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Abstrakt:

Bakal&ska prace je zpracovana formou grantové Zzadosti Gmantovou agenturiCeské
republiky. Cilem nasi prace je popsat chovani taad@vého sladkovodniho bakterialniho rodu
LimnohabitangBetaproteobacteria) v eutrofnim pri@sti. Budeme sledovalistovou odpoyd
studovaného bakterialniho rodu naémm pH, na jehoz pozitivni vliv jiz poukazalygqulezné
vysledky. Dale nas zajimé interakce sinic rddigrocystisa bakteriiLimnohabitans ktera by
dle dosavadnich studii ¢a byt antagonistick&. i€ti planovany experimenttipese noveé
znalosti o diurnalni dynamice rodumnohabitansv eutrofnim systému. K dosazeriepnych

vysledki pouzijeme moderni metody -tpokovou cytometrici CARD-FISH.

Abstract:

This Bachelor thesis was written in a form of a @&rApplication for the Czech Science
Foundation. The main theme of our work is to déscgrowth characteristics of isolated strains
of the new bacterial groupimnohabitans(Betaproteobacteria) in eutrophic system. We will
investigateLimnohabitans growth response to changes in pH as indicategreliminary
data. We will also study the interaction betweea Hiue-green alga#licrocystis and the
bacteriaLimnohabitanswhere we expect antagonistic relationship as geeg by recent field
studies. The third planned experiment will bringvnlenowledge on diurnal dynamics of the
studied bacterial group in eutrophic environmenmt.obtain precise results, modern techniques
will be applied as CARD-FISH or Flow-Cytometry.

Podtkovani:
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Nazev projektu:

Faktory ovliviiujici pacetnost a chovani bakterialni skupinynnohabitans spv

eutrofizovaném prostdi
1. Shrnuti sowasnych znalosti v kontextu s planovanym pokusem

1.1. Sladkovodni planktonni bakterie

Sladkovodni bakterie jsou velmiiznorodou skupinou prokaryotnich organistiSicich se
morfologii, fysiologiici ekologickymi naroky (Sigee 2005). Planktonni leaid hraji v naSich
vodach dlezitou roli. Tvai nejpaetnsjSi skupinu organisin s kratkou genetai dobou

a rychlym obratem biomasy. Spolu s prvoky, fytogtanem a zooplanktonem biochemicky
transformuji rozpugné latky do organickyckiastic a vytvéi tak zaklad dynamiky kolainu
Zivin a toku energie ve vodnim ekosystému - mikiibbi smyku (Azam a kol. 1983).
Dulezitou roli maji bakterie i samaisticich procesech vody, kdy mineralizuji organické
latky ve vo@& obsazené (Hartman a kol. 1998).

Studium sladkovodnich bakterii je vyr&zmmezeno jejich velikosti. Bmérna velikost bakterii
v planktonu je 0,2 — 0,m, objem 0,06 — 0,4m® (Kalff 2002), coZ je té®f na hranici
vyuzitelnosti s¥telné mikroskopie. Népsgji pouzivanou metodou je proto epifluoreséein
mikroskopie, kterd je klasickyreSenim @ zjiStovani zékladnich informaci o bakterialnim
spole&enstvu (Wetzel 1983). Modeij8i metodou pro stanoveni ia bakterii je pitokova
cytometrie (Gasol a kol. 2000). Tato metoda unugZ navic rozidit bakterie podle velikosti
¢i autofluorescence, ktera se tyki@gevsim sinic. Obtyto metody jsou vhodné&gdevsim pro
stanoveni celkového ptu bakterii nebo stanoveni jejich aktivity. DalSdZnosti studia buik
bakterii je pouziti ESEM (environmental scanningk&lon microscope), ktery umidje videt
buiky v jejich prirozeném stavu (Sigee 2005). V dneSni mikrobidlkdlagii pati mezi
nejvyznamgjSi  pristupy molekularni  biologie — DGGE (Denaturing Gesd Gel
Electrophoresjs (Simek a kol. 2001), T-RFLP (Terminal-Restrictioragment Length
Polymorphism) (Eiler a Bertilsson 2007) a Reverse-LineBlot Hyradion (Zwart a kol.
2003). Tyto metody umakiji porovnat vliv experimentalniho zasahu naémm sloZzeni

mikrobialniho spoléenstva.

Donedavna byly znalosti o bakteriich, které obystgidkovodni ekosystémy, omezené pouze
na kultivovatelné organismy. S vyjimkou siniCy@nobacteria se jednalo o velmi omezeny

vybér, mére nez 25 % ze vSech sladkovodnich bakterii (Zw&la2002). Zavedenim technik



molekularni biologie, hlawh polymerazové&etézcové reakce (PCR), bylo mozné obejit tento
problém a otetel se prostor ke skuteému poznani mikrobialni diverzity (Rappé a Giovamin
2003). Dnes jiz vime, Ze sladkovodni bakterigritumikatni spoléenstvo odlisSné od niiskych

¢i padnich bakterii. Bznymi obyvateli vod jsou bakterie ze skupictinobacteria,
Proteobacterigalfa i beta) Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroida¥errucomicrobia(Zwart

a kol. 2002).

Teprve zavedeni metody fluoreséenin situ hybridizace — FISH (Amann a kol. 199
CARD-FISH (Sekar a kol. 2003) umoznilociarpodil geneticky fibuznych skupin bakterii
v bakterioplanktonu. #ekvapiw nejwtsi paetnost bakterii ve sladkych vodach maji ,na
swdomi“ malé geneticky Uzcefipuzné skupiny (clustery) (Zwart a kol. 2002), ktenohou
tvorit az 70 % vSech bakterii (Hahn 2006). V &mné dob existuje velké mnoZzstvi prob
zahrnujici velké skupiny jako Eubacteria, ArchaBataproteobacterigdManz a kol. 1992)
apod. ¢i pocetns vyznamné clustery jako naiiklad R-BT065 cluster (Simek a kol. 2001)
aPolynucleobactemgenotyp C cluster (Hahn a kol. 2005). Rr&tudium interakci bakterii
Z chto clustel v ramci mikrobialni smiky se zda byt velmi vyznamné pro porozimin

mechanism kolobehu Zivin a ekologie vodniho prastli (Hahn 2006).

1.2. Ziviny a vlastnosti sladkych vod oviiujici dynamiku bakterioplanktonu

Mnozstvi bakterialni biomasy je owviievano pedevSim produktivitou celého vodniho
ekosystému (Tabulk&l). Heterotrofni bakterie jsou zavisl&edevSim na dostupnych formach
fosforu, dusiku a organického uhliku. Dale je jejieyskyt vyrazg ovlivnén fyzikalnimi

faktory jako je teplota a pH (Sigee 2005).

. | Pramérné mnozstvi|
Urovei trofie 3 .. | Biomasa (g )
bakterii (16 ml™)
Oligotrofni 0,50 0,15
Mesotrofni 1,00 0,70
Eutrofni 3,70 2,30

Tabulkac.1. Prizmerne hodnoty pétu bakterii a jejich biomasa Vizre GZivnych vodach
(prevzato z Wetzel 1983).



N 1

NejvysSi koncentrace bakterii byly zfisy v tropickych slanych jezerech a eutrofnich néuirz
Naopak velmi nizké koncentrace byly pozorovany setych dystrofnich jezerech s vysokym
obsahem huminovych latek (Wetzel 1983). Zcdieopené zminy v ristu a biomase bakterii
muzeme roviz pozorovat Bhem celého roku, nebojsou vyraz& vazany na teplotu
a dostupnost substratu. Lze také pozorovat potzitikorelaci mezi istem bakterii

a produktivitou fytoplanktonu (Wetzel 1983). V hbkkych stratifikovanych jezerecli
nadrzich se velikost bakterialni biomasynin podél celéeho vodniho sloupce. Bakterialni
biomasa je nejtSi v epilimniu, poté klesa na minimum v metalimaivrchnim hypolimniu,

s WtSim mnoZstvim bakterii se pakibeme zase setkat ve spodnim hypolimniu (Wetzel 1983

1.2.1. Uhlik, fosfor a dusik

s

Uhlik je nejdilezit¢jSim biogennim prvkem. Organicky zahrnuje rozpasgtorganicky uhlik -
DOC a nerozpushy organicky uhlik - POC. Pom téchto dvou je od 6:1 az k 10:1.
Koncentrace DOC je prakticky cel@r@ konstantni a sezénni vykyvy ostatnich paraingtr
prilis nemeni (Wetzel 1983). Koncentrace rozpimgtho organického uhliku vSak jestemusi
znamenat jeho dostupnost pro vodni organismy. \Wdakncentrace DOC jsou kuikladu

v huminovych vodach, kde je uhlik vazan ve sloiityarganickych sloteninach, a je tak
bakteriim Hife nedostupny (Sigee 2005). Naproti to¥asy a sinice diky své autotrofii
nedostatkem uhliku v zdsadetrpi. Nej¥étSi objem uhliku ve sladkovodnich ekosystémech
zahrnuje uhlik anorganickyjgdevsim izné produkty kyseliny uhiité (Pitter 1999). Zakladni
cyklus anorganického uhliku zahrnuje gpbt fotosyntetickymi reakcemi digun Ziv&isnym

dychéanim. Tento obrat vSak zaréwvliviiuje pH vody (viz 1.2.3 pH).

Fosfor je jednim z esencialnich makroptvipro vSechny organismy ve vodach, nébe
souasti dilezitych organickych molekul jako ATP, DNA, RN& fosfolipidy (Hejzlar 2003).
Fosfor Ize dlit na rozpu&tny, wtSinou ve fornd orthofosforgénani tedy tzv. RRP — rozpusty
reaktivni fosfor (Pitter 1999) a nerozptr$t fosfor ve vodnich organismech. Regtji se vSak
fosfor ve vodach vyskytuje ve forrfosfor&nanového aniontu (Hejzlar 2003). Bakteriim je
snadno fistupny vySe zminy RRP (Simek a kol. 2006), z organickych gknin nebo
komplexi jej ziskavaji nap pomoci tzv. exoenzyin(Vrba a kol. 1992).

A praw koncentrace rozpugtého reaktivniho fosforu #ize ovliviovat sloZeni bakterialniho
spoletenstva a regulovatist jednotlivych bakterialnich skupin (Currie 199imek a kol.
2006). Nedostatek fosforutrhe byt pro #ist heterotrofniho bakterioplanktonu limitujici (Sikn

a kol. 2006). Ohledh kompetice o fosfor je bakterioplankton vyznamnymnkurentem



fytoplanktonu (StraSkrabova a kol. 1996), nekpoteba fosforu bakteriemi je v jméru az
tiikrat vysSi nez speégba fytoplanktonem (Tezuka 1990).

Dusik je hlavni Zivinou, ktera fspiva k produktivié sladkych vod a spolu s uhlikem
a fosforem je jednou z hlavnich slozek &tmé protoplasmy organisim{Wetzel 1983). Hlavni
formy, ve kterych se dusik ve sladkovodnich ekdsysch vyskytuje, zahrnuji ddsany,
dusitany a amoniovy iont NfA (Sigee 2005). Organicky dusikiieme ve vodach najit ve
formé rozpusEné tzv. DON, ktery zahrnuje polypeptidy aminokyseliny, druhym typem
organického dusiku je dusik partikulovany PON. Bortéchto dvou slozek celkového
organického dusiku je v rozmezi od 5:1 po 10:1. udoklochazi k eutrofizaci, pam
DON:PON klesa. Je to tim, Ze se do vody z povodial@ vice PON (Wetzel 1983).

Za zminku stoji dva z hlavnich mikrobialnich prace3enitrifikace, jakozZto proceigkterém
denitrifikacni bakterie ziskavaji energii oxidaci organickytbugenin (akceptorem vodiku je
zde pra¥¢ dusik). A naproti tomu nitrifikace, kdy dochazipkemené redukovanych forem
dusiku na dusitany a ddeany bakteriemi nitrifikanimi (StraSkrabova a kol. 1996). DalSim
vyznamny mikrobialnim procesem odehravajicim seadiam vodach je fixace vzduSného

dusiku sinicemi (viz 1.4.&Rasy, sinice a tvorba vodnihodu).
1.2.2. Ekologicka stechiometrie bakterii aras ve vodach

Stechiometrii z&kladnich priukse z&al zabyvat uz Alfred C. Redfield v prvni polovir20.
stoleti. Jeho prace byla zaloZzena na principuénegho ponsru C:N:P ve sdtovych oceanech

a tento pekvapivy objev byl pozji podrétem pro roz§eni jeho zawra na celé biochemické
cykly. Porér C:N:P se dnes nazyva pdnRedfieldiv a v oceanech je jeho hodnota 106:16:1.
UZ z tohoto poréru vyplyva, Ze prvkem, ktery ovliwje produktivitu ocean je fosfor (Sterner

a Elser 2002). | pro naSe vody jeehia k tvork biomasy porér 106:16:1, kde pro N:P je
kritickd hodnota 16. Pokud je pémvétsi, dochazi k limitaci fosforem, pokud je p&mmensi,
limitujicim prvkem se stava dusik. P&mMN:P \tsiny nadrzi WCeské republice vyrazn
presahuje kritickou hodnotu 16, a tak se fosfor stéévym prvkem eutrofizace (Pitter
1999).

Vzhledem k tomu, Ze s&asy a bakterie vyskytuji ve stejném predt, sdileji spolu i stejné
zdroje a mohou byt jimi i limitovany (Sterner a &<002). Jejich naroky na nutrienty se vSak
liSi. Zatimco pomdr C:N:P fas odpovida Redfieldévponeru, bakterie maji v biomase vice
fosforu v pongru 70:7:1 (Sterner a Elser 2002). AvSak Tezuka la (#®90) tvrdi, Ze pogr

fosforu a uhliku neni ani u bakterii antas konstantni a tize se mnit vzhledem k dostupnosti



raznych tym substrai. Tezuka a kol. (1990) dokazal ve svych pokusecferernich bakterii
meénit pomeér C:P v neuvtitelném rozmezi od 31:1 az po 515:1. Pokud byl grochto dvou
prvki v substratu vysSi jak 6tigtaval fosfor vazan v bakterialni biomase a neldykpstné

regenerovan na orthofosférean.
1.2.3. Teplota a pH

Jednim z nejvyznamdjsich fyzikalnich vlastnosti vod naSich nadrzpfe¢. Tento parametr je
determinovan jako zaporny logaritmus vodikovychtioa Ize jej také odvodit z relativni
acidity a alkality. Alkalita naSich vod je udavana mnozstvim &itdinového iontu,
hydrogenuhliitanového iontu a oxidu ukiitého a je definovana jako mnoZzstvi miliekvivalent
kyseliny nezbytné k neutralizaci vySe zgrgich ionti v jednom litru vody (Wetzel 1983).
Acidita je pak nemén dilezitd pro vodni ekosystémy, nebovliviiuje chemismus vody
(Kop&ek a kol. 2001). Po#n téchto je jednim ze Zysohi jak urkit aktualni pH a pufrovaci
kapacitu vody. Ta je schopna vyrovnavat pH v roznoekz4,5 do 9,5 a je velmiuteZita pro
Zivot ve vod. Nizké pH niize zgisobovat nedostupnost fosforu jako Zivifiyuréovat toxicitu
kova. V kyselych vodach totiz dochazi k jejich ukovani ze sedimetita tyto pak mohou byt
zdravi ¢loveka Skodlivé, zvlast pokud se dostanou do zasolinigitné vody. Nafiklad
koncentrace ®&di ¢i rtuti jsou velmi zavislé na pH a ve vodnich elgigynech jsou tyto kovy
vysoce toxické. & uz je to toxicita madi pro vodni rostlinygi rtuti, ktera je jiz nebezgea
i nam lidem (Kald a Triska 1998). Vyrazné vykyvy pH Ize pozorovat i v obdeutrofizace,

kdy bkéhem noci dochazi k vyraznému zvySeni,@&H se tak snizuje (Koa kol. 2000).

Bakterie jsou schopné jako skupingefit v podstat jakékoli pH. Acidofilni bakterie jako
nagiklad Bacillus acidocalcariuse vyskytuji i ve vodach o pH 1, zatimco alkaldfiakterie
jako Bacillus firmusmuzeme najit ve vodach s pH kolem 11,5. Neni vSakagesné, zda tyto
podminky preferujigi je pouze toleruji k eliminaci konkurence (Stradwva a kol. 1996).
Percent (2008) zjistil, Ze diverzita a bohatostteaélniho spoléenstva jezer v Adirendack
Parku (stat New York v USA ) je pozitigrkorelovdna s pH. Nejsitjsi a nejptikazrgjsi vliv

byl prokazan uifdy bakterii Alphaproteobacteria Podle Znachora a kol. (2005) owvliye
zvySeni pH by o jeden, dva stugnabundanci heterotrofnich bakterii. Ve své praci na
Sumavskych acidifikovanych jezerech poukézali rid, fae jednobu&iné bakterie vykazuji
pozitivni reakci na zvySeni pH jiZdervnu a poté v srpnu, zatimco na vidknité fornigqbi

pH kladré pouze v srpnu.
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Stejre jako jsou bakterie schopnygzit extrémni podminky pH jsou st&jtak schopny fezit
extrémy okolniteploty. Ty bakterie, které preferuji nizké teploty, sezyvaji psychrofilni,
druhy extrém jsou bakterie termofilni. Psychrofilvakterie rostou iip teplotach pod 20°C.
Vyskytuji se v hlubokych jezerecti studenych pramenech, kde rozkladaji organickiylat
klesajici ke dnu. Bakterie termofilni mohou byitikgtré termofilni (stenotermofilni), nerostou
pod 30 °C a fakultativhtermofilni (eurytermofilni) s optimenustu 45 — 55 °C. Mezigmito

skupinami jsou bakterie mezofilni s optimefstu mezi 20 — 40 °C (StrasSkrabova 1996).

Teplota vody se #mi béhem celého roku a jeji vykyvy sleduji bakterie veptesre. V zimg je
bakterialni biomasa vyrazmizsi nez v lét Divodem je rychlejSi a efekti¢jsi zpracovani
substratu za vysSi teploty. Teplé vody jsou tedtSimou bohaté na Ziviny a jsou velmi
produktivni. Naopak menSi pet bakterii Ize pozorovat ve studenych oligotrdinjezerech
(Wetzel 1983).

1.3. Role mikrobialni sm§ky v prenosu Zivin

Mikrobialni smyka hraje zasadni a primarni roli v obratu Zivinwaginim prostedi (Azam

a kol. 1983, Straskrabové a kol. 1996). Vyznamngilpmaji zejména jeji nejmensi slozky, a to
diky rychlému obratu (< 24 hod). Bakterie vyuzivaizpuséné latky a penaseji je do vysSich
trofickych arovni — prvoci, mikrozooplankton, makmmplankton. V modelovém systému jsou
dostupné zZiviny efektivh ,odstrargny“ z rozpustné formy a pevedeny do biomasy a vyse
(Obrazeke.1).

Hlavni procesy ovliiujici kolobsh Zivin, mnozstvi a sloZeni vodniho mikrobialniho
spole&enstva jsou regulace predaci ,top-down* a reguladeji ,bottom-up* fizeni (Kalff
2002). Prvni vysétluje vztahy mezi trofickymi drowmi pomoci predéniho tlaku vysSich
trofickych arovni na niZsi. Druhiézeni naopak zavisi na dostupnosti Zivin v fexit Obec#
plati, Ze ,top-down“fizeni ma vyraz¥si dopad na sloZeni mikrobialniho sg@estva nez
.bottom-up“ (Weisse 1991).

Nejcastjsimi predatory bakterii jsou prvoci (Simek a Ki990). V planktonu paetns dominuji
heterotrofni hiikovci (2-8 um) a néalevnici (druhy < 20 pm) (SimakStraskrabova 1992,
Simek a kol. 1995). Gbskupiny jsou schopné wipzenych podminkach zkonzumovat vice
nez 90 % bakterialni produkce (~ 70 %ikdvci, ~ 20 % nalevnici) (Simek a kol. 1997).
V experimentech s filtrdtem < pm byli bi¢ikovci kratkodok zodpowdni za mortalitu az

200 % bakterialni produkce (Simek a kol. 2001)dRoe prvoky je nejen velikostrselektivni
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zélezitost (Simek a Chrzanowski 1992), ale audje i diverzitu bakterialniho spajenstva,
neba’ prvoci pohlcuji zejména aktivni by (Simek a kol. 2006), sinice nevyjimaje (Simek
a kol 1997).

Také viry jsou nyni Z@zovany do saiasnych schémat mikrobialniho potravnitexzce,
neba obsahuji znéné mnozstvi fosforu a vyznamnou mirou se podilajimortalit bakterii
(Wommack a Colwell 2000). Mortalita bakterii tgmbena viry se odhaduje na 17 — 60 %
celkové bakterialni mortality (Wommack a Colwell0B) Simek a kol. 2001). Viry navozena
mortalita bakterii a jeji dopad na sloZeni (nejealjterialniho spotenstva Ize charakterizovat
pomoci tzv. modelu ,zabij Wte!" (,Kill-the-winner*), podle kterého je nejryclji rostouci
druh vyrazg omezen virovou lyzi (Thingstadt a Lignell 1997).

| Predatei |
.|  Fytoplankton | [ Nanoflagelati|
b/
A
A 4
Rozpu&tné
organické latky Bakterig
B

T Vviy 1.

Obrazeké.1 Znazovujici mikrobialni smyku. Sipky mezi jednotlivymi organisrdly DOC
znazonuji toky uhliku. ,A" pedstavuje virovou infekeas a ,B*“ virovou infekci bakterii. Po
jejich lyzi (odunieni) se pak uvélji rozpuséné organické latky a fragmenty hikn Rist
malych béikovai (nanoflagelat) je ovlivren zejména mnoZzstvim bakterii a jejich dostupnosti.
Produktivita beikovat, /as a bakterii ufuje toky uhliku k predatém (p“evzato z Sigee 2005).

1.4. Eutrofizace nasich vod

1.4.1. Rozdéleni vod podle mnozstvi a fivodu Zivin (trofie)

Trofie neboli¢esky Uzivnost jezer, nadréi rybniki je dle Wetzela (1983) definovana jako
poner organické hmoty dodavané jezeréndo jezera za jednotk&asu. Pisun organickych

latek mize byt allochtonni (n€wodni jezeru) — pochazejici z povoditamych mokadi, ci
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autochtonni (jezerem vyprodukovany) —dagjgji odvozovan od primarni produkdas. Dle
vzajemneého postu téchto dvou zdraj Ize jezera dit na nekolik typa (Graf 1).

Dystrofie
Allotrofie

Oligotrofie Eutrofie

[
>

Autotrofie

Graf 1.Typy vod dlené dle zdroje organickych latek’gvzato z Wetzel 1983)

Kazdy typ je pak charakterizovan mnozstvim Zivikedevsim koncentraci fosforu (Wetzel
1983), jak ukazuje tabulka2. Fosfor se do vodniho préstii dostava z atmosférické depozice
a odtoku z povodi, a toigdevsSim diky antropogennim viw. DalSi zdroj pedstavuje
uvolovani ze sedimefit Koncentrace se pak liSi v zavislosti na typu vbdnekosystému,
geologickych a klimatickych podminkach. Nizké kamcace jsou fedevSim v horskych
oblastech s krystalinickym podlozim, oproti tomuseké lze najit v dolnicltastech tok

a v oblastech se sedmintarnimi horninami. V nekaittavanych pirodnich systémech je
koncentrace fosforu v rozmezi od 10 —&PI?, existuji vak i extrémy s hodnotou vy3si jak

200pg I a to v alpinskych jezerech s dlouhou dobou zdr@éejzlar 2003).

Typ Celkovy fosfor (ugt)
Ultra-oligotrofni <5
Oligo-mesotrofni 5-10

Meso-eutrofni 10-30
Eutrofni 30-100
hypertrofni > 100

Tabulkac.2. Charakteristické hodnoty fosforu pro jednotliypyt trofie vod (Wetzel 1983).
Podle Ka@iho a kol. (2000) se hodnoty mériisi, nejde vSak o Zzadny zasadni rozdil.

Jednotlivé typy sladkovodnich systénse liSi také sloZenim mikrobialniho spmestva.
Zastoupeni tznych druli fas a sinic v naSich vodach se lisi dle Gzivnostinich €les
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(Tabulka¢.3). Zias se népstji ve zngistenych vodach izeme setkat se zastupci ¢bohi
EuglenophytgdWetzel 1983).

1.4.2. Lidskou ¢innosti navozena eutrofizace a jeji disledky

V dnesni dob dochazi k zvySenémuipunu Zivin do vod fedevsim z komunalnich odpadnich

vod, fosfat z hnojiv a polyfosforénani z pracich pradk Zadny z &chto zdroji neni irods

vlastni, jedna se o allochtonni zdroj, a tak lzedhid o umélé eutrofizaci vod (Koéi a kol.

2000). Ani limitace dusikem neni nijak vyrazna dikgsokym koncentracim dusiani, které

v nasich vodach stale stoupaji (StrasSkraba 1998htol nadmdrny prisun Zivin zcela mni

poner zakladnich slozek vod. Klasicky Redfigéldponer je zde posunut ve prasgh fosforu,

coz @ispiva k vyraznému zvySenfistu fas a pedevsSim sinic. Tento jev lz&asto pozorovat

u hospodgsky vyuzivanych rybnik kdy je pondr ménén zangrné pro ziskani $tSi vygznosti
rybniki (Koc¢i a kol. 2000).

Trofie Vlastnosti vody Dominantnitasy
mirné kyselé, velmi nizka salinita Krasivi8taurodesmus, Staurastru
neutraini az mlrié_lz_asadlte, Rozsivky,Cyclotellaa Tabelaria
chudé na ziviny
n(?utralvry az 'mlrrélzasadlte,. . Zlativky, Dinobryon n¢které
chudé na zivinyi vice produktivni
. . P S Mallomonas
Oligotrofni v obdobi snizeni dostupnosti zivin

neutralni az mirhzasadité,
chudé na Ziviny

Chlorokalnirasy,Oocystisti
Chrysophycea, Botryococcus

neutralni az mihzasadité, obeeén
chudé na Ziviny¢asto n¢lkéa Articka
jezera

Obrrenky, zvIas¢ Peridinium
aCeratium spp.

Mesotrofnici

neutralni az mihzasadité, celotme
dominantni, v eutrofnich vodach

Obrrenky, rékteréPeridinium

eutrofni v urcitém obdobi a Ceratium spp.
Rozsivky ffevazn&ast roku, zvlast
s . . Asterionella spp., Fragilaria
zasadité, obvykle bohate na ziviny crotonensis, Synedra, Stephanodis
. aMelosira granulata
Eutrofni

zasadité, obvykle bohaté na Ziviny
casté v teplych dobach temperatni z
¢i stalé v Zivinami obohacenych vod§

Sinice, zvlast Anacystis
crocystig, Aphanizomenon,
Anabaena

Y (i

tropd

Tabulka¢.3. Zastoupeni#znych skupirfas v tizre Uzivnych vodach fevzato z Wetzel 1983)
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Zmena Redfieldova postiu prinasi s sebou zénu celého vodniho ekosystému. bktrias
a sinic zfgsobuje vykyvy kyslikového rezimu den/noc. V noclkéemnoZstvitas ,prodycha“
velké mnozstvi kysliku, coz mnohdy vede az k angxit podminkam (K& a kol. 2000).
Koncentrace C® v noci tedy stoupa&imz klesa pH. Ve dne jsou podminky épé a pH nize
opét prudce stoupnout, coZz napomaha sinicim, kter&oazdil od ostatniho fytoplanktonu
takové pH snesou (Sigee 2005). Ekosystém se tak siae produktivni, ale druhéwchudy
(Begon a kol. 1997). Ve stadiu pokié eutrofizace se tak ve védromadi mrtvad hmota.
V noci dokonce nize (¥ snizeni koncentrace kysliku dojit i k uhynu rigmzklad mrtvychd
potrebuje dalSi kyslik a podminky se zhorsuji, v tostédiu gevaZzuji procesy hnilobné (Kb
a kol. 2000).

Eutrofizace pispiva k vyraznému zhorSeni kvality vody az hnilobnymi procesy nebo
vyskytem toxim produkovanych sinicemi (K@ a kol. 2000). Takto zasaZzena vodélesa
neplni svou funkci zasoby pitné vody ani funkci regkni, nebd@ cyanotoxiny zpsobuji
zavazna onemoeni jater, traviciho traktu, tené alergie a dermatitidy (Pitter 1999).
Nasledkem velké koncentradas a sinic dochazi také k sekundarnim probtémjako je
ucpavani filth ve vodarenskych provozech, zhorSeni organoleptitkylastnosti upravené
vody, vzniku sekundarniho mikrobiélniho Zi#eni pri rozkladu organizr v rozvodné sitei

k uvoliovani hygienicky nefjatelnych latek do vody (K& a kol 2000).

1.4.3. Zména fungovani mikrobialni smycky

Microzooplankton Makrozooplankton
146 668
15
146 141
(7,1%) (6,9%)

Fytoplankton 249 Nalevnici/Prvoci
615 5655 > 537 ¥
R & (14,3%) 4
(30%) ! 37
Heterotrofni \
. nanoflagelati ‘:
314 \\ 64 ;
15,3% 539 4
( o ‘ -
(26,3%) 4 -7 93 T3

Sedimentation Bakterie [©  ____.---- ---
1191 |-----"""7

| Mikrobialni smycka
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Obr¢.2 Pelagiélni potravni retezec @hem vodniho ktu. Hlavni proudy uhliku jsou
znazorny Sipkami. Pelagialni potraviietezec ma d¥ hlavni komponenty - klasicky potravni
Fetézec (Sipky plné) a mikrobialni sthy (Sipky perusované). Celkova biomasa (mg C)ije
vepsana u danych skupin v jejich ratae a pod Sipkou ukazujici émproudu uhliku je
preména biomasy (C i d?). Velké R pedstavuje respiraci. Jak deme viet nejwtsi
prermrena biomasy je pravve smdru fytoplankton — bakterie, /@'emz tyto maji hned po
fytoplanktonu i nejitSi biomasu. Vzhledem k velkénistovému potencialu bakteriiizieme

tedy pedpokladat jejich dlezitou roli v ekosystémusgvzato z Sigee 2005).

Vodni kwt v anglické literatte zmhovany jako ,Algal bloom“ se objevuje v naSich
podminkach v & diky zvySenémuijsunu s¥tla a tepla. Tyto podminky umiidji vysSi fist
fas, edevsim jednobuinych s pamérem okolo 0,9 um, a sinic (Sigee 200Basy mohou
byt vSak napadeny parazity, kterymi jsoucasgji bakterie, fykomycétni houby a viry. Tento
parazitizmus byva vyznamy$i v eutrofnich vodach, ale zatim o tom neni mnahdmo
(Wetzel 1983). Rstias a sinic je zavisly nejen naimmparazitizmu vyse zmdnych organism
ale i na rozpughém fosforu a dusiku. Pokud se gwml:P zvySi dochazi k limitaci fosforem
a rychléemu ubytku biomaskas a sinic. V této posledni fazi je n&gi rozvoj heterotrofnich
bakterii (Wetzel 1983).

VétSina uhliku Bhem ,kveteni vody* prochazi tzv. mikrobialni sthpu. Bakteridlni biomasa
hraje @ tomto vyznamnou roli. Jeji mnoZstvi odpovida 8%2biomasyas, roste vsak rychleji
nez biomasdas a je tak neftSi biomasou heterotrofnich organisiiSigee 2005), jak izeme

vidét na obrazku.2.
1.4.4. Rasy a sinice v procesech eutrofizace

Za standardnich podminek jistfas nasledovamstem zooplanktonu a nakoneadistem ryb.
Pokud dochazi k eutrofizadiasy a sinice se shlukuji do kolonii, které jsou zwoplankton jiz
nepohltitelné. Také dochazi ke sniZzeniihpednosti, coZ zjsobuje sniZzeni schopnosti
piscivornich ryb ulovit kéist. Profituji tak ryby Zivici se zooplanktonem. gfbankton je
v eutrofnich vodach poitan a dochazi tak kt8imu naiistu biomasyras a sinic a posunu
v jejich sloZeni. Sinice navic produkuji toxiny ayre inhibujici zooplankton. Pokud je&ipun

Zivin stéle zvySenyistias a sinic se stava nekontrolovatelny (Sigee 2005).

V této fazi hraje vyznamnou roli pamdusiku a fosforu (N:P), jak naznge tabulkac.4.
Pokud dojde ke snizeni molarniho N:P pod 16ag$eias limitovan dusikem a &aou gevladat

sinice, na zaklad jejich jedin€né schopnosti fixovat plynny dusik (Kalff 2002). rrRaci
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enzymu nitrogendza a svych spedialadaptovanych bwk zvanych heterocyty zajidji
vodnimu ekosystému 1% z celkovéhtspnu dusiku do vody (KaStovsky a kol. 2003). Féixac
dusiku sinicemi je podména schopnosti fotosyntézy, ktera zajig¢ dostatek energie pro tento
proces. To znamena, Ze fixace je zavisla riles\a tudiZz se #ni s hloubkou jezera (Wetzel
1983).

Urovei trofie | inorg N | celkovy N | celkovy P | TN:TP | chlorofyl a
Oligotrofni <200 < 350 <10 <27 <35
Mesotrofni 200-400;  350-650 10-30 ~25 3,5-9

Eutrofni 300-650| 650-1200 30-100 ~17 9-25

Tabulka¢. 4 Koncentrace fosforu, dusiku, panirN:TP a koncentrace chlorofylu a ware

Gzivnych systémech. Hodnoty jsou udavamg i, TN: TP (mol mot) (prevzato z Kalff 2002).
1.4.5. Interakce sinicefasy a bakterie

Vzajemna interakce sinic a bakteriitbe byt Gzna. K negativnim vztdim pati predace,
kompetice, parazitizmu& bakterialni produkce antimikrobialnich latek ibbjicich Kist sinic
(Sigee 2005). Zvlastnitfpad je jakasi vzajemnaijdruzenost®, kterou zmiuje Salomon a kol.
(2003). Timto jevem se zabyval i Brunberg (1999rkupozoiiuje na stejnou dynamiku sinic
a bakterii k nim fidruzenych stim, Ze bakterigigruzené k sinicim vSak vykazuji mensi
aktivitu nez bakterie v obdobi bez sinicovéhétk{Homak a kol. 2008).

N¢které bakterialni rody produkujici antimikrobialdiky mohou zfisobit i lyzu sinic (Sigee
2005). Antimikrobiélnimi latkami josobicimi negativé na fiist sinic se zabyval i Yamamoto
(1993),

Betaproteobacteria, konkréti\lcaligenes zpisobujicich lyzu sinic rodiMicrocystis Vztahy

a kol. ktery mimo jiné igel na dinky latek produkovanych skupinou

mezi sinicemi obecaha bakteriemi jsou znazaimy na obrazku.3.

Dale byla také pozorovana kompetice mezi bakteriamsami pedevSim o fosfor. Bylo
dokazano, Zeiftomnostias napomahaistu bakterii (Peréz a Sommaruga 2006), tigivo
bakterie je limitace DOC, ktery jirfasy poskytuji, podstadjsi jak limitace fosforem. OvSem
piitomnost bakterii limituje st fas, zvlast v pripad limitace fosforem. Pokud je dostatek
swtla, fasy v experimentu dominuji (Sterner a Elser 208&)ee (2005) tvrdi, Zefplimitaci
fosforem a v prosédi chudém na Ziviny jsou kompaté schopgjsi bakterie. Currie (1990)

rozviji tuto myslenku téz a poukazuje tak na vzaemkontrolu fytoplanktonu a bakterii.
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Bakterie a sinice se vSak mohou vzajératimulovat i k fistu. Napiklad je dokazéno, Ze vysSi
nitrogenazova aktivita sinic je podniira vyskytem bakterii kolem heterocyt (Wetzel 1983).
Princip je zaloZen na &ité protichidnosti fyziologickych pochadsinic. Fixace a fotosyntéza
jsou v podstat dva nesluitelné cje, nebd uvolovany kyslik z fotosyntézy je toxicky pro
enzym nitrogendza umndjici fixaci dusiku (Kastovsky a kol. 2003). Baké&eprichycené

u heterocyt spdeébovavaji kyslik produkovarfasami, a tim vyt mikro-anoxické podminky

na povrchu heterocy&jmz zvySuji aktivitu nitrogenazy.

T "l DOC [T i
Antimikrobidalni latky |<_‘ l :
AT v
Parazitizmus a predace 3
1 kot Bakterialni

‘ +  buika

Epifytické vztahy |

Burka sinic T
! Kompetice 0 anorganické zdraj

Obr¢.3 Znazorrni vztali mezi betkou sinic a bakterii (fevzato z Sigee 2005)

1.5.Reseni antropogenni eutrofizace

1.5.1. DlouhodobéreSeni
Jedinym opravdu dlouhodobyrreSenim, je zamezitijsunu latek zfisobujicich undlou
eutrofizaci do povodi. Tyto latky jsou vzdy antrgeoniho fvodu a do celého ekosystému se
dostavaji napklad z hnojeni pol€i pouzivani pracich praglka jinych detergeit(Koci a kol.
2000). Dalsi moznosti je vyuziti modernich tecbgol pri ¢iSténi odpadnich vodied jejich
vpousEnim do zivotniho progedi (nap. zavedeni terciarnin®steéni odpadnich vod) (US-EPA
— United states-Environmental protection agencyuaiti této metody je dnes jiz v praxi
mozné, avSak pouze na velkydastickach (Ka&i a kol. 2000). Takoveéeto odsitavani
limitujicich nutrientt je mozné u tzv. externiho fipunu, ktery mZzeme ovlivnit
technologickymi zasahy nebo #nou hospodi@ni v povodi. Nicméh i kdybychom toto
dokazali, fosfor bude v n&drziigtavat i po nasledujici desetileti, coz jeéisgbeno internim
cyklem fosforu v nadrzi, kdy se fosfor nashrom#§dv sedimentech Zm¢ uvohiuje do vody
(Kloucek a Vaverova 2005).
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1.5.2. Kratkodoba reSeni projevi/dopadi

Na feSeni postupujici eutrofizace existuggkaolik moznych pistupi. Pati mezi & nagiklad
australsky postup s nazvem ,PhosLock”, ktery jedites komemeé dostupny (Kdéi a kol.
2000). Tento fpravek pracuje na principagmeny fosfatu na nerozpustny apatieZe se téz
pouzivaji polymerni iontogmice, které ovSem maji svd omezeni. Jednim z nichzgah pH,
ve kterém lIze fipravek aplikovat (Blaney a kol. 2007). ChemickyodloZnosti je mnoho, je
jimi ku ptikladu vyuzivani Zelezitycki hlinitych soli, sedimentujici vitky vSak ovlivauji
plankton (Klowgek a Vaverova 2005).

Existuji ovSem i mechanické metody, kterak zlepgdialitu vody v eutrofizované nadrzi.
Jednim takovymto fiistupem je provzdu®vani neboli aerace hypolimnia. SlouZzegevsim
k destratifikaci¢imz sefasy a sinice dostavaji détgich hloubek, kde jiz proémeni dostatek
swtla a hynou, nebo vyragrzpomali svj rist. Existuji fizna provzduovaci zdizeni, ale
vétSinou maji bd’ vysoké naklady nebo nedosifici vykonnost (US-EPA — United states-
Environmental protection agency). Jinyi@Senim je odstr&ni sedimentu obsahuijici fosfor.
VétSinou se vSak odstrani cela vrstva sedimentukiigna vrstvickou a navic &zka technika
narusi okoli nadrze. Metoda odsttan makrofyt, & uz kosenim nebo zvySenim dbho
herbivornich ryb ma také sva uskali. Prvitisjup je ¢aso¥ narany, druhy gedstavuje
vyrazny zasah do vodniho ekosystému. Mezi efektimetody pati pouziti algicidi ovSem
pouze Vv pipac, Ze oSdujeme vodni plochu, ktera neni vyuzivana rekmeéaani jako zdroj

pitné vody (US-EPA — United states-Environmentalk@ction agency).
1.5.3. Aplikace biologickych pristupi

Prirodé blizké jsou metody vyuzivajici biologické maniméa které lze pouZzit pouze
v zavislosti na chemickych, fyzikalnich a biologjck faktorech vody (Sigee a kol. 1999).
Nejcastji pouzivanou metodou je snizeni biomasy ryb Zohcde planktonentimz docilime
zvySeni biomasy zooplanktonu a sniZzeni biomasyfatiktonu. OvSem i toto je nemaly zasah
do vodniho ekosystému. Budoucnasgeni eutrofizace je v biomanipulacich na mikrabial
arovni. Velmi nadjnym se jevi vyzkum zaloZzeny na cyanofagnich virekteré zcela
specificky vylogi sinice ve vodnim kstu. Téchto viri je vSak objeveno velmi malo a navic
prakticky Zadny neni specificky z&heny na sinice tvidci vodni k¢t (Sigee 2005). Lze pouZzit

I bakterie, které vyléuji lytické enzymy zpsobujici rozpad sinic &s. Jedna se nidklad

o rodyBacillus¢i Flexibacter které zjisobuji zcela nespecifickou lyzu fytoplanktonich &un

Potencial feSeni eutrofizace bakteriemi tak doposud skyta isRupyxococcus ktera je
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schopna rychle vyhledat Ket, rychle ji stravit, rychle vyt biomasu a fezit i za nedostatku
potravy (Sigee 2005).

1.6. Bakterialni rodLimnohabitansa jeho dlezité ekofyziologické vlastnosti

Jak jiz bylo zmigno, kontrola vodniho kitu bakteriemi skyta velky potencial, avSak
dosavadni bakterialni kontrola sipala gevazré v predaci. Moznosti vSakigtava i vyuziti
silné kompetice sistow velmi kompetitivnimi bakteriemi. Prétakovy je rodLimnohabitans
(Kasalicky a kol. 2009)Jedna se o novou sladkovodni skupinu, ktaedsiavuje nové
moznosti v regulaci rozvoje sinic. Rddmnohabitansvykazuje vysokou rychlost fpmu
organickych i anorganickych substrat rychle reaguje na zmy podminek, jako je néiklad
piisun fosforu (Simek a kol. 2006). Tyto vlastnosti samorejmé ukazuji jako efektivni
konkurertni vyhoda, nebdi své ztraty fi prirozené predacéi umélé manipulaci nahrazuje
velmi rychle (Simek a kol. 2005).

Limnohabitansbyl izolovan z mezo-eutrofni vodarenské nadRimov v Jih@éeském kraji,
Ceska republika. Ve starSiaHancich byl ozn&ovan jako¢len klastru R-BT065 (bakterii
detekovatelnych stejnojmennou oligonukleotidovodbpu). Zivotni strategie této skupiny
spaiva ve vyuZzivani aerobniho metabolismu, je vSakogoh pileZitostré slak® rist

i v podminkach anaerobnich, coz tedy znamena, Zgedepa o fakultativniho anaeroba
(Kasalicky a kol. 2009). Ekologicka valence teplbtgnnohabitans spse pohybuje v rozmezi
od 4 — 34 °C (Kasalicky a kol. 2009), jedna se tedgezofilni bakterie. Biky Limnohabitans
Sp.jsou gram negativni,&Sinou malé az gdni velikosti. Jejich tvar sézni od klasickych
koku pres drobna vibriatizného zakiveni az po nefilis dlouhé t¢inky. Jsou nepigmentované,
nepohyblivé a vzdy bezfpomnosti béika (Kasalicky a kol. 2009).

Rod Limnohabitangpredstavuje velmidlezitou skupinu, jakozto jedna z &ivych komponent
uréujici dynamiku bakterioplanktonu nadrze (Simek & R®05). V pokusech provedenych
Simkem a kol. (2006) byl tento rod Betaproteobacterianejcastjsi koristi prvoki, coz se
zkoumalo pomoci hybridizace in situ potravnich @kprvoki. Je to pravépodobr vazano
na fakt, Ze neméa zadné obranné mechanismy pratapr@rvok: (Simek a kol. 2005). Ztraty
v8ak nahrazuje mintadré rychle, nebd reaguje na jakékoli manipulace v kratkétase
(Simek a kol. 2005). Dalsi vyzkum, ktery se zabywalahemias a bakterii, provedli Péréz

a Sommaruga (2006), kiepoukazali na fakt, Zze produkce heterotrofnich téak stoupa
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kterd po tech dnech pokusu byla dominantni (Peréz a SommaQeg).

Tento rod je zajimavyipuvahach o indikaci z&m dostupnosti substfav ekosystému, coz by
mohlo byt v budoucnu vyuZzito ifpindikaci proces eutrofizace vod. Navic naSe labotato
vlastni unikatni izolaty roduLimnohabitans z eutrofnich i mezo-eutrofnich vod. NaSe
piedlEzné vysledky nazr@aji, Zze pH ma pozitivni vliv na bakterie hybridiznmé prébou
R-BT065.
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2. Vyznam a uspdaradani experimentu
2.1Vyznam experimentu pro studium progeszivotnim prostedi

Eutrofizace a vyskyt vodniho kwu je velmi aktualnim problémem, ktery ma vyrazné
hospodéské a ekonomickéudledky a nize ohroZzovat i lidské zdravi (Kba kol. 2000).
Planované pokusy jsou postaveny tak, abiggsly informace o chovani studované skupiny
Limnohabitans spyv eutrofnich systémech a o mozZnych vztazich tétgisk s toxickymi
sinicemi. V budoucnu tyto poznatky mohotingst nové moznosti kontroly kvality vod.
V piipact pozitivnich vysledk bude bakterialni rod.imnohabitanszajimavym studijnim
objektem diky jeho fedpokladané vyznamné komgeii schopnosti, ktera by mohla snizit
ziejmou uspSnost sinic ,roztdenim mikrobialni smgky* a naslednou zgmou pongru C:N:P,
kdy dojde ke zvySeni limitace fosforu pro sinice.

2.2 Cile a usptadani experiment

NavrZzené experimentyfipesou detail§§Si znalosti o chovani sladkovodnich bakterii rodu
Limnohabitansy eutrofnich vodach. Budeme sledovat tuto vyznamsiaipinu v laboratornich

i pfirozenych podminkach na arovni izalatVychazime z potvrzené hypotézy o vlivu pH
z terénni studie a budeme zkoumat jeho dalSi \diwistovou rychlost studované bakterialni
skupiny. Dale nas bude zajimat vztah studovanélkbebalniho rodu a sinicéMicrocystis
ktery by dle pedpokladu mil byt antagonisticky. Tento laboratorni pokus budsledovan
terénnim, ktery navicimese zajimavé informace o diurnalni dynamice rbohanohabitans

v eutrofnich vodach, kde dochazi kvyraznym ragdil v chemickych i fyzikalnich
podminkach mezi dnem a noci. K ziskani exaktniced§i celého planovaného experimentu
budou pouzity moderni metody molekularni biologieombinaci s metodami klasickymi.

2.3. Predl&zné vysledky

Predk®zné vysledky vychazeji z prace o rdegi bakterii klastru R-BT065 ve sladkovodnich
ekosystémech (Simek a kol. nepublikovana datsheB Sesti isiai od 15.4. do 17.10. 2008
byla shbirana data o fyzikalnich, chemickych faktbre abundanci roduimnohabitansz 34
lokalit. Lokality byly vybirany tak, aby se jednalmnehnojené vodni plochy, které nejsou
intenzivre obhospodiévany, které jsou typavpodobné, festo dostataé heterogenni pro
ziskani Siroké stupnice hodnot a koncentraci daryelkélni, chemickych i mikrobialnich

faktond.
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Studované faktory byly testovany jednoduchou lineaegresi, jejiz vysledky zobrazuje
tabulka¢.5. Data obsahujici @etnost bakterii z klastru R-BT065 (radmnohabitany byla
zlogaritmovana, nelvchodnoty setrznily o dva azii fady. Stejna transformace byla provedena
i pro tzv. log Bakterie, ktery ipdstavuje pe&et heterotrofnich bakterii po atteni pd@tu
bakterii rodu_Limnohabitans

Faktor |p-hodnot§ R°

pH <0.001 0.460
Log Bakterie | <0.001 0.335
DOC <0.001 0.302

Nadm.vyska| 0.008 0.202
Vodivost 0.009 0.196
Teplota 0.050 0.115

C/P 0.133 0.069
NOs’ 0.193 0.053
Prihlednost | 0.256 0.040
NH," 0.531 0.011
Kyslik (mg/l) 0.753 0.003
RRP 0.810 0.002

Chlorofyl a 0.819 0.002

Tabulka ¢.5 Vysledky linearni regrese log-f®tnosti rodu Limnohabitans s fyzikalnimi,
chemickymi a mikrobiologickymi parametry lokalitiiRazné vysledky jsou vyzieay zelea.
NH;" (amoniovy iont), N@ (dusihany), RRP (reaktivni rozpusty fosfor), chlorofyl-a, kyslik,
prizhlednost ani C/P (poeén uhliku ku fosforu) pro mnohorozmmou analyzu dat pouzity
nebyly. Pdet lokalit je 34.

Prikazné vysledky (5% hladina vyznamnosti) z linearegjrese jsem dale zpracovala
mnohorozmdrnou analyzou dat v programu CANOCO, nélpgho vizualni vystupy jsou velmi
nazorné (Grafé.2). Jako ,species data“ pro program CANOCO bylydarey chemické,
fyzikalni a mikrobialni faktory nastené na vybranych lokalitach. Jako ,enviromentabtat
pro program CANOCO byla zadana mnozstvi bakterdurd@imnohabitans Data byla
zpracovana ifimou linearni metodu RDA, kdy jsem centrovala ndardizovala fes ,druhy*,
neba’ jednotlivé faktory jsou viiznych jednotkach a &itkach. Monte-Carlo permutai test
byl proveden se 499 permutacemi a jeho p-values vg¥na 0,0020, F- ratio pak bylo 11,86.

Prvni (v podstattaké jedind) kanonicka osa vy#ila 27 % variability.
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Graf¢.2 Vysledek pokusu vlivdiznych faktai na abundanci roddLimnohabitansy programu
CANODraw (n = 34).

Hodnota pH je opravdu pozitignkorelovana s abundanci rodu R-BT065, coZz potvrzuje
zakladni pedpoklad o jejich tzkém vztahu. Tento vztah je dhaleoze vSech sledovanych vliv
nejuzsi, nebduhel svirajici Sipky roduimnohabitansa pH je nejmensi v celém grafu. Zda pH
neutralni ¢i jeho zvySené hodnoty vyhovujiti;mo skupig R-BTO065, ¢i je ovliviuje pH
prostednictvim sloZzeni DOC (Simek a kol. nepublikovaréal je pateba jedt prozkoumat.
Velmi nizké hodnoty pH mohou také ovlivniist prvoki jakozto predatdr R-BT0O65 a tudiz

i sloZeni bakterioplanktonu a potom i fungovanéaeikrobialni smyky.
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3. Cile a hypotézy testované experimentem

() Sledovani zmn nristové rychlosti a maximalni dosazené biomasy i#olébdu

Limnohabitanss zavislosti na p&tesnim pH v laboratornich podminkéach.

Hypotéza 1: pH vrozmezi 4 — 10 pozitvrovliviiuje rychlost éstu a abundanci rodu
Limnohabitans PredlEzné vysledky ukazuji, Ze se qanost studovaného rodu fipzeném
systému mni s hodnotou pH. # nizkém pH okolo 4 dosahovalo mnozZstvi &kin
Limnohabitansv predbsznych experimentech hodnot 0,172 1burtk ml™, zatimco pi vy$8im

pH 8,9 byla poetnost studovaného rodu az 14,8 Hurck mi™.

(I) Sledovéani zmn rastové rychlosti a maximalni dosaZzené biomasy i#olédu

Limnohabitanss zavislosti na mnoZzstvi sinic rodicrocystis.

Hypotéza 2: Vztah mezi bakteriemi rodumnohabitansa sinicemi roduMicrocystis je
antagonisticky. Vysledky terénniho pokusu k#ika a kol. (2008) poukazuji na nizSiéptmost
a aktivitu této bakteridlni skupiny v souvislostivyskytem vodniho kstu Microcystis

aeruginosa.
(111) Sledovani diurnalni dynamiky rodumnohabitanss eutrofnim systému

Hypotéza 3: Htomnost extracelularnich latek produkovanych flaogtonem a diurnélni
zmeny pH ovliviuji abundanci rodlLimnohabitans Studovany rod vykazuje pozitivni reakce
na gitomnost exuddt fas (Simek a kol. nepublikovana data) a na zvySemdndty pH
(PredkEzné vysledky).
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4. Design pokusi a pouZzité metody
4.1 Design experimentu

4.1.1. Design
0 Spole&né rysy navrhovanych experimént

Pro laboratorni pokusy pouZijeme kultury plankt@hnbakterii rodu_imnohabitansa sinice
rodu Microcystis izolované z eutrofnich a mezo-eutrofnich systénRistova odpovd’
bakterialnich izoldt studované skupiny bude studovana v triplikateah gwkusy laboratorni
(1), (2) i pro pokus v terénnich podminkach (3).¢dgn v abundanci studovanych bakterii
a sinic budou monitorovany 4-5 dni v 8 hodinovyateivalech, zatimco prastovou odpovd’
na fizné pH budou odiry ¢asgjSi. Pokusy budou probihat jako vsadkova kultivacerénni
pokus se uskudei béthem 24 hodin v dialyzmich pytlikach, které umdkji zasobeni

Zivinami, ale zamezuji fniku organismu z okoli. Odb bude probihat kazdych Sest hodin.
(1) Rastova odpovd’ izolati z roduLimnohabitansa gradient p&atesniho pH

Planovany pokus ukaZze, jak seimh nistova rychlost roduLimnohabitansv zavislosti na
pocateinim pH. V erlenmayerovych bkach s BZn¢ pouzivanym kultivénim médiem NSY
(3 g/l organickych latek) (Hahn a kol. 2004) budgmven gradient pH od 4 do 10 po 0,5 bodu
pH. Paateni pH bude sledovano po celou dobu pokusu. Do kbatlky bude peveden stejny

pocet burgk skupinyLimnohabitans
(2) Vztah roduLimnohabitansa sinic roduMicrocystis

Pokus se zabyva studiem vzajemné interakce baktegkupiny Limnohabitanssp. a kultur
toxickych sinicMicrocystis Kultivace prokthne v ungle vytvorenych podminkach eutrofizace.
Do vysterilizované vody z vybraného eutrofniho mjan bude pevedeno dané mnoZstvi
studovanych bakterii ifpisténé kultury sinic. Zatimco mnozstvi bakterii bud&azdém
pokusu stejné, odpovidajici eutrofnimu systému, zstvd sinic se bude liSit. Taktdipravené
kultivacni lahve se ponechajitiplaboratorni teplat s gristupem dostatku denniho éta

a budouttkrat za den zamichany.
(3) Diurnalni dynamika skupinkimnohabitanss eutrofnich vodach

Planovany terénni pokus nap@e objasnit situaci ohledrdiurnalnich zmin v patetnosti rodu
Limnohabitansy prirodnim eutrofnim systému, kde ve dne diky intemizfetosyntéze dochazi

ke zvySeni pH a v noci diky dychani pHébklesad. K tomuto &elu bude vybran jeden
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z intenzivrié obhospod&vanych rybnik, kde dochazi k eutrofizaci z&émé¢. Na z&éatku a na
konci experimentu bude zj&to sloZzeni mikrobidlniho spdenstva (zooplankton,
fytoplankton, bakterioplanklton). Triplikaty dialgnich pytliki obsahujici  biiky
Limnohabitansbudou nasazovany postuppo Sesti hodinach s tim, zéegchozi bude vyjmut.
Kazdy pytlik tak bude ve veédé hodin. Bi kazdém novém nasazeni pytliku bud&eno pH,
teplota a mnoZzstvi kysliku ve védzZarover budou odebrany vzorky pro chemickou analyzu.

4.1.2. Casovy harmonogram experimentu

Pracovni plan ¢innosti pro roky 2009 - 2011 mirna aktivita _

Uloha a naasovani 2009 2010 2011

Izolace a kultivace

Priprava a realizace pokusu vliv gradientu pH

Vyhodnocovani pokusu vliv gradientu pH

Ptiprava a realizace pokusimnohabitansx Microcystis

Vyhodnocovani pokusLimnohabitans< Microcystis

Priprava a realizace pokusu denni dynanhikanoh.

Vyhodnocovani pokusu denni dynamlkennoh.

Zpracovani vysledk

Ptiprava manuskriptu

4.1.3. Finanéni naro¢nost experimentu

Naklady (tis. K)
Spotrebni material 130
Oligonucleotidové préby (CARD-FISH) 30
SYBR Green | (pitokova cytometrie) 15
MicroBeads (piitokovou cytometrie) 10
Dialyzatni membrany 30
Filtry 0.2 um (Durapore) 25
Kultiva¢ni media a chemikalie 10
Drobny spatebni material 10
Sluzby (chemicky rozbor vody) 8
Cestovné(CR) 2
Mzdy a odmény 10
Celkem 150
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4.2 Pouzité metody

4.2.1. Metody pouzité k mikrobialnimu rozboru vzorku
- CARD-FISH - Catalyzed Reporter Deposition- Fesence In Situ Hybridizatigoro
detekci rodu.imnohabitansy prirodnich vzorcich (Sekar a kol.2003)
- Epifluoresceni mikroskopie k zjifovani abundance bakterii (fafimek a kol. 2001)
- Pritokova cytometrie k zj&i abundance bakterii (Gasol a kol. 2000)
- Ptimé p@itani v mikroskopu ke zji8hi sloZzeni zooplanktonu (McCauley 1984)
- Technika peitani burtk v Utermoéhloé sedimenténi komirce pro zji&ni sloZzeni
fytoplanktonu (Javornicky 1958)
4.2.2. Metody pouzité k zjistni chemickych a fyzikalnich vlastnosti vody
- Potenciometrické gifeni pH sondou WTW
- Ampérometrické rreni kysliku sondou WTW
- Manometrické stanoveni BSKigtrojem WTW
- Spektrofotometrické stanoveni celkového fosfertP, rozpu&ného reaktivniho — RRP
(Kop&ek a Hejzlar 1993)
- Stanoveni celkového uhliku — TC, rozgungtho organického uhliku — DOC analyzatorem
Shimadzu TOC-5000A
- Speotrofotometrické stanoveni dumgn (Yang a kol. 1998)
- Stanoveni celkového dusiku poloautomatizovarwarknetrii (O'Dell 1993)
- Spektrofotometrické stanoveni chlorofylu a (Hetansen a Reimann 1978)
4.2.3. Metody ke zpracovani vysledk
- program statistica - dvoucestna ANOVA (Berano08&)

- program CANOCO —ifimé metody (Ter Braak a Smilauer 1998)
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4.3Resitelé a jejich kompetence

Katefina Rchotova (hlavni reSitelka) — bakterialni kultivace, fluoreséan mikroskopie,

statistické metody, zpracovani vyslédkiiprava manuskriptu, 50 % pracovni napin

Mar. Vojtéch Kasalicky — mikrobialni kultivace, fotosyntéz#éas a sinic, fluorescéni
mikroskopie, CARD-FISH, 30 % pracovni napin

RNDr. Karel Hotidk, Ph.D— CARD-FISH, piéitokova cytometrie, fluorescéni mikroskopie,

20 % pracovni napn

5. Dostupné vybaveni

Na Hydrobiologickém Ustavu AUR jsou ¢tyti dobre vybavené laborate. Jedna pro praci
s radioizotopy, dalSi pro molekularni technikigti pro izolaci a kultivaci bakterii &vrta pro

kultivaci a analyzy fytoplanktonu.

Pristroje: fluorescetni mikroskopy — BX-60, dva pol@i plné automatizované — AX-70
PROVIS, & Nikon-90i), dva systémy pro analyzu olrakUCIA D a LUCIA G/F,
hybridizani a kultiva&ni boxy, zakladni vybaveni pro techniky DGGE, PGR.,gpiitokovy
cytometr FACSCalibrum BD, FLUOROMAX-3 spektrofluenetr dostupny
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6. Shrnuti

Navrhovany projekt se zabyva tématikou vlivu pHutr@&fizace na abundanci nbwbjevené
bakteridlniho roduLimnohabitans Tato skupina je zcela vyjimiea svymi tistovymi
schopnostmi, které {iinni velice kompetiné¢ schopnou. Jak ukazuji dosavadni studie, jedn& se
piedevsim o schopnost rychlé reakce n&mmpodminek a rychla tvorba biomasy, coz ji dava
velmi vyznamnou roli v mikrobialni sndge. Nesmime opomenout ani vliv organickych latek
produkovanych fytoplanktonem na d@bnost této skupiny. Naplanované pokusy vychazeji
z predkéznych vysledl, které potvrzuji hypotézu o pozitivnim vlivu pH mpacetnost rodu
Limnohabitans v pfirozenych systémech. Experimenty jsou postaveny tky [Finesly
podrobréjSi informace o idstové rychlosti izolovanych bakterii ze studovan&ipiy

v zavislosti na z@né pH, o jeji interakci s toxickymi sinicemi z eutnd€h systém atéz

o diurnélni dynamice roduimnohabitanspiimo v redlném systému eutrofizovaného rybnika.
Pouzitim modernich molekularnich metod, se ktemrainaSe laboratalouholeté zkuSenosti,
budeme schopni sledovat nélelit¢jSi studované parametry rodlimnohabitans

Nasim cilem je zjistit zakladni informace o vztahistu roduLimnohabitansve vysoce
eutrofnich systémecheastym vyskytem toxickych sinic, cozZ je dnes velktudlni téma. Tyto
znalosti v budoucnu mohouigpst k piirozenémuieSeni problérin naSich eutrofnich vod, kde

studovana skupinaie hrat kitovou roli v kompetici o Ziviny se sinicemi.
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