaktivit¢ bunc¢k (Karner a
Fuhrman, 1997). Ve studii Bouvier a Del Giorgio (2003) vychazel opakované maly pocet
hybridizovanych bunék sondou Eub I-111 v sedimentech sladkovodnich ekosystémui v rozsahu
0-49% a 50% pak ve sladkych vodach. Mym problémem bylo, ze relativni ¢isla vysledki
Bacteria (hybridizovanou sondou Eub I-111) a skupiny Archaea (hybridizovanou sondou
Arc915) se jen v pér piipadech alespon blizil 100 % celkového DAPI. Navic Bacteria
(hybridizované sondou Eub I-111) nedosahovaly v mnoha vzorcich ani 50 % celkového DAPI,
a domnivala jsem se, ze zbytek by mél byt Archaea, coz se po nasledné hybridizaci sondou
Arc915 nepotvrdilo — i kdyz jejich poty byly vyrazné¢ vyssi ve srovnani s hlubokymi
oligotrofnimi ekosystémy (Coci et al., 2015; Tischer et al., 2012; Wilhartitz et al., 2007).
Nicméné hledanim v literatufe jsem zjistila, ze podobnym zptsobem s primérem okolo 50 %
DAPI vychazely proporéné Bacteria (zachycené sondou Eub I-111) v dalsich studiich (Bouvier
and Del Giorgio, 2003; Glockner et al., 1996). Z toho duvodu se zdaji byt nizké pocty
hybridizovanych bunék v rybnicich (kolem 40-50% DAPI) pravdépodobné na misté. Vlivem
Castého vifeni mohutnych rybni¢nich sedimenti se mize ekosystém rybniku podobat typum
bakterialnich spolecenstev sedimentii zminénych ve studii Bouvier a Del Giorgio (2003). Za
malym zachycenim bunék Bacteria (sondou Eub I-11l) maze stat nizk& hybridizovatelnost
bun¢k. Bakterialni buiiky zachycené sondami na Urovni kment vykazovaly mnohem vyssi
miru hybridizovatelnosti. Ve 13 vzorcich proto nastala situace kdy soucet nahybridizovanych
skupin kmenil byl vyss$i nez celkovy pocet bunék zachycenych obecnou sondou Eub I-111
(Obr. 4 a 5). Jinym vysvétlenim, které se jesté nabizi je to, Ze nizky pocet hybridizovanych
bakterii v poméru k celku DAPI byl zptsoben zapoditanim velkého mnozstvi virovych ¢astic
do % DAPI.

Ani nékteré specifické skupiny bakterii zjistované v této praci metodou CARD-FISH se
neobesly v determinaci bez urcitych odchylek od standartu. Linie acl z kmenu Actinobacteria
muzZe piedstavovat vice neZz 50 % mikrobti ve vodnim sloupci (Salcher, 2014). V mych
vysledcich jsou poCty nizsi, obdobné jako napiiklad v Allgaier and Grossart (2006). Diuvodem
muze byt ale kromé jejich absence rovnéz nizkd hybridizovatelnost sondou pro acl
Actinobacteria (Glockner et al., 2000) — patrnd hlavné u KV a DH (Obr. 4) v letnich
odbérech. Dal§im diivodem muze byt, jak je zminéno vySe, rovnéz to, ze sonda nema dost

Siroky rozsah. Kromé toho vyssi vysledky v DAPI zpisobujici odliSny pomér mohou byt
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zpusobeny také zapoc¢itanim velkého mnozstvi virovych ¢astic. Navic malé Actinobacteria,
protoze byvaji pocetné vyznamné naznacuji zde svou moznou Spatnou zachytitelnosti, ze

mohou byt pravé tim dtivodem, pro¢ jsou i zachycena procenta vSech Bacteria mensi.

U skupiny Betaproteobacteriales se podatilo zachytit velkou ¢ast populaci jednotlivych
podskupin. Stéle ale neni kompletni. Na obrdzcich S3 a S4 v ptiloze jsou vidét zachycend
procenta vybranych podskupin Betaproteobacteriales spole¢né s informaci o jejich
procentudlnim zastoupeni ziskanym hybridizaci sondou Bet42a uvedenou v % nad kazdym
sloupcem (Ta pro nas piedstavuje 100 % Betaproteobacteriales). Mald mira hybridizace
skupiny bakterii Betaproteobacteriales (Obr. S3 a S4) muize byt zptisobena nekultivovanymi
druhy ze SirSi skupiny Burkholderiaceae, které jsou mimo determinaci. Ve studii Qin et al.
(2016) tykajici se mikrobialniho slozeni v rybniku s kapry se také potykali se zastoupenim
neklasifikovanymi Comamonadaceae (tj. star§i pojmenovani pro Burkholderiaceae)

zjisténého sekvenacemi.
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7 Zavér

Hypertrofni rybniky jsou sloZzenim a dynamikou bakterialnich spole¢enstev unikatnimi

ekosystémy casteéné piirovnatelnymi k ekosystémim hypertrofnich mélkych jezer.

Piestoze se obecné stejné druhy prokaryot vyskytuji bézné ve vodach ruzné trofie,
hypertrofni rybniky se od oligotrofnich az eutrofnich jezer/nadrzi 1i§i primarné vétsi
vyznamnosti nékterych skupin bakterii: Archaea, Methylopumilus, Verrucomicrobia,

Polynucleobacter PnecB a metanotrofy | a Il typu.

V detailu se zkoumané lokality liSily mezi sebou proménami (zmény pocetnosti,
mnozstvi) jednotlivych skupin bakterioplanktonu béhem sezony, avSak bylo mozné pozorovat

sezonni trendy.

Vyrazné rozdily ve slozeni a dynamice bakteridlnich spolecenstev byly mezi Rodem
s fazi ¢iré vody a turbidnim Dehtafem. V Rodu probih4 faze ¢iré vody nejen na jate, ale i na

podzim, coz se projevovalo snizenim celkového poctu bakterialnich bunék.

Dehtai ma v sezoné stabilni poéty MOB, zatimco Rod diky velkym perloo¢kam vykazuje
velké vykyvy k nizkym hodnotdm na jafe a na podzim, ale s vyrazné vys$sim vyskytem MOB

V letnich mésicich.

OdliSnost dvou rybni¢nich soustav tieboiiské a ceskobudéjovické pti uvazovani vSech
rybnikl ukazaly vyrazné rozdily v dynamice a pocetnosti skupiny Bacteroidetes. Rybniky

Vv tfeboiiské rybnicni soustaveé S nizsi vodivosti mély vyrazné veétsi pocetnosti této skupiny.

Jedna z hlavnich charakteristik mikrobialniho spole¢enstva mélkych hypertrofnich nadrzi
je pomérné velkd abundance skupiny Archaea. Proto v budoucich pracich by bylo dobré
identifikovat jednotlivé skupiny Archaea, které se vyskytuji v hypetrofnich vodach. Stejnou
pozornost do budoucna by vyzadovaly i skupiny metanotrofii, ktefi maji v rybnicich zasadni
misto. Rovnéz by se budouci studie mohly zaméfit na podrobngjsi determinaci, zmapovani

vyskytu a odiivodnéni vyskytu skupiny Verrucomicrobia.
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9 Ptilohy

Seznam priloh

Tabulka S1. Sekvence oligonukleotidovych sond spole¢né se sekvencemi v§ech pouzitych
Competitorti (C) a Helpert (H1-H4).

Obrazek S1. Relativni abundance vybranych bakteridlnich skupin stanovenych metodou
CARD-FISH v porovnani s celkovym poctem bakterii. Data zrybnik: Dehtaf, Rod,
Podvrazsky, Kvitkovicky a Potésil.

Obréazek S2. Relativni abundance vybranych bakterialnich skupin stanovenych metodou
CARD-FISH v porovnani s celkovym po¢tem bakterii. Data z rybnika: Klec, Zb&hov,
Posméch, Roubicek, Beranov.

Obrazek S3. Relativni abundance vybranych bakteridlnich skupin Betaproteobacteria
stanovenych metodou CARD-FISH. Data z rybnika: Dehtat, Rod, Podvrazsky, Kvitkovicky a
Potesil.

Obrazek S4. Relativni abundance vybranych bakteridlnich skupin Betaproteobacteria
stanovenych metodou CARD-FISH. Data z rybnika: Klec, Zb&hov, Posméch, Roubicek,
Beranov.

Tabulka S2. Korelaéni koeficienty fyzikalné-chemickych a biologickych parametri a pocta
bakterii stanovenych metodou CARD-FISH. Negativni

Tabulka S3. Vysvétleni zkratek fyzikalné-chemickych a biologickych parametra

Obréazek S5. Abundance % DAPI vSech metanotrofii (MOB I+ MOB II) stanovend metodou
CARD-FISH.

Obréazek S6. Abundance metanotrofui I a II typu stanovené metodou CARD-FISH uvedena
Vv poctech bunék na ml™.

Obréazek S7. Ordina¢ni metoda (RDA) ukazujici zavislost mezi genotypy bakterii a zastupci
sinicového vodniho kvétu ve vSech sledovanych rybnicich v sezonné 2017.
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Tabulka S1. Sekvence oligonukleotidovych sond spole¢né se sekvencemi vsech pouzitych

Competitort (C) a Helpera (H1-H4).

Sonda Sekvence (5‘—> 3¢) Reference
Arc915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT (Stahl and Amann, 1991)
Eub 111 111 GCWGCCWCCCGTAGGWGT (Daims et al., 1999)
R-BT065 GTTGCCCCCTCTACCGTT (Simek et al., 2001)
PnecC-16S-445 GAGCCGGTGTTTCTTCCC (Hahn et al., 2005)
PnecB-23S-166 GTTCGCTCCACACACCT (Wu and Hahn, 2006)
ALF968 GGTAAGGTTCTGCGCGTT (Neef, 1997)
Bet42a GCCTTCCCACTTCGTTT (Manz et al., 1992)
C: GCCTTCCCACATCGTTT
Gam42a GCCTTCCCACATCGTTT (Manz et al., 1992)
C: GCCTTCCCACTTCGTTT
M84 AGCCCGCGACTGCTCACC (Eller et al., 2001)
M705 CTAGACTTCCTTGTGGTC (Eller et al., 2001)
M450 CTATTACTGCCATGGACCTA (Eller et al., 2001)
CF968 GGTAAGGTTCCTCGCGTA (Acinas et al., 2015)
Ver46 CGACTTGCATGTCTTATCCA Salcher (nepublikovano)
H: CGCCGCCAGCGTTCRTT
LD28-1017 TCTCTTTCGAGCACTTGAACA (Salcher et al., 2011a)
C: TCTCTTTCGAACACTTTCACA
H1: TCTCTGCTCAATTCGGTA
H2: CAGCACCTGTGTTACCGT
H4: GAGCTGACGACAGCCATG
H5: CCCAACATCTCACGACAC
Acl852 AATGCGTTAGCTGCGTCGCA (Warnecke et al., 2005)
H1: AAACCGTGGAAGGTYCSCACAACTAG
H2: TCCCCAGGCGGGGCRCTT
H3: TCGCACAAACCGTGGAAG
LimAE-1435 TCCAACAGTCTGCTGAGCTAACC (Shabarova et al., 2017)
C1: TCCAACAGTTGGCTGAGCTAACC
C2: TCCAACAGTCTGCTAACCTAACC
Planc1-670 CTCCACCYTGAGTTCCGCT Salcher (nepublikovano)
Pirr-633 CATCTGTTCCGCITACCCCT Salcher (nepublikovano)
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Obrazek S1. Relativni abundance vybranych bakterialnich skupin stanovenych metodou CARD-FISH
v porovnani s celkovym poétem bakterii. Byly pouzity obecné sondy CARD-FISH: Eub I Il 1l
(Eubacteria), Arc 915 (Archaea), a specifické sondy pro kmeny ztise Eubacteria: Acl852
(Actinobacteria),  Verd6  (Verrucomicrobia), = ALF968  (Alphaproteobacteria),  Bet42a
(Betaproteobacteriales), Gam42a (Gammaproteobacteria), CF968 (Bacteroidetes), Planc1-670 a Pirr-
633 (Planctomycetes) (podrobnosti v Tabulce 3). Celkové poéty bunék byly stanoveny mikroskopicky
S pouzitim fluorescenc¢ni barvicky DAPI. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x dle data odbért
vzorkd v roce 2017. Data z rybnikl: Dehtat, Rod, Podvrazsky, Kvitkovicky a Potésil.
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Obrazek S2. Relativni abundance vybranych bakterialnich skupin stanovenych metodou CARD-FISH
v porovnani s celkovym po¢tem bakterii. Byly pouZity obecné sondy CARD-FISH: Eub I-I11
(Eubacteria), Arc 915 (Archaea), a specifické sondy pro kmeny ztise Eubacteria: Acl852
(Actinobacteria),  Verd6  (Verrucomicrobia), @ ALF968  (Alphaproteobacteria),  Bet42a
(Betaproteobacteriales), Gam42a (Gammaproteobacteria), CF968 (Bacteroidetes), Planc1-670 a Pirr-
633 (Planctomycetes) (podrobnosti v Tabulce 3). Celkové pocty bunék byly stanoveny mikroskopicky
S pouzitim fluorescencni barvicky DAPI. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x dle data odbért
vzorkl v roce 2017. Data z rybnik: Klec, Zbéhov, Posméch, Roubi¢ek, Beranov.
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% nad sloupecky vyjadiuji mnozstvi bunék hybridizovanych probou Bet42a
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Obrazek S3. Relativni abundance vybranych bakteridlnich skupin Betaproteobacteria stanovenych
metodou CARD-FISH. Byly pouzity specifické sondy pro jednotlivé skupiny: R-BT065
(Limnohabitans linie LimB, LimC,LimD, LimE), PnecC-445 (Polynucleobacter PnecC), LD28-1017
(Methylopumilus  planktonicus), = LIimAE-1435 (Limnohabitans  LimA), PnecB-23S-166
(Polynucleobacter PnecB) (podrobnosti v Tabulce 3). Celkové poéty bunék byly stanoveny
mikroskopicky s pouzitim fluorescenéni barvicky DAPI. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x
dle data odbért vzorki v roce 2017. Data z rybnikl: Dehtat, Rod, Podvrazsky, Kvitkovicky a Potésil.
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% nad sloupecky vyjadiuji mnozstvi bunék hybridizovanych probou Bet42a

14 -
KL (Klec)

= 121 EEE R-BT065

< 10 - I PnecC-445

— EEE 1D28-1017

X 84 .

& BN LimAE-1435

L 51 1 PnecB-23S-166

D 4] 12.9%

T 14.2% 13.2%

210 . - |

14 4 &
a0y, ZB (Zbéhov)

12 4

10 4 12%

6 - 13.8%

4 4
2«
0_ 1 1 1

14 1 PM (Posméch)
12 1

10 4 7.2% 9.9%

8 4

64 12.9%

4 ﬂ 13.4%

] =

0 -l 1 1 1

1‘; 1 RK (Roubi&ek)

10 + 10.1%

8

6 - 21%
4 4

2 1 12.7%

0 1 — 1 1

“1BR (Beranov)

FISH (%DAPI)
o]

FISH (%DAPI)

FISH (%DAPI)

= 121
<< 10 - 7.5%
a
X 81
= B 226%
%)
T 47 45%
4 =
0 t t }

duben kvéten Cerven Cervenec  srpen zari fijen listopad

Obréazek S4. Relativni abundance vybranych bakteridlnich skupin Betaproteobacteria stanovenych
metodou CARD-FISH. Byly pouZity specifické sondy pro jednotlivé skupiny: R-BT065
(Limnohabitans linie LimB, LimC,LimD, LimE), PnecC-445 (Polynucleobacter PnecC), LD28-1017
(Methylopumilus  planktonicus),  LimAE-1435  (Limnohabitans  LimA), PnecB-23S-166
(Polynucleobacter PnecB) (podrobnosti v Tabulce 3). Celkové pocty bunék byly stanoveny
mikroskopicky s pouzitim fluorescen¢ni barvicky DAPIL. Sloupeckové grafy jsou rozmistény na ose x
dle data odbért vzorki v roce 2017. Data z rybnikii: Klec, Zb&hov, Posméch, Roubicek a Beranov.
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Tabulka S2. Korela¢ni koeficienty fyzikalné-chemickych a biologickych parametrii a po¢ti bakterii stanovenych metodou CARD-FISH.

Negativni korelace modre, pozitivni korelace zelené. Hladina vyznamnosti vyzna¢ena fezem pisma: p < 0,05 (normalni) , p < 0,01 (kurzivou) , p

< 0,001 (tu¢né). Byly vybrany pouze hodnoty s korela¢nim koeficientem vét§im nez 0,3 a mensim nez -0,3. Eub I-111 (Bacteria), Arc915 (Archaea),
Acl852 (Actinobacteria), Verrd6 (Verrucomicrobia), ALF968 (Alphaproteobacteria), Bet42a (Betaproteobacteriales), CF968 (Bacteroidetes), Pirr-633
(Planctomycetes-Pirelula) LD28-1017 (Methylopumilus planktonicus), LimAE-1435 (Limnohabitans LimA), PnecB-23S-166 (Polynucleobacter PnecB),
M84+705 (MOB 1), M450 (MOB II).

FISH (%DAPI) Potty bunék [10°6/m

CF968  |Verd6  |ALF968 |Betad2a |M450  |M84+705 |LimAE-1435 |PnecB-235-1Pirr-633 |Arc 915 [Eubl-Ill [Acl852 |[CF968  |PnecB-235-]Verd6  |ALF968 |Betd2a |Pirr-633 |M450  |M84+705 [LD28 -1017
k10 0,672 0,638 0,661 0,383 0,677] 0,614 0,734| o764] 0506 0418 0,766] 0487
BP-tot [10°6 bact/ml/d] 0472 0334 0,596 0521] 0,683 04 056 0,503 0,65 0,42
BP-free(<1um) [10%6 bact/ml/d] |IE0M2SN 0521| 0,635 0,574
BP-part(>1um) [1076 bact/ml/d] 0,659 0,503 0,742 0,665] 0,609 0,331 0,754 0,66] 0379 0,787] 0,351
BP-C [pgC/l/d] 0464 0372 0,718 0,601 0,614 0,564| 0,569 0,767] 0,405
BCD [ugC/I/d] 0464 0372 0,718 0,601 0,614 0,564| 0,569 0,767] 0,405
Prokaryota [10°6bunék/ml] | INBOM26] 0391 0315 0,306 [ -o305] 069 0,733 0493 0565] 0547] 0632 0,583 0427
Bac-C [ugC/I] 039%| 0437 0,506 0,791 0,69 0,3 0412 0,578 0,69 0,63 0,751] 0,611
HNF [1073bunék/ml] 0,645 0,378 0,503 0,523 0,556 0493 0309 0694 0504 0353 0,397
TGR-CIL/d [1076 bact/day] 0,321 0,65 0,379
Vodivost [mS/cm] 0,3 0,309
KNK 4.5 [meq/1]
TN #200 [mg/I] 0,522 0,654 0,608 0622 0707 0353 0,816] 0503
ICGF/C [mg/I]
IC #200 [mg/I]
NL 105 [mg/I] 0477 0,588 043 0384 0354 0412] 0409 0476 0473 0455|0632 0454 o0521] 0527] 0428
Chla KOR [mg/I] 0573 0,557 0,804] 0,401 0,744] 0,659 0,335 0689 0732] 0368 088 0,556
Tsl-Chla 0456| 0,455 0,447 0547 0,616 0493| 0523] o0418] 0329 055 0364
Chlorococcales [mg/I] 0,449 0,619 0,427 0,541
Cyano [mg/I] 0,526| 0,491 0,794] 0399 0,757 0,564 0,404 0,67 07 0423 0,888 0,585
Volvocales [mg/I] 0,448 0,333 0,556 0,456 0601 0365] 0334 0,49
Chlorococcales [%] 0,748 0,623
Cyanobacteria [%] 0357] 0465 0,832 0,546] 0,426 0,362 0422| 0,586 0,768] 0,375
Zeu [cm] -
Picocyano [106bunék/ml] 0,457 0,532 0,497 0,667 0347] 0495 0,561 0,352
CH4 ox rate [nmoi/l/d] 0,379 0,655 0,589
Bac-cell-Vol [um”3/cell] 0,366 0,318 0,362 0,393
Grazing-CIL [Bact/Cil*h] H 0,582 0,471
TGR-HNF/d [1076 bact/day] 0334 0,595 0,325 0,474 0,442 0,327 0,58 0,301
Clad-evenness | [ 0,358 0,497 0,45 0426 0339 0,402] 0439 0,552 0,54




Tabulka S3. Vysvétleni zkratek fyzikalné-chemickych a biologickych parametrii

Zkratka Vysvétleni parametru
extink¢ni koeficient, méfitko zakalu vody, pruhlednosti (=jak
k10 rychle ubyva svétlo do hloubky), pocita se z regrese: (svétlo v

hloubce) = (svétlo na hlading) * 10°(-k10*hloubka)

BP-tot [1076
bact/ml/d]

celkova bakterialni produkce, vyjadiend v milionech vzniklych
bakterii na ml za hodinu

BP-free(<lum) [10"6
bact/ml/d]

bakterialni produkce ve frakci <1um (odhad pro volné zijici
bakterie), vyjadiena v milionech vzniklych bakterii na ml za
hodinu

BP-part(>1um) [10"6
bact/ml/d]

bakterialni produkce ve frakci >1um (odhad pro bakterie
prisedlé na partikulich, + spada do toho i vétsi ¢ast vliaken),
vyjadfena v milionech vzniklych bakterii na ml za hodinu

BP-C [ugC/I/d]

celkova bakterialni produkce vyjadiena v pug uhliku na litr za
den

BCD [pgC/l/d]

,»bacterial carbon demand®, mnozstvi DOC v pg uhliku na litr za
den) potebného k ristu bakterii za predpokladu 40-% tc€innosti
rustu (= 40% se zabuduje do biomasy a zbytek se prodycha, tj.
pouzije k ziskani energie)

TGR-CIL/d [10"6
bact/day]

»total grazing rate — ciliates* celkova Zraci rychlost nalevnikd,
vyjadfena v milionech bakterii pozienych na litr za den

ICGF/C [mg/l]

,inorganic carbon® koncentrace anorganického uhliku stanovena
ve vode¢ filtrované pies GF/C filtr

I1C #200 [mg/1]

»inorganic carbon“ koncentrace anorganického uhliku stanovena
ve vodg filtrované ptes sito 200 pm

NL 105 [mg/l]

nerozpusténé latky, stanovené vysuSenim vzorku pii 105°C

TSI-Chla

trophic state index, vypocteny na zakladé koncentrace chlorofylu
dle Carlsona (Limnology and Oceanography 22:361, 1977), viz
téz napt. https://en.wikipedia.org/wiki/Trophic_state index

CH4 ox rate [nmoi/l/d]

rychlost oxidace metanu v nmolech na litr za hodinu

Bac-cell-Vol
[um”3/cell]

,.bacterial cell volume*, primérny objem bakterii v daném
vzorku

TGR-HNF/d [10"6
bact/day]

,»total grazing rate — heterotrophic nanoflagellates* celkova Zraci
rychlost bezbarvych bi¢ikovci, vyjadiena v milionech bakterii
pozienych na litr za den

Clad-evenness

jeden z indext diverzity perloocek (Cladocera), viz napf.
https://en.wikipedia.org/wiki/Species_evenness
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Obréazek S5. Abundance % DAPI vSech metanotrofi (MOB 1 + MOB Il) stanoveni metodou CARD-
FISH. Byla pouzita sonda M450 pro MOB II a kombinace dvou sond M84+705 pro MOB 1. Boxy
maji 75% a 25% kvartily. Chybové tsecky predstavuji 10 % a 90% percentily (kvantily). Cara uvniti
boxu predstavuje stiedni hodnotu (median). Body jsou jednotlivé vyznadené hodnoty souctu dvou
skupin metanotrofii. Data pochazi z 33 vzorka.
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Obréazek S6. Abundance metanotrofti | a Il typu stanovené metodou CARD-FISH uvedena v poctech
bunék na ml™. Byla pouzita sonda M450 pro MOB Il a kombinace dvou sond M84+705 pro MOB |I.
Boxy maji 75% a 25% kvartily. Chybové usecky predstavuji 10 % a 90% percentily (kvantily). Cara
uvnitt boxu predstavuje stiedni hodnotu (median). Body jsou vyznaéené jednotlivé hodnoty. Data
pochazi z 33 vzorkd.
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Obrazek S7. Ordina¢ni metoda (RDA) ukazujici zavislost mezi genotypy bakterii a zastupci
sinicového vodniho kvétu ve vSech sledovanych rybnicich v sezénné 2017.
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