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1. Uvod a cile prace

Bakterie jsou podrobovany stdlé selekci vlivem fyzikdlnich a chemickych faktorii a
jejich vyskyt ve vodnim prostfedi je ovlivnén piedev§im schopnosti adaptace (Kopiivik
1982). Heterotrofni bakterie patfi ve vodnim prostiedi mezi nejvyznamnéjsi degradacni a
transformacéni Cinitele, které se svou metabolickou aktivitou podileji na rozkladu a
mineralizaci organické hmoty a vyznamné tak pfispivaji ke kolobéhu biogennich prvki
(Mlejnkova 2000). Pelagické heterotrofni bakterie hraji zédsadni roli ve vodnich
ekosystémech jako reguldtofi kolobéhu uhliku a ddlezitych Zivin jako napiiklad fosforu a
dusiku (Carlsson & Caron 2001) a pfi regeneraci organické hmoty z detritu do zZivé biomasy
nebo jeji remineralizaci zpét na anorganické slouceniny (Azam et al. 1983, Ducklow &
Carlsson 1992, Shiah & Ducklow 1994) a jsou nejvétSimi konzumenty rozpusténé organické
hmoty v planktonu (Carlsson & Caron 2001).

Bakteridlni rGst a biomasa ve vodnich ekosystémech jsou ovliviiovany fadou
fyzikélnich omezeni, jako naptiklad teplotou (Shiah & Ducklow 1994), stejné tak jako i top-
down faktory - predaci (Caron 1991), bottom-up faktory, jako je dostupnost substrati —
organické a anorganické Ziviny — (Cole et al. 1988, Rivkin & Anderson 1997) a virovymi
infekcemi (Proctor & Fuhrman 1992, Fuhrman & Noble 1995, Pace & Cole 1996).

Mezi témito faktory je limitace Zivinami relativné mélo prozkoumand. Bakterie jsou
zndmy tim, Ze jsou oproti primarnim producentim lepSimi konkurenty nejen v piijmu
rozpus$téného anorganického fosforu (P;), ale experimenty prokdzaly Ze 1 dusi¢nanovych a
amonnych iontl za podminek limitace Zivinami (Currie & Kalff 1984, Bratbak & Thingstad
1985, Suttle et al. 1990). Doposud bylo zjisténo, Ze jejich rist miiZe byt limitovan
dostupnosti fosforu (Elser et al. 1995, Carlsson & Caron 2001).

Tato prace se formou literarni reSerSe a experimentdlni ¢4sti zabyva problematikou
extraceluldrnich fosfatas. Cilem prace je (i) kritické zhodnoceni metod méfeni fosfatasové
aktivity a (ii)) sezndmeni se s metodou FLEA vpraxi pfi vyhodnoceni vzorkd

bakterioplanktonu z Certova jezera.



2. Vodni bakterie a jejich postaveni v toku latek

Bakterie potfebuji zdroj uhliku pro syntézu aminokyselin, organickych bdazi,
sacharidd, lipidi a jinych nizkomolekuldrnich latek, potfebnych k tvorbé makromolekul.
Z tyzikédln¢ chemickych vlastnosti latek pfichdzejicich v dvahu jako zdroje uhliku pro
bakterie je urcujici pro dostupnost zejména velikost molekul, rozpustnost, stupen okyslic¢eni
atomt uhliku a prostorova konfigurace (Rosypal et al. 1981). Organicky uhlik byl tradi¢né
povazovan za hlavni faktor limitujici rtst heterotrofnich bakterii pelagického prostiedi, ale
fada autord jiz ukdzala, Ze bakteridlni rlst ve vodnich ekosystémech muize byt limitovan
dostupnosti dusiku a fosforu spiSe nez nedostatkem uhliku (Morris & Lewis 1992, Elser et
al. 1995, Pomeroy et al. 1995). Z Certova jezera popisuje Nedoma et al. (2003a), Ze jsou
bakterie spiSe zavislé na allochtonnim uhliku neZ na fytoplanktonnich exudatech, protoze
tyto pokryji pouze malou ¢ast poZadavku bakterii na uhlik.

Bakterie si udrzuji nizké (ve srovnani s vétSinou eukaryotickych organismi) poméry
C:NaC: P azfejmé maji omezenou schopnost ke zméné své stechiometrie (Redfield et al.
1963, Goldmann et al. 1987, Caron 1991); tudiZ poZadavky bakterii na dusik a fosfor jsou
vzhledem k poZadavkim na uhlik pomérné vysoké a deficit téchto Zivin v organickych
substratech vyuzitych bakteriemi k rtistu maZe vést k jeho limitaci (Carlsson & Caron
2001).

V jezerech temperdtni zény nastdva limitace fosforem vétSinou béhem pribéhu
obdobi rozvoje fytoplanktonu, kdy koncentrace P; vétSinou klesa k nepatrnym koncentracim
(nanomolédrnim ¢i subnanomoldrnim) (Hudson et al. 2000). Za téchto podminek ptfedstavuje
rozpustény organicky fosfor (P,) alternativni zdroj fosforu, ktery neni pro buniky piimo
dostupny (Herndndez et al. 1996) a musi byt nejprve hydrolyzovan extracelularnimi
fosfatasami na alkoholy a ortofosfat (Jansson et al. 1988).

Fosfor mtiize byt limitujicim prvkem nejen v oligotrofnich jezerech, ale také
v mezotrofnich a eutrofnich vodach. Béhem jarniho ¢i letniho piku fytoplanktonu je velice
mald ¢ast z celkového mnozZstvi fosforu v prostiedi ve formé ortofosfatu. Navzdory tomu,
mnohé druhy fytoplanktonu jsou schopny dobfe rdst i za téchto deficitnich podminek
(Rengefors et al. 2001). Carlsson & Caron (2001) se zabyvali otdzkou limitace Zivinami u
sladkovodniho bakterioplanktonu a neobjevili béhem své studie, oproti vSeobecné vzitému
nazoru, zadny dikaz o limitaci bakteridlniho ristu dusikem. Organicky uhlik byl
kolimitujici. Experimenty ukézaly, Ze fosfor byl hlavnim faktorem limitujicim bakteridlni
rist béhem velké ¢asti 1éta. Prudky nartst bakteridlni abundance a produkce proteinti nastal

pfi pfidani fosforecnych iontd a glukosy. Do designu experimentt vlozili i vliv teploty na



bakteridlni produkci a dosli ke zjisténi, Ze teplota nad 12°C nebyla dileZitym urcujicim

Cinitelem co se tyCe bakteridlni produkce. Avsak teploty pod 12°C utlumovaly efekt

pfidavku Zivin na rychlost produkce, kdy na ptidavek libovolnych kombinaci glukosy,

amonnych a fosfore¢nanovych iontii do prostfedi nenastal jako odezva Zadny vyznamny

nartst bakteridlni produkce.

Obdobné Ochs et al. (1995) zjistili, Ze bakteridlni produkce a ristové rychlosti

v epilimniu oligotrofniho jezera nesouviseji s teplotou nad 14°C. Scavia & Laird (1987) a

Hoch & Kirchman (1993) vypozorovali u jimi sledovanych bakterii korelaci rtstové

rychlosti s teplotou za podminek, Ze teplota byla pod deseti az dvanécti stupni Celsia, ale pfi

teplotdch nad 10-12°C nezjistili Zddnou korelaci.
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Obr. 1 Vztah mezi bakteridlni produkct a teplotou. Graf A ukazuje hodnoty vzorku

bezprostredné po odbéru (slabd korelace; P = 0,09, F-test). Graf B ukazuje exponencidlni

riist produkce (P = 0,0001, F-test) po priddni vSech tii Zivin (org.uhlik, amonné a

fosforecnanové ionty) a 24hodinové inkubaci vzorku. Obdobné chovdni bakterii za

neomezenych zdsob substrdtu mimo jiné experimentdlné prokdzali i Topiwala& Sinclair

Odezva

spoleCenstva bakterioplanktonu na pfidani

(1971) (prevzato z Carlsson & Caron 2001 ).

organického uhliku a

anorganickych Zivin naznacila, Ze ackoliv byl fosfor hlavnim prvkem limitujicim bakteridlni

rust,

mnoho

sledovanych vzorkti bylo blizko podminkdm kolimitace dostupnosti



organickym uhlikem. Nartst bakteridlni produkce pfi pokusech s pfidavkem P; iontl byl
skrovny ve srovnani snartisty produkce pozorovanym pii spolecném  pfidani
fosfore¢nanovych ionti a glukosy (Carlsson & Caron 2001).

Gonzéles-Gil et al. (1998) zjistili, Ze kultury fas rostouci v médiich bohatych na
ziviny organického ¢i anorganického fosfatu dosdhly stacionérni faze pii retalivné vysoké
urovni biomasy, pficemz doslo s nejvétsi pravdépodobnosti k limitaci uhlikem (Anderson et
al. 1990), zatimco nejnizsi uroven biomasy byla pozorovana pii kultivaci v médiich obou
typli chudych na obsah fosfatd, coz bylo doprovazeno narlistem fosfatasové aktivity.
Vlivem limitace ortofosfitem hydrolyzuji fasy okolni organické fosfaty pomoci
extraceluldrnich fosfatas (Fitzgerald & Nelson 1966) a transportuji takto uvolnény ortofosfat
do svych bunék (Hernéndez et al. 1996).

Kolobéh dusiku je ve srovnani s kolobéhy ostatnich minerdlnich prvkd podstatné
komplikovanéj$i a variabilnéj$i. Zahrnuje nejvétsi mnozstvi pfemén, na nichz se zacastiiuji
riizné mikroorganismy, Casto tzce specializované na uréity typ pfemény (Ulehlovéa 1989).
Dusik ulozeny zvlast¢ v aminovych skupinich proteind je pfeménovan deaminaci na
amoniak, ktery je vSak v aerobni z6né¢ pomérné rychle oxidovan na dusi¢nany. Fixace N,
probihd v tomto prostiedi pomérné rychle a rychlost fixace je zdvisld na mnoZstvi svétla a
koncentraci organické hmoty (jako zdroju energie). Za urcitych podminek vSak fixace N,

miZe byt inhibovdna vy$§imi koncentracemi NH;" (Némec & Hordkova 2002).
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3. Postaveni vodnich bakterii v cyklu fosforu

Po mnoho let byla role fosforu jako limitujici Ziviny pro fytoplankton zdrojem polemik
(Gonziles-Gil et al. 1998). Funkce pelagickych heterotrofnich bakterii v regulaci kolobéhu
fosfatu zdstava neobjasnéna a malo je zndmo o jejich roli v systémech limitovanych fosforem
(Nedoma & Vrba 2006). Mnoho badatelt véfi, ze je fosfor hlavni limitujici Zivinou ve
sladkovodnich ekosystémech (Berman 1970, Wynne 1977, Healey & Hendzel 1980), ale pro
moiské ekosystémy je tradi€né uvazovan dusik (Thomas 1970, Goldman et al. 1979). Role
fytoplanktonu a bakterioplanktonu v regeneraci a piijmu fosforu se zdd souviset s trofickou
trovni jezer (Vrba et al. 1995). Ve studii Gonzéles-Gil et al. (1998) pokusné zjistili, Ze kultury
s menS$im obsahem fosforu v médiu (diky némuZ se buniky fas ocitly v deficitu), mély nizsi
biomasu nez kultury s dostatkem dostupného prvku.

Bakterie maji v buitkdch poné€kud vyssi podil P neZ vétSina vyssich organismu, proto je
vyznamné, jaky podil zdsoby fosforu ve vodé je uloZen v bakteridlnich burikich a jak rychle se
uvoliiuje a vraci do kolobéhu (Straskrabova et al. 1996). Velké mnozZstvi fosforu je obsazeno
v nezivém organickém materidlu s polymerickymi strukturami a tudiZ neni bakteriim, fasam a
houbam snadno dostupny (Strojsova 2001). Malo je zndmo o procesech & mikrobidlnich
populacich, které depolymerizuji organické slouceniny fosforu s vysokou molekulovou
hmotnosti v odpadnich vodich nebo o téch, které hydrolyzuji fosfomonoestery na organické
monomery a P;. Produkty degradace detritického organického fosforu jsou snadno pfijimany a
metabolizovany bakteridlnimi butikami (Van Ommen Kloeke & Geesey 1999).

Zatimco byla zna¢na pozornost vénovana identifikaci populaci bakterii, které akumuluji
poly-P;, bylo malé usili vénovdno mikrobidlnimu priibéhu zpracovani detritového organického
fosforu ¢i regeneraci fosforu (Van Ommen Kloeke & Geesey 1999). Regenerace fosforu byla
definovdna jako hydrolyza P; z organickych ¢i dalSich komplexnich sloucenin fosforu,
rozpuSténych ¢i partikulovanych, u nichZ je hydrolyzovany P; uvolnén mimo buiiku
(Ammerman & Azam 1985).

Po obdobi jarntho maxima fytoplanktonu se vyznamné mnozstvi fosforu ocitne mimo
michanou vrstvu, coZ muiZe sniZit jeho dostupnost pro bakterioplankton ve sladkovodnich
ekosystémech (Birch & Spyridakis 1981). Ukazalo se, Ze bakterie jsou lepSimi konkurenty
v boji o ortofosfat za podminek jeho extrémné nizké koncentrace, zatimco fasy jsou schopny
vyuzit u¢innéji ortofosfat béhem jeho docasné zvysené koncentrace a mohou tedy rust diky
vyuziti naakumulovaného fosforu 1 béhem odbobi jeho nedostatku (Cotner & Wetzel 1992).

Uddvand koncentrace fosfitu, kterd staci k uspokojeni nutri¢nich potfeb bakterioplanktonu je
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0,1 pmol.l'1 (Curie & Kalff 1984, Chrést & Overbeck 1987, Cotner & Wetzel 1992, Thingstad
et al. 1993). Nicméné laboratoini studie naznacuji, Ze mnoho druht je schopnych ziskavat
fosfor z esterti za ucelem udrZeni rdstu béhem nedostatku ortofosfatu (Jackson & Williams

1985, Cotner & Wetzel 1992).
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4. Extracelularni fosfatasy

Protoze bakterie maji rigidni sténu propustnou nanejvy$ pro nizce komplexni
organické latky, je vyziva vSech bakterii osmotrofniho typu. Makromolekuldrni 1dtky mohou
tedy bakterie metabolicky zuzitkovat jen po jejich extraceluldrni degradaci na mensi St€py
hydrolytickymi extracelularnimi enzymy vylucovanymi do prostiedi (Emberger et al. 1979).
Adaptace na riist pri nizkych koncentracich nutné vyzaduje dostatecné mnoZzstvi enzymd,
transportujich substrat do buiiky, s vysokou afinitou k substrdtu (tj. s nizkou saturacni
konstantou K, podle kinetické rovnice Michaelis-Mentenové). To je obvykle spojeno s nizsi
maximalni rychlosti pffjmu substratu (V,,) a niZ$i maximalni specifickou rdstovou rychlosti
(Umax) (Straskrabova et al. 1996).

Intracelularni enzymy, kterych je vétSina, zastavaji uvnité buiiky, ve které vznikly a
tam vykondvaji své specifické funkce. Funguji bud v rozpusténé formé nebo vdazané
v riznych biologickych strukturdch. VétSinou maji specifickou lokalizaci (Vodrazka et al.
1991). Podle podminek, za kterych bakterie tvofi enzymy, rozezndvame enzymy konstitutivni
a adaptivni, které produkuji jen za pfitomnosti substratu, ktery specificky méni. MnoZstvi
vSech enzymi, zejména enzymu adaptivnich, je pfitom fizeno né€kolika mechanismy,
spocivajicimi jednak v indukci nebo represi jejich produkce, jednak v jejich aktivaci nebo
inaktivaci (Emberger et al. 1979). Dostatek nizkomolekularnich latek v prostiedi piisobi na
produkci vétSiny ektoenzymi represivné (katabolickd represe). Poklesne-li koncentrace
nizkomolekuldrnich latek pod urcitou kritickou mez, dojde k derepresi, tj. k odblokovéni
tvorby ektoenzymid. VyuZitim represivni strategie pro syntézu ektoenzymii mohou
mikroorganismy zabrénit zbytecné produkci induktivnich enzymi, které nejsou nutné, pokud
rist mikroorganismi neni limitovéan zdroji uhliku, dusiku nebo fosforu. Aktivita ektoenzymi
muZe byt vyrazné sniZena v pfitomnosti inhibitorti. Zatimco kompetitivni inhibitory soupefi
se substratem o vazebné misto enzymu, nekompetitivni inhibitory obvykle poSkozuji enzym
na jiném misté (Straskrabova et al. 1996). Dereprese fosfatas byla zjiSténa u vodnich bakterii
po pridani glukosa-6-fosfatu a ATP do jejich prostiedi (Chrést 1991).

Mnohé polymery nejsou ve vodé piitomny trvale, takze trvald produkce vSech
hydrolas je pro mikroorganismy nevyhodna. U¢innd indukce ektoenzymi je komplikovan&jsi
nez indukce intracelularnich enzyma. Jednak jsou molekuly polymert pfili§ velké na to, aby
mohly proniknout do buiniky a slouZzit jako induktor, jednak mikroorganismus musi byt
schopen monitorovat aktivitu ektoenzymu vné buiiky. K tomu slouZzi vylu¢ovani malého

mnozstvi konstitutivniho ektoenzymu. Pokud je v okoli buiiky pfitomen substrit, je
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hydrolyzovan timto konstitutivnim ektoenzymem, nahromadény produkt vstupuje do buriky a
indukuje dalSi tvorbu ektoenzymu (Straskrabova et al. 1996).

V ptfipadé nedostatku nckteré esencidlni slouceniny nebo prvku mobilizuje buiika
jednak wvnitfni rezervy, jednak intenzifikuje aktivni procesy ziskdvdni nedostatkového
substratu z prostiedi. Pfi limitaci fosforem dochdzi na povrchu burniky ke zmnoZzeni mist pro
aktivni transport P pfes bunéfnou membrinu a k indukci extraceluldrnich fosfatas, které

zptistupniuji organicky vazany P v prostfedi (StrasSkrabova et al. 1996).

4.1. Definice fosfatas

Fosfatasy jsou hydrolytické enzymy, které S$tépi estery kyseliny fosforecné
(fosfolipidy, fosfoproteiny apod.). Jsou hojné zastoupeny v prokaryotickych i eukaryotickych
buiikach, kde jsou soucdsti regulacnich a syntetickych procesti (Hordkovd & Némec 2003).
Podle mezindrodni nomenklatury enzymt patii fosfatasy do tieti hlavni tfidy enzymi, tedy
mezi hydrolasy a do prvni podtfidy, ve které jsou hydrolasy katalyzujici Stépeni esterovych
vazeb. Jsou oznaceny kédem EC 3.1. Podle vztahu k substritu Ize fosfatasy rozdélit do dvou
zékladnich skupin: 1) specifické pro jeden typ substridtu (napf. adenosintrifosfatasy,
hexosodifosfatasy); 2) specifické k vice substratim (napt. fosfomonoesterasy, fosfodiesterasy
a pyrofosfatasy) (Hordkovd & Némec 2003). Fosfatasové enzymy (fosfomonoesterasy,
fosfomonoesterhydrolasy) hydrolyzuji P-O vazbu fosfomonoesterti (Chrést & Albrecht
1986), zatimco nukleasové enzymy (fosfodiesterasa) hydrolyzuji P-O vazbu fosfodiestert
(Jansson et al. 1988). Clark et al. (1998) poukazuji na to, Ze fosfomonoestery piedstavuji

okolo 75% vSech makromolekulérnich latek rozpusténého organického fosforu.

O
|

R- P-O0-0OH+H)0 =——>R-0H+ H3P0y
OH

Obr. 2 Obecné schéma katalyzovdni hydrolyzy monoesterii kyseliny fosforecné

fosfomonoesterasou (R = organickd skupina) ( prevzato z Hordkovd & Némec 2003).
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Fosfomonoesterasy se rozdéluji do ¢ty skupin (klasifikacni ¢islo EC 3.1.3.1. az EC
kyselé fosfatasy. V zdvislosti na producentském organizmu vykazuji alkalické fosfatasy
vysokou aktivitu v Sirokém rozmezi hodnoty pH (pH 7,2 az 10,5). Kyselé fosfatasy vykazuji
nejvyssi fosfatasovou aktivitu pfi hodnoté pH okolo 5. Alkalickd fosfatasa u mikroorganizmu
byva velice Casto vdzana na struktury buiiky, pouze maléd Cast je sekretovdna do prostredi
(Horakova & Némec 2003).

Fosfatasové aktivita byla po dlouhou fadu let zkoumdna pouze u fytoplanktonu a az

pozdé&ji u bakterii.

4.2. Lokalizace fosfatas

Fosfatasy jsou obvykle spojeny s bunéénou membridnou (Cembella et al. 1984) a
hydrolyzuji rozpusténé fosfatové estery vné buiiky, dovolujic tak burice absorbovat pouze
fosfatovy ion a ponechat zbylou organickou ¢ast v médiu (Gonzales-Gil et al. 1998).

Lokalizaci alkalickych fosfatas u fas se zabyvala fada autort a byla popsdna u mnoha
rozdilnych skupin - mofskych rozsivek Chaetoceros affinis, Skeletonema costatum a
Phaeodactylum tricornutum (Kuenzler & Perras 1965, Moller at al. 1975), u zelenych fas u
rodu Chlorella (Brandes & Elston 1956), u zlativek Isochrysis galbana (Kuenzler & Perras
1965) a u dinoflagelatt u druhu Peridinium cinctum (Wynne 1977).

Fosfatasy na vnéjSim povrchu buiiky pozorovali Kuenzler (1965) i Fitzgerald &
Nelson (1966). Brandes & Elston (1956) zjistili jejich pfitomnost na povrchu bunééné stény a
v roce 1976 1 Matagne et al.v plazmatické membrané.

Nicméné, jak podotykaji Gonzales-Gil et al. (1998) u nékterych dalSich druhil jako
napiiklad u dinoflageldta Prorocentrum micans (Uchida 1992) nebo zelené fasy Scenedesmus
quadricanda (Overbeck 1962) nebyl zjevné tento enzym lokalizovdn na vnéj$i membrané.
KdyZ byl pozorovin charakter barveni ELF u Alexandrium fundyense, alkalické fosfatasy
nebyly blizko vné;jSi membrany, ale spiSe se jejich rozsiteni jevilo uvnitf buniky (Gonzales-Gil
et al. 1998). Z této skutecnosti Gonzales-Gil et al. (1998) vyvodili, ze fosfatasy pozorované u
Alexandrium fundyense se neindukuji vlivem ,.hladovéni* zptisobeného nedostatkem fosforu.
Messer & Ben-Shaul (1969) a Wynne (1977) experimentovali s dinoflagelatem Peridinium
cinctum a lokalizovali u néj alkalické fosfatasy uvnif bunék, avSak v pifipadé potieby byl

enzym transportovan k bunécné sténé a vyloucen pies pory. Schmitter & Jurkiewicz (1981)
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zjistili, Ze u druhi fas Gonyaulax polyedra a Gonyaulax tamarensis byly alkalické fosfatasy

pritomny a naznacili, Ze hraji roli v autofdgnich procesech.

4.3. Fosfatasy a vlivy prostredi, regulace

Byly vysloveny domnénky, Ze vyssi troficky status jezer koresponduje se vzriistajici
produkci alkalickych fosfatas fytoplanktonem (Jones 1972) a s prevaZujici roli alkalickych
fosfatas v regeneraci organického fosforu (Ammerman 1991, Cotner & Wetzel 1991).

V zésaditych vodach (pH 6,0 — 10,0) fasy a ostatni mikroby vylucuji zdsadité fosfatasy
(Gage & Gorham 1985), ptficemz v kyselych vodach (pH 4,0 — 6,0) pfevladaji kyselé fosfatasy
(Jansson et al. 1988, Olsson 1991, Nedoma et al. 2003a). Kyselé fosfatasy maji optimum pH
pii 4,0 — 6,0 a ma se zato, Ze Ze jsou aktivni ve vnitfnim bunécném metabolismu, nejsou
potlacované ortofosfitem (Kuo & Blumenthal 1961, Reid & Wilson 1971, Jansson et al.
1988), jsou konstitutivni, produkované buiikkou vice ¢i méné stile a slouzi zejména
v metabolismu fosforu (Cembella et al. 1984, Jansson et al. 1988). Alkalické fosfatasy se
zdaji byt ve fytoplanktonu vice béZzné nez kyselé fosfatasy (Nalewajko & Lean 1980). Obé
formy jsou schopné hydrolyzy organickych fosfatii a uvolnéni ortofosfatu (Gonzales-Gil et al.
1998)

Alkalické fosfatasy jsou indukovany pii nizkych vnéjSich koncentracich P; a
lokalizovany na a nebo u povrchu buiiky, kde hydrolyzuji fosfomonoestery vcetné estert
primarnich ¢i sekunddrnich alkohold, polyalkoholti, alicyklickych alkoholti, fenolt a amini
z okolniho prostiedi, aby tak poskytnuly buiice alternativni zdroj P; (Chrést 1991, Jansson et
al. 1988). Alkalické fosfatasy jsou regulovany ortofosfitem — jeho dostatkem v buiikidch a
okolnim prostiedi (Jansson et al. 1988). Nedostatek ortofosfitu ma za nasledek syntézu
fosfatas (Lien & Knutsen 1973). V pfirodnim vodnim prostfedi i v kultufe vzrista fosfatasova
aktivita fytoplanktonu v obdobi vycerpani rozpusténého ortofosfitu (Fitzgerald & Nelson
1966, Peterson 1980, Vrba et al. 1993), které nastavd periodicky v 1ét€ ve vétSiné prirodnich
vod (Wetzel 2001). IV{asy s deficitem fosforu mohou mit az 25-krat vétsi fosfatasovou aktivitu
neZ builky rostouci v podminkdch dostatku fosforu (Fogg 1975). Aktivita alkalickych fosfatas
byla Casto pouZzivdna k indikaci deficitu fosforu u pfirodniho fytoplanktonu (Healey &
Hendzel 1980, Smith & Kalff 1981, Gage & Gorham 1985, Lean et al. 1987, Janssonet al.
1988, Istvanovics et al. 1993)
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Nékteré druhy ovS§em nemohou produkovat alkalické fosfatasy pfi limitaci fosforem,
zatimco nékteré dal$i maji konstitutivni enzymy (Cembella et al. 1984), coz znamena, Ze
syntetizuji enzym v konstantnim mnoZstvi bez ohledu na ristové podminky.

Boni et al. (1989) rovnéZz poukézal na denni kolisani v aktivité alkalickych fosfatas u
Protogonyaulax tamarensis. Toto kolisani bylo zaznamenano 1 u motskych a sladkovodnich
dinoflagelatli z prirodnich populaci patrné plynouci z vnitfnich cirkadiannich rytmua téchto
organismii (Rivkin & Swift 1979, Wynne 1981, Strojsova & Vrba 2009).

Na zacatku 90. let 20. stoleti se objevily prvni price zmifujici se o vyznamné roli
bakteridlni extracelularni 5 -nukleotidasy v regeneraci fosforu (Ammerman & Azam 1991a,b,
Bentzen & Taylor 1991, Cotner & Wetzel 1991). Tato fosfatasa katalyzuje hydrolyzu
nukleotidu a uvoliiuje nukleosid a fosfat.

Soucasna koncepce regulace aktivity extracelularnich fosfatas je vymezena nepifimo
umérnym vztahem mezi rdstovou rychlosti a fosfatasovou aktivitou a takovy vztah byl
skutec¢né potvrzen u moiského bakterioplanktonu (Valdstein & Olsen 1989). Predpoklada se,
Ze nizkd fosfatasovd aktivita je disledkem represe syntézy fosfatas zplsobené vysokym
bunéénym obsahem fosforu (Muda et al. 1992) a tento vysoky obsah fosforu vede, jestlize je
mikrobidln{ rist limitovan fosforem, k vysoké riistové rychlosti (Droop 1973).

K zajimavému zjiSténi dochdzi Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) ve své studii, a
to Ze detekce fosfatasové aktivity v provzduSnénych aktivovanych kalech obsahujici
ortofosfat v koncentracich 7 — 14 mg.I" pii pH 7,0 je v rozporu s mnoha jinymi studiemi,
které popisuji u fas a bakterii inhibici vlivem zvySené koncentrace ortofosfatu (Chrost &
Overbeck 1987, Cotner & Wetzel 1991, Reid & Wilson 1971). Van Ommen Kloeke &
Geesey (1999) dale uvadeji, ze k pozorované enzymatické aktivit€ v aktivovanych kalech

mohly pfispét nespecifické kyselé fosfatasy.

4.4. Fosfatasova aktivita u fytoplanktonu

V eutrofni nadrzi Rimov pozorovali Vrba et al. (1993) vyrazné maximum aktivity
alkalickych fosfatas béhem letniho obdobi vroce 1990, které korelovalo s vyraznym
nedostatkem fosforu u fytoplanktonu (Nedoma et al. 1993). Rozdilny charakter aktivit
fosfatas byl pozorovidn u dvou néslednych jarnich period v roce 1990 a 1991 (Vrba et al.

1993).
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Obr. 3  Sezonni prubéh fosfatasové aktivity a koncentrace rozpusténého reaktivniho fosforu

(SRP) behem roku 1990 na prehrade Rimov ( upraveno podle Vrba et al. 1993).
Vrba et al. (1995) zkoumali odbéry vzorki ze tif mist Rimovské piehrady vztah mezi

aktivitou fosfatas, pomérem C : P, limitaci fosforem a druhovym sloZenim fytoplanktonu, i

zavislost fosfatasové aktivity na pH. Vysledky pokust ilustruji obrazky 4 a 5.
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Obr. 4 Grafické zndzornéni hodnot SRP (Soluble Reactive Phoshorus — rozpustény
reaktivni fosfor), hodnot moldrniho poméru C : P u sestonu, APA (Alkaline Phosphatase
Activity — aktivitu alkalickych fosfatas) a P — lim (limitace fosforem, provedeno biologickym
stanovenim) na nékolika datech odbéru majicich odlisnou koncentraci Chla (chlorofylu a).
Biologické stanoveni ukdzalo ndpadnou limitaci fosforem po prvnim maximu Chla, zatimco
mimo toto obdobi byla blizko nule. APA dosdhla vrcholu (= 100 nmol. r.n! ) na obou mistech
(Sampling site I a V), v nichZ byl zaznamendn epilimnicky (0 — 2 m) deficit fosforu v dubnu a

nejsilnéji v prvni poloviné kvétna (prevzato od Vrba et al. 1995).
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Obr. 5 zndzoriiuje vztah mezi APA (Alkaline Phosphatase Activity — aktivitou alkalickych
fosfatas) a P — limitaci (limitaci fosforem) z mist odbéru vzorkii I (m) a 'V (0) (linedrni regrese

u viech dat; ¥ = 0.65, P < 0,001 ) (prevzato od Vrba et al. 1995).

Zvétseni aktivity alkalickych fosfatas v epilimniu bylo vzdy spojovdno s maximem
fytoplanktonu a vice nez 50% celkové aktivity bylo v 2,5 — 100 pm frakcich béhem jarniho i
letniho maxima fytoplanktonu v roce 1990 (Vrba et al. 1993). Podobné vysledky byly ziskany
od ostatnich autorti pracujicich v eutrofnich jezerech (Pettersson 1985, Chrést & Overbeck
1987, Feuillade & Blane 1990, Istvanovics et al. 1993).

Podle ndzoru Vrby et al. (1995) celkova aktivita alkalickych fosfatas u fas vysSi nez
100 nmol.lh"' zna&i nedostatek fosforu, jak bylo potvrzeno daliimi indikdtory deficitu
fosforu v naddrzi (Nedoma et al. 1993, Vrba et al. 1993). Jedinou vyjimkou byla vysoka
aktivita fosfatas naméfend v kvétnu pobliZ pfitoku, kde ale nebyla zji§téna limitace fosforem —
jak vyplyva z obr. 4 (Vrba et al. 1995). ZvySend aktivita alkalickych fosfatas byla ,,Casové
posunuta® po rozvoji fytoplanktonu, coZz je odpovidajici hypotéze o adaptabilité
fytoplanktonniho spole€enstva k vy€erpdni epilimnického fosforu (Vrba et al. 1993). Aktivita
alkalickych fosfatas byla vyznamné zvySend u fytoplanktonu s deficitem fosforu. Nicméné
zjevné nesouvisela s celkovou biomasou ¢i druhovym sloZenim fytoplanktonu (Vrba et al.
1995).

Béhem maxima fytoplanktonu ¢asto posunula intenzivni fotosyntéza pH vody nad 9,0,
tedy smérem k pozorovanému optimu pro alkalické fosfatasy (Vrba et al. 1995). Celkové byla
aktivita alkalickych fosfatas dobfe korelovdna s pH v nddrzi. Nicméné alkalické fosfatasy
s optimem pH kolem 9,0 byly aktivni pouze béhem piku fytoplanktonu, zatimco slaba aktivita

prostfedi extraceluldrnich fosfatas byla zpozorovana pfi nizkych koncentracich chlorofylu a
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(zima; faze Cisté vody). Ekologickd vyznamnost zdvislosti aktivity alkalickych fosfatas na pH
se nicméné mohla ménit se zasaditosti vody a slozenim fytoplanktonu (Vrba et al. 1995).

Mimotfadné vysoké aktivity kyselych extracelularnich fosfatas jsou piitomny
v kyselych Sumavskych horskych jezerech (pH ~ 4,5 — 5,0) (Vrba et al. 1996). Tato jezera
jsou charakterizovana stalym nedostatkem fosforu v disledku koprecipitace fosforu a hliniku
(Kopécek et al. 2000), (inkorporace rozpusténych forem fosforu do vznikajici pevné faze
hydratovanych oxidi nebo hliniku) naprostou absenci ryb, absenci ¢i slabym zastoupenim
zooplanktonu (Vrba et al. 2003a) a vysokym podilem bakterii s pfevahou vlaknitych forem
(Vrba et al. 2003b).

Co se tyce piitomnosti fosfatas u riiznych taxonomickych skupin, Strojsovd (2001) ve
vzorcich fytoplanktonu z Ple$ného jezera a nadrze Rimov nalezla fosfatasovou aktivitu u
vétSiny systematickych tfid ftas, kromé FEuglenophyceae, Cryptophyceae a vétSiny
Chrysophyceae. Zastupci Cyanobacteria, Chlorophyceae a Conjugophyceae vykazaly aktivitu
zejména v lété a na zaCatku podzimu, zatimco dva druhy Chrysophyceae (Dinobryon
divergens a Synura sp.) a dva druhy Chlamydophyceae (Chlamydomonas sp. a Eudorina
elegans) produkovaly fosfatasy pouze na jate. Ankyra ancora a Eudorina elegans vykazovaly
fosfatasovou aktivitu vzdy, kdy byly zastoupeny ve fytoplanktonu. U nékterych druhti zase
nebyla pritomnost aktivnich fosfatas nalezena vibec (Bitrichia ollula, Dinobryon spp.,
Cryptomonas spp., Katodinium sp., Isthmochloron trispinatum). Aphanizomenon flos-aquae

nebo Peridinium sp. produkovaly fosfatasy pouze béhem sezony v roce 2001.

4.5. Fosfatasova aktivita u bakterii

4.5.1. Aktivita u bakterii v aktivovanych kalech

Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) se zabyvali fosfatasovou aktivitou u bakterif
v aktivovanych kalech Cistirny odpadnich vod Bozeman v USA nejen kvili tomu, Ze béZnym
zpracovanim aktivovanych kali se miiZze redukovat obsah fosforu v odpadnich vodach o 60 —
66%, zatimco zvySenim biologickych procesti se mize dosdhnout 90 — 95% redukce fosforu
(Tabor & Niehof 1985). Urcité klicové kroky v biochemickych cestich roz§iteného
biologického odstrafiovani fosforu jsou nyni zndmy, ale mikroorganismy zodpovédné za
proces nebyly zatim identifikovdny (Van Niel et al. 1998). Krom toho nebylo jesté objasnéno
mnoho zdkladnich biochemickych mechanismii odstrafiovani fosforu (Christensson et al.
1998); existuji pouze omezené informace o aktivité fosfatas v aktivovanych kalech (Lemmer

etal. 1994).
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Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) ve své studii urcovali frakci aktivovaného kalu
zodpovédnou za fosfatasovou aktivitu, lokalizaci enzymové aktivity béhem tvorby vlocek
v kalu, proporce bakteridlnich bunék asociovanych ve vlockdch pfrispivajicich k enzymové
aktivité a identitu a fyziologicky stav vyznamné ¢4sti bakterii zodpovédnych za tyto aktivity.
Podotykaji, Ze leps$i pochopeni mechanismi a mikrobidlnich populaci zodpovédnych za
regeneraci detritového organického fosforu v kalech by mohlo vést k lepsi kontrole nad
procesy pii upravé odpadnich vod.

Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) udavaji, Ze vétSina fosfatasové aktivity
objevené v aktivovanych kalech Cdistirny odpadnich vod byla védzdna na suspendovany
vlo¢kovy (koloidni vlocky) material, respektive se zddla byt lokalizovdna v ¢astech vlocek
obsahujicich bakterie — na zdklad€ vysrazenych fluoreskujicich krystali jakozZto vysledku
enzymatické reakce a diky barveni nukleové kyseliny bunck. Fosfatasovou aktivitu vykézalo
8,8%1,2% bakteridlnich bunék. Mezi 35-45% ELF fluorescence bylo spojeno s bakteridlnimi
bunikami, jeZ byly identifikovany (FISH metoda) jako skupina C/F. Tato skupina patii do
podtiidy Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides. Toto zjiSténi bylo ve shod€ se studiemi
provedenymi diive (Bond et al. 1995, Fuhs & Chen 1975, Gude 1980, Manz et al. 1996, Manz
et al. 1994, Pike 1975). Diky analyze FISH mohli Van Ommen Kloeke & Geesey (1999)
stanovit podil bakterii patiicich do klastru C/F na 17-20%. Obdobné zastoupeni (12%)
popsali v aktivovanych kalech Snaidr et al. (1997) i Manz et al. (1996) (10-12%). Vysledky
naznacuji, Ze C/F jako skupina jsou dillezité v zprostfedkovani uvoliiovani anorganického
ortofosfatu (P;) z fosfomonoesterti detritového organického fosfatu v aktivovanych kalech pfi
procesu upravy odpadnich vod.

Drive byla aktivita bakteridlnich alkalickych fosfatas spojovana s intaktnimi buiikami
(Jansson et al. 1988), ale podle vysledki Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) se zda byt
enzymatickd aktivita spojena s aktivni bakteridlni frakci. VétSina fosfatasové aktivity ve
vlockéch totiz nepochézela z latentnich ¢i rozkladajicich se bunék, ale z bunék aktivnich,

podle vSeho schopnych pfijmu fostatu a jeho zaclenéni do bakteridlni biomasy.

4.5.2. Aktivita u sladkovodniho bakterioplanktonu

Nedoma & Vrba (2006) porovnévali na zdklad€ predchozich studii, které prokazaly
riznou enzymatickou aktivitu u rdznych zastupct fytoplanktonniho spolecenstva, skupiny
bakterii operativné definovanych jejich morfologii a velikosti podle fosfatasovych aktivit,

které vyplyvaji z jejich rozdilnych nutri¢nich stavi a strategii.
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Vrba et al. (2003b) popsali v Sumavskych jezerech vyskyt velkého mnoZstvi dlouhych
vlaknitych heterotrofnich bakterii ¢aste¢né jako disledek zvySené¢ho zraciho tlaku (pf.
Dinobryon) vyvijeného na bakterie a jako prvni pfiSli sddaji o fylogenetickém sloZeni
bakterioplanktonu a vztahu mikrobidlni aktivity na velikosti bunék jednotlivych frakei.
Piitomnost morfotypti a vysoké fosfatasové aktivity &ini jezera Sumavy vhodnymi
modelovymi lokalitami pro studovani morfotypové — specifické fosfatasové exprese (Nedoma
aktivitu povrchové navazanych fosfatas (Nedoma et al. 2003a).

Nedoma & Vrba (2006) uddvaji, ze na Certové jezefe byl bakterioplankton sloZeny
z ruznorodych vldknitych morfotypd, pficemz vétSinu bakteridlni biomasy (80-90%
celkového bakteridlniho uhliku) tvofila vldkna. Pomérné homogenni skupina zakiivenych
bakterii (vibria) s vysokou fosfatasovou aktivitou tvofila pfiblizné 1,2-6,7% z celkového
bakteridlniho uhliku. Ostatni jednobunécné bakterie se podilely na bakteridlni biomase

podilem 7— 16%.

BIOMASS ACTIVITY
250 7
B Bacterioplankton o A Bacterioplankton
9 main morphotypes:
4 C— cocci & rods

o cunved cells
 filaments

5 May 26 May 18 Jun 8 Jul 13 Aua 15 Oct 5 May 26 May 18 Jun 8 Jul 13 Aug 15 Qct

Obr. 6 Biomasa hlavnich morfotypii bakterioplanktonu (Biomass) a fosfatasovd aktivita
(Activity) na Certové jezeie v sezoné 2003. Na osdch x jsou data odebrdni vzorkii, na osdch y:
biomasa — uhlik (ug C.I"); aktivita — aktivita extraceluldrnich kyselych fosfatas (umol.I".h™)
(prevzato od Nedoma & Vrba 2006).

RozloZeni aktivity bakteridlnich fosfatas jednotlivych morfotypi se vyrazné lisil od
rozloZeni biomasy (Nedoma & Vrba 2006). Nejpatrnéjsi rozdil byl u zahnutych bunék, které
odpovidaly (v sezonnim priméru) za 31% bakteridlni fosfatasové aktivity, ale pouze za 4,1%
biomasy. Méné ndpadny rozdil byl pozorovan pro koky a ty€inky, které pfispivaly

k fosfatasové aktivité 23% a k biomase 12%. Vldkna naopak, jakkoli tvofila dominantni ¢4st
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biomasy bakterioplanktonu (v priméru 84% bakteridlniho uhliku), pfispivala mnohem méné
k fosfatasové aktivité — v priméru 45%.

Celkové bakterioplanktonni fosfatasové aktivité dominovaly brzy po rozmrznuti jezera
koky a tyCinky (55% =z celkové aktivity), které byly vystiidany vldknitymi bakteriemi
v pozdnim kvétnu (44%) a Cervnu (58%) a pozdé€ji v Cervenci a srpnu zahnutymi bunikami
(44% a 59%); v tijnu byla vétSina fosfatasové aktivity (76%) vymezena opét vlakny (Nedoma
& Vrba 2006).

Na zédkladé zjisténého pribéhu aktivity extracelularnich kyselych fosfatas (viz. obr. 6)
predpokladaji Nedoma & Vrba (2006), Ze v pribéhu kvétna, kdy se rozvinula teplotni
stratifikace, byl epilimnicky anorganicky fosfor rychle vycerpan, coz vedlo k fosforovému
deficitu a postupnému zvySeni se fosfatasové aktivity planktonu. Autofi dale pokracuji, ze
pozdéji v 1ét€ za podminek ostré teplotni stratifikace a nizkého pfisunu fosforu z povodi a
dekompozici organické hmoty ultrafialovym zafenim (Kopacek et al. 2003) mohla byt
koncentrace ortofosfatu prili§ nizka na to, aby uzivila rist fas, ale zase natolik vysokd, aby

uzivila zna¢nou bakterioplanktonni biomasu s nizkou fosfatasovou aktivitou.
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5. Metody méreni

5.1. Princip méfeni a substraty

Principem stanoveni fosfatdzové aktivity je méfeni vznikajictho produktu hydrolyzy
esterd. Metoda je zaloZena na skuteCnosti, Ze pfi této reakci enzym nerozliSuje mezi
organickymi skupinami R a katalyzuje i pfeménu syntetickych analogli. Proto lze
enzymatickou reakci provadét s nejriznéj$imi substraty. Pribéh reakce je pak sledovan

spektrofotometricky (Hordkova & Némec 2003).

fosfatasa
O;N 0— PO>+H,0 —> ON O OH + HPO,*

PNPP PNP

Obr. 7 Fosfatasovd preména p-nitrofenylfosfdatu (PNPP) hydrolyzou. Jednd se o casto
pouZivany chromogenni substrdt pro laboratorni stanoveni fosfatasové aktivity. Reakci se

méni na Zluté zbarveny 4-nitrofenoldtovy anion (prevzato od Hordkovd & Némec 2003).

Jak shrnuji Haughland & Johnson (1993), bylo pouZzito mnoha metod k méfeni a
detekci fosfatas ve tkdnich 1 jednotlivych buikach. VSechny pouZzivaji substrat, ktery
produkuje barevny nebo fluorescencni produkt, kdyZ reaguje senzymem. Existuji dva
pfistupy, které se 1isi v tom, zda se produkt enzym — substratové reakce vysrdzi v misté
enzymové aktivité bezprostfedné po jeho vzniku nebo je uvolnény v roztoku. Princip obou
piistupti demonstruje obr. 8.

UziteCnost  postupu s nerozpustnym  substrdtem spo¢ivd v rychlém srdZeni

mikrokrystalickych usazenin v mistech enzymové aktivity (Horwitz et al. 1966).
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a) Insoluble substrates. The substrate is enzymatically cleaved by the alkaline phosphatase and the resulting product forms an
intensely fluorescent precipitate at the site of the enzyme activity. The reaction also liberates a phosphate group which can be
used as a source of phosphorus by the cell.

Insoluble product,
at the site of the
CH?_\'IHC il(.'ii\‘il'\‘

X Brightly fluorescent =
Soluble colorless substrate s ok Pyt PO &
(ELE substralesCPPCQ) P> 'I,.;;;;‘;‘;ifg;:('fggo]+ * ,, <%

O

IN CELL MEMBRANE ouT IN CELL MEMBRANE ouT

b) Soluble substrates. The substrate is hydrolyzed by the alkaline phosphatase yielding a highly fluorescent, soluble product.
As above, a phosphate group is also liberated and used by the cell

=

HHHH

A T
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substrate (MFP, FDP, Attophos) product (MF, FD, Attofluor) = Soluble product,™
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Obr. 8 Schematické zndzornéni metod stanoveni alkalickych fosfatas pouZitim (a)
nerozpustného ELFA a pouZitim (b) rozpustnych substrdtii - MFP, FDP (viz ndsledujici
text). V pripadé vzniku nerozpustného fluorescencniho produktu miiZeme presné lokalizovat
fosfatasovou aktivitu (a), kdeZto pri vzniku rozpustného fluorescencniho produktu vzddleného

od mista aktivity nemiZeme (prevzato z Gonzdles-Gil et al. 1998).

Vrba et al. (1995) méfili aktivitu alkalickych fosfatas na pfehradé Rimov
fluorometricky pouZitim substraitu MUFP (4-methylumbelliferyl fosfat) metodou odvozenou
od Hoppeho (1983) (vice Vrba et al. 1992). Aktivita byla méfena v pH a teploté in situ.
Vysledky zavislosti aktivity alkalickych fosfatas na pH podporuji myslenku, Ze tyto
extraceluldrni fosfatasy byly odpovédné za vyznamnou hydrolyzu MUFP pfi in situ pH
béhem obdobi nedostatku fosforu. Obdobné i Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) pouZili

ke stanoveni enzymatické aktivity fosfatas také umély fluorogenni substrat MUFP.
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Gonzdles-Gil et al. (1998) uvadi, Ze k detekci alkalickych fosfatas ve vétSin€ studii o
fytoplanktonu byly pouzity rozpustné produkty. Je tudiZ nemozné oznacit presné umisténi
enzymatické aktivity v burnikdch ¢i urcit vzdjemny piinos jednotlivych bunék k celkovému
enzymovému signdlu. Mezi metodami stanoveni (pouZivajicimi nerozpustné produkty) byly
pouZivany oba substrity - kolorimetrické i fluorogenni, hlavné ty odvozené od aromatickych
etherd, naftold nebo fluoresceinu. Dalsi substraty, které poskytuji vice citlivosti jsou MFP (3-
O-methylfluorescein fosfat) (Hill et al. 1968) a FDP (3,6-fluorescein difosfat) (Huang et al.
1992). Fosfitové derivaty fluoresceinu se ukdzaly byt idedlni pro stanoveni alkalickych
fosfatas kvili vysoké extinkci a velkému mnoZstvi prindsené fluorescence (Huang et al.

1992).

5.1.1. Enzyme-Labelled Fluorescence / Fluorescently Labelled Enzyme
Activity

V devadesdtych letech minulého stoleti byla rozvinuta novad inovativni metoda
zaloZzend na fluorescenci pro detekci alkalickych fosfatas pouzitim bezbarvé slouceniny
CPPCQ, coz je 2-(5 -chloro-2"-fosforyloxyfenyl)-6-chloro-4-(3H)-quinazolinon (Huang et al.
1993) znamy pod obchodnim oznacenim ELF (Enzyme-Labelled Fluorescence) substrat
(Molecular Probes Inc., OR, USA; Larison et al. 1995). V posledni dobé néktefi autoti radéji
(Strojsové et al. 2008, Vrba et al. 2009).

Substrat ELFP je rozpustny a nemd vysokou fluorescenci. KdyZz reaguje s fosfatasami,
je uvolnén fosfit a uvolnény nerozpustny Zlutozeleny produkt oznacovany jako ELF-alkohol
se srazi se rychle v misté¢ enzymatické aktivity (Huang et al. 1993). Vzorky z alkalickych
nadrzi s pH vétsim nez 9 by ale mély byt pufroviany na hodnotu pH pod 8 k zajiSténi
vysrazeni molekul ELFA (Huang et al. 1992). Pfi vysokém pH vznikéd oddélenim vodiku z —
OH skupiny nefluorescenéni a ve vodé rozpustna fenylova forma ELFA (Strojsovd & Vrba

2000).
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hydrolysis

—_—

Obr. 9 Metoda FLEA - stépeni fosfdtové skupiny z molekuly ELFP fosfatasami za podminek
rozdilného pH prostiedi. A — ELFP, B— ELFA, C — ELFA s intramolekuldrni vodikovou
vazbou vznikajici pri pH mensim neZ 8, D — vysrdZeni ELFA v misté enzymatické aktivity, E —
nefluorescencni ELF-fenyl anion vznikajici p¥i pH vy$sim neZ 8 (prevzato od Strojsovd &

Vrba 2006).

ELFA poskytuje stdlé dobfe fluoreskujici srazeniny v misté enzymové aktivity a ma
tudiz schopnost urcit nutriéni stav (P) u jednotlivych bunék (Gonzdles-Gil et al. 1998).
Srazenina ELFA je pfiblizné 500x fotostabilnéj$i neZ rozpustny fluorescein (Larison et al.
1995) a miiZe byt pozorovana pod mikroskopem vice nez hodinu bez vyznamného blednuti
(Haughland & Johnson 1993).

Vyhodou ELFA je moznost dlouhého skladovani za uchovani stalych vlastnosti a
stability. U vzorkl kultivovaného fytoplanktonu byl detekovéan signal fluorescence dokonce i
po tfimési¢nim skladovani. Vzorky by se mély promyt 10mM roztokem PBS (tlumici roztok)
k zastaveni reakce a ponechat v temnu pii 4°C (Gonzéles-Gil et al. 1998). Podobné zjisténi

publikovali 1 Nedoma et al. (2003a) (obr.10).
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Obr. 10 Grafvlivu ruzné dlouhé délky skladovdni filtrii s mikroby oznacenymi ELFA pri

teploté -20°C na intenzitu fluorescence (prevzato z Nedoma et al. 2003a).

Drive byl ELFP pouzivéan v histochemii ke zndzornéni in situ lokalizace endogennich
alkalickych fosfatas v tkdnlovych prepardtech ¢i fixovanych buiikdch (Haughland & Johnson
1993). Do roku 1998 nebyl ELFP pouZit pro Zddnou studii o fytoplanktonu (Gonzéles-Gil et
al. 1998).

Gonzdles-Gil et al. (1998) jako prvni pouZili pritokovou cytometrii ke kvantitativnimu
odhadu aktivity alkalickych fosfatas substraitem ELFP u jednotlivych bunék fytoplanktonu a
hlasili jeji shodu s mikroskopickymi pozorovanimi. Jak konstatuji, je pritokova cytometrie
uZiteCnym ndstrojem k detekci fytoplanktonnich bunék, které jsou v deficitu fosforu. Nicméné
zUstava otazkou, zda by byla pritokovd cytometrie vhodna k detekci jednotlivych populaci
bunék limitovanych fosforem ve smiSeném planktonnim spolecenstvu.

Aby se Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) ujistili, Ze ziskaji fluorescencni signal
vznikly pouze biotickou cestou, porovndvali soubéZzné zautokldvované vzorky — abioticky
kontrol. Jak vyplyva z vysledki, autokldvované vzorky po pfidini MUFP substritu
nevykdzaly Zaddny méfitelny fluoreskujici MUF produkt. Z toho vyplyvé, Ze vzniku MUF
v neautokldvovanych vzorcich nebylo dosazeno abiotickou cestou. Obdobnou zkousku
provedli i v pfipadé ELFP, a to se stejnym vysledkem. Konecnym dikazem bylo zjisténi
linedrniho vztahu mezi intenzitou fluorescence a MUFP koncentraci. Pfi pozorovani pribéhu
inkubace vzorkt s ELF substratem v ¢ase zvolili pro vSechna stanoveni fosfatas ¢as 60 minut,
ktery dovoloval rozvoj maximalni denzity ELF krystald pred vzristinim jejich velikosti a

intenzity fluorescence zpusobujici spojovani sousednich krystali v jednolity fluoreskujici
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objekt. ELF krystaly produkovaly zelenoZlutou fluorescenci v mistech vyskytu fosfatasové
aktivity, pficemZ se s expozici ménila ze zelené na Zlutou. Autofi ziskdvali z jednoho mista
snimadni obrazu digitdlni CCCD kamerou vzdy snimek sfidzovym kontrastem a
epifluorescen¢ni snimek, které potom pomoci softwaru v rdmci analyzy obrazu navrstvili na
sebe. Béhem mikroskopovani pozorovali 1 slabou zelenou a modrou fluorescenci v celém
vlockovém materidlu. Modry signal by mohl zplsobovat nezreagovany ELFP. Zeleny by
mohl vzniknout v disledku miSeni Zlutého signalu vychdzejictho z oblasti vysoké

enzymatické aktivity s modrou fluorescenci pozadi nereagujiciho ELFP.

5.1.2. Kombinace pouziti FLEA s dalSimi metodami

Strojsovd (2001, et al. 2003) pouZila k méfeni celkové fosfatasové aktivity
fytoplanktonu Ple$ného jezera a Rimovské piehrady fluorometrickou metodu odvozenou od
Hoppeho (1983) pouZzivajici jako substradt MUFP. Ke spektrofluorometrickému méteni
fosfatasové aktivity pouZzila ELFP. PouZila ziskany kalibra¢ni faktor (vztah mezi rychlostmi
vzniku ELFA méfenych spektrofluorometricky a uZzitim obrazové cytometrie) k vypoctim
celkové fosfatasové aktivity.

Pii analyze obrazu se méfené builkky manudlné oznaci mysi a systém méfi primérny
jas méfeného objekt, méfeny jas pozadi, z jejich rozdilu nasobeného plochou objektu se
vypocitd celkové mnoZstvi fluorescence daného objektu a ta je umérnd mnoZstvi
hydrolyzovaného produktu. Reprodukovatelnost metody je vysoce citlivd na nastaveni téch
prvka fluorescenéniho mikroskopu, které ovliviiuji intenzitu fluorescence. Ke kalibraci
metody se méfi hydrolyza téhoZ produktu v témZ vzorku — ta se srovndva s fluorescenci
méfenou z celé plochy pocitacovych snimkid (Nedoma et al. 2003b).

Nedoma et al. (2003a) navrhli inovativni metodu, kterd umoZziiuje za pouZiti ELFP

pfesné lokalizovat fosfatasovou aktivitu a zaroven ji kvantifikovat skloubenim obrazové

cytometrie a spektrofluorometrickych méfeni ke kalibraci dat ziskanych analyzou obrazu.
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Obr. 12 Vztah mezi rychlosti vzniku ELFA (méfeno spektrofluorometricky) a obrazovou
cytometrii u riznych dat odbéru vzorkii na Plesném jezere. Hodnota smérnice Sikmosti (6,4 +
1,7 FU. fmol_] ) poslouZila jako prevodni faktor pro vypocet fosfatasovych aktivit jednotlivych

bunék obou nddrzi (Rimov a Plesné jezero) (prevzato od Nedoma et al. 2003a).

Nedoma et al. (2003a) podobné jako autofi v pfechozich studiich snimali pomoci
kamery na mikroskopu snimky s ELFA fluorescenci pro detekci a kvantifikaci fosfatasové
aktivity a snimky s autofluorescenci chlorofylu a k urceni fas. Ke kombinovani snimka a
analyze obrazu pouzili autofi specidlni software analyzy obrazu. Detekovali fosfatasovou
aktivitu u planktonu nadrze Rimov a na Ple§ném jezefe. Na Pleiném vykazovaly nejvatsi
fosfatasovou aktivitu fasy rodi Chlorogonium, Chlamydomonas, Gymnodinium a déle
vldknité bakterie. Aktivita byla méfitelnd po cely rok. Na Rimové byly pozorovany buiiky
s aktivitou fosfatas béhem jara a letniho maxima fytoplanktonu, a to u fas rodi Ankyra,
Eudorina a Ceratium; bakterie s aktivnimi fosfatasami se objevily v pozdnim 1€ét€.

Postup detekce fosfatas a kvantifikace pomoci ELFP pouzity Nedomou et al. (2003a)
se lisi dilezitymi detaily (vynechdni pfedinkubacni procedury oSetfeni ethanolem, kvuli
moznému poSkozeni bunék, zavedeni oSetfeni choridem rtuf natym, ktery pfedchazi poskozeni
kiehkych druhid ¢i koncentrovani bunék na polykarbonatové filtry pfed zapocetim vlastniho
Palenik 1999, Rengefors et al. 2001). Pouzitd metoda byla odvozena ze standardnich metod
fluorometrického urceni aktivity extraceluldarniho enzymu pouZitim MUFP substritu
(Petterson 1980, Hoppe 1983) srozdilem teploty méfeni, kterd byla 25°C. Fosfatasové
aktivity méfené Nedomou et al. (2003a) tak spiSe odrazeji potencidlni enzymatickou aktivitu

v daném vzorku, nez skute¢nou aktivitu pfi in situ teploté.
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Nedoma et al. (2003a) popsali ¢asovy pribéh vzniku ELFA fluorescence jednotlivych
bunék méfeny obrazovou cytometrii a ten vykazal vykazal podobny priibéh jako u celkového
vodniho vzorku. Méfena bunééné specificka fosfatasova aktivita (CSPA) byla v rozsahu 10 az
2260 fmol.h™. V Pleiném jezefe byly mezidruhové rozdily v CSPA vyrazngjii, neZ sezonni
rozdily CSPA méfené u stejného druhu (Chlorogonium fusiforme).

Teplotni zavislost CSPA u fasy Chlorogonium fusiforme se projevila pii snizeni
inkubaéni teploty z 25°C na 8,5°C zmensenim (3,3-krdt) CSPA a byla zjiSténa daleko vétsi
fosfatasovd aktivita u vzorkt planktonu z Ple$ného jezera oproti vzorkiim z Rimova ( ~ 200-

krat) ve shodé s piedchozim porovnanim (rovnéZ ~ 200-krét) (Strojsova 2001).
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Obr. 12 Casovy pribéh fluorescence vznikajici pfeménou ELFP substrdtu na ELFA u
inkubovanych vzorkii z Plesného jezera a nddrie Rimov za pouZiti obrazové cytometrie. Data
byla vyhodnocena pomoci linedrni regrese. Na Plesném byl lag v pruméru 7,3 minut, na
Rimové v priméru 98 minut. Na zdkladé sezonnich priiméri byly hodnoty fluorescence na
Plesném cca 200-krdt vétsi nez na Rimové (v priiméru 88,0 x 1 0’ FU.I' ., resp. 0,46 x 10°

FU.I'.'; FU=Fluorescence Unit). Prevzato z Nedoma et al. (2003a).

Nedoma & Vrba (2006) sledovali sezonni rozvoj aktivity kyselych extraceluldrnich
fosfatas u morfologicky diferenciovatelného bakterioplanktonu v Certové jezefe pomoci
méfeni, jeZ probihala tfemi metodami. Prvnim bylo méfeni celkové vodni fosfatasové aktivity
za pouziti MUFP jako substratu. Druhd metoda stanovovala celkovou vodni aktivitu fosfatas

s pouZzitim substratu ELFP. Tretim zptGsobem bylo méfeni aktivity fosfatas pomoci analyzy
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obrazu. Vysledky ziskané vyse uvedenymi zptsoby se shoduji, co se tyce prub&hu fosfatasové

aktivity béhem sezony.
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Obr. 13 Priibéh aktivity extraceluldrnich kyselych fosfatas v Certové jezere v sezoné 2003

za uZiti t¥i odlisnych zpiisobu méreni (prevzato od Nedoma & Vrba 2006).

Sezonni maximum fosfatasové aktivity se shoduje s maximem bakteridlni biomasy a
koncentrace chlorofylu a. Nizkd mira aktivity fosfatas se ukédzala na zacitku sezony po
roztani ledu, kdy rovnézZ 1 teplota, bakteridlni biomasa, bakteridlni produkce a koncentrace

chlorofylu a byly nizké. NejvyS$si hodnoty byly naméfeny v obdobi maxima chlorofylu a a

nasledné dochdzelo k pozvolnému klesani (kromé bakteridlni produkce) az do konce sezony.

250 —
B —&— hiomass
—O— production -6 c
@ 200 8§ &
[3+] o —5 g =
5= 150 / Ly BT
% = = g
£ B 100 3 B
5 = / Lo & E
© | o o
m 501 0\0/30—4 4@
0 : ; 0

Aor ' Mav Jun' Jul Aug Sep Oct

Obr. 14 Priibéh rozvoje bakteridlni biomasy a bakteridlni produkce Certové jezeie v sezoné

2003 (prevzato z Nedoma & Vrba 2006).
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Obr. 15 Priibéh ristu koncentrace chlorofylu a a teploty v Certové jezere v sezoné 2003

(Prevzato z Nedoma & Vrba 2006).

Nedoma & Vrba (2000) zjistili, Ze se primérnd bunécné specificka fosfatasova aktivita
meénila u rozdilnych morfotypl bakterii mezi riznymi daty odbéru v Sirokém rozmezi (0,17—
46,0 fmol.cell’.h™). Malé koky a tyCinky vykdzaly nizké hodnoty CSPA (0,17-0,56
fmol .cell".h™), pri¢emz u celé poloviny piipadi lezely hodnoty pod detekéni mezi. Z velkych
vlaknitych bakterii (délka 1,2—-10,0 um) vykazovaly nejvyssi hodnoty buriky dlouhé 2,5-5 pm
(0,35-10,6 fmol.cell'.h'). Nejvyssi hodnoty CSPA naméfili autofi u morfotypu zahnutych
bakterii, kterd vétSinou nejméné pét krat vyssi neZ hodnoty predchozich morfologickych trid.
Hodnoty sezonnich maxim u vSech morfotypl byly zaznamendny v obdobi maxima chla a
CSPA pak nésledné klesala (v Cervenci a srpnu az tficetkrat niz§i oproti maximu) a mirné
vzrostly na podzim.

Podobné jako jini autofi, museli i Nedoma & Vrba (2006) celit urcitym problémim
pramenicim z barvicich technik. Hlavnim problém spojeny s uzitim barviva DAPI (4',6-
diamidino-2-fenylindol) ve studii byla skute¢nost, Ze ma spole¢né excitacni maximum s ELFP
substratem a emisni spektra obou se prekryvaji. Nutnost korigovat zelenou fluorescenci kvili
fluorescenci DAPI v zelené oblasti snizuje citlivost metody. Problém vyfeSili pomoci
pfevodniho faktoru (mezi fluorescenci ELFA a mnozstvim ELFA). Autofi nicméné dodavaji,
Ze je na druhou stranu barvici technika pouzivajici DAPI jednoduchd, poskytuje intenzivni

fluorescenci a je slucitelnd s barvivy pouZzitymi pro FISH proceduru.
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5.1.3. Srovnani ELFP a MUFP substratu

Nedoma et al. (2003a) studovali kinetiku sraZeni ELFA, a to jak na urovni celkového
vzorku planktonu, tak na urovni jednotlivych bunék, pficemZz zkoumali vhodnost pouzivéani
substratu ELFP k méfeni aktivity extraceluldrnich fosfatas.

Nevyhodou substratu ELFP je lag pfi vzniku sraZenin ELFA. Na druhou stranu, lag
nedoprovazi pouze reakci tohoto substratu, ale v minulosti byl popsédn 1 u jinych pouzitych
substrati — napiiklad u fluorochromu MHPQ (Huang et al. 1992).

Nedoma & Vrba (2006) pii inkubaci vzorka s ELFP popsali rovnéz lag, béhem néhoz
nedochézelo ke zméndm fluorescence nebo jen nepatrnym. Lag pozorovali u vzorkid riznych
morfotypd a dat odbéru v rozmezi 0—18 minut, po nichZ nasledoval pfiblizné linearni vzrist
intenzity fluorescence vlivem hydrolyzy substratu a pozvolného sraZeni krystali ELFA na
bunkach.

Délka lagu na zacédtku inkubace vzorkli s ELFP byla zdvisld na teploté; byla obecné
delsi a rychlost vzniku ELFA pomalej$i pfi mensi teploté (Nedoma et al. 2003a). Zpozdéni
reakce urcené pro velikostni tfidy jednotlivych morfotypti (koky, vldkna, zahnuté burky)
neukdzaly Zadny jasny sezonni trend (Nedoma & Vrba 2006).

Strojsové (2001) se zabyvala srovnanim ELFA a MUFP substrétii a jejich z4vislosti na
pH. Meéfila spektrofluorometricky jejich saturacni kinetiku a porovndvala fluorometricky
méfenou fosfatasovou aktivitu s analyzou obrazu. Provedla s obéma substraty i inhibicni
pokusy (pridani org. a anorg. zdroje fosforu ke méfenym vzorkim). Rozdil je i v rychlosti
hydrolyzy za rozdilnych pH; u MUFP probiha nejrychleji pii pH 10 a 11, u ELFP byla
zjiSténa pii pH 8.

35



Q
S 100 - . e
(0]
Q
$ 80_
=
S o ELFP
= &l
2 O MUFP
x40 1
£
5
< 204

0 . - S i

7 8 9 10 11

pH
Obr. 16 Vliv pH na hodnoty ELFP a MUFP hydrolyzy ve vzorku z Rimova z 31.srpna

2001; fluorescence byla mérena spektrofluorometricky (MUFP) a obrazovou cytometrii

(ELFP), doba inkubace byla jednotnd (240 min) (pFevzato od Strojsovd 2001 ).

Spektrofluorometrické srovnani ELFP a MUFP substratli na vzorku z PleSného jezera
(Strojsova 2001) ukézalo rozdily v pribshu hydrolyzy a v parametrech saturaéni kinetiky
(Vmax; Km). U ELFP dochédzelo klagu (0,8-7,2 min) s naslednym linedrnim vzristem
fluorescence 15 — 40 min dlouhym. MUFP substrat nevykazal zadny lag a linearni vzrust tval
pfiblizng 30 min. Afinita MUFP (Kj, = 2,42 umol.I") se zd4 byt tiikrat vy$§i oproti ELFP (Ky
= 6,55 pmol.I').

e ELFP Ve = 31.7 pmol I" h™",
304 © MUFP Ky = 6.55 umol I'" ®

®
Ve = 8.20 pmol I'' ™,
Ky = 2.42 pymol I

e A = -

T v T 4 1

0 10 20 30 40

AcPA (umol I h™)
N
(@}

Substrate (umol I'')

Obr. 17 Saturacni kinetika hydrolyzy substrdtit ELFP a MUFP mérend
spektrofluorometricky na vzorku z Plesného jezera z 5.kvétna 2001; V. — maximdlni rychlost

hydrolyzy substrdtu; Ky — Michaelisova konstanta (pievzato od Strojsovd 2001).
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6. Vlastni pokusy

6.1. Lokalita, odbér vzorku

V sezoné 2005 byl vrdmci projektu vedeného docentem Vrbou sledovdn pribéh
vyvoje bakterioplanktonu na Certové jezefe na Sumavé. Bylo provedeno &trnéct odbéri od
14. ledna do 2. listopadu 2005 (data odbérd jsou uvedena v grafu - obr. 18). Vzorky byly
odebirdny na jezetfe z hloubky 0,5 m do sterilni sklenéné ldhve o objemu 2 litry s ndslednou
prefiltraci sitem o priméru pért 200 pm a transportu do laboratofe v termosce. Na
mikroskopické pocitani bakterii pomoci mfizky bylo odebrano nefiltrovanych 50 ml a pfidano
2.5 ml 40% roztoku formalinu.

V laboratofi se pro analyzu obrazu vzorky inkubovaly v Erlenmeyerovych barikach o
objemu 12,5 ¢i 25 ml pfiddnim ELFP v poméru 4 pl prefiltrovaného origindlniho roztoku na 1
ml vzorku (findlni koncentrace 20 uM). Inkubacni doba byla orientacné stanovena pfi teploté
20°C : blank-0-5-10-15-20-25 minut. Ukonéeni inkubace bylo provedeno pfenesenim 2 (4) ml
inkubovaného vzorku do plastovych jednordzovych zkumavek o objemu 10 ml s 200 (400) ul
fixativu a fosforecnanti (pH=5), pficemzZ pfi casu 0 se odebraly a fixovaly 2 (4) ml ihned po
pfidani ELFP. Blankem se rozumi nafixovani 2 (4) ml vzorku bez pfidani ELFP. Nafixované
inkubované vzorky byly uskladnény v lednici pii teploté 4°C a zfiltrovany do 24 hodin.

Filtrace 3 ml vzorku s pfiddnim 50 pl barviva DAPI (doba probarvovéni cca 4 minuty)
probéhla na aparature Sigma pies filtr poretics o priméru 25 mm a porozité 0,2um. Filtr se
otoc¢il hladkou stranou nahoru a podloZil nitrocelulosovym filtrem Sartorius. Prefiltrovani a
promyti MQ vodou probéhlo za podtlaku 0,2 MPa. Na vzduchu usuSeny filtr byl oznacen
tuZzkou poradovym cislem, vloZen plastové mikrozkumavky (Eppendorf, objem 1,5 ml) a

zamrazen.

6.2. Stanoveni mikroskopickych poc¢ta bakterii a méreni fluorescence
ELFA

Pripravil jsem samostatné preparat na mikroskopické stanoveni poctii bakterii. Ten
jsem zhotovil z jedné Ctvrtiny filtru (vystfiZena, zbytek opét ulozil do mrazdku), jez jsem
polozil na podlozni sklicko s kapkou smési imerzniho oleje a DAPI (10pg/ml), zakapnul dalsi
kapkou smési oleje a DAPI a prikryl krycim sklem.

Pred vlastnim sniménim bylo vZdy zapotfebi provést na mikroskopu kalibraci pomoci
roztoku fluoresceinu (9,4%), jakoZto korekce na zastinovani — shading — (Model & Burkhardt

2001). 20pl 9,4% roztoku fluoresceinu jsem nanesl na podlozni sklicko, zakryl krycim
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sklickem a pfichytil v rozich ¢ernym lakem na nehty. Po jeho zaschnuti jsem nanesl vrstvu po
celém obvodu kryciho skla. Vlastni kalibrace jsem provadél pomoci programu Lucia G/F 4.8
(Laboratory Imaging s.r.o., CR).

Po kalibraci fluoresceinem a vyméné karuselu (modry kandl — kostka: specificky filtr
pro DAPI; zeleny kandl — kostka: specificky filtr pro ELFA) jsem pristoupil k vlastnimu
nasnimani prepardtu dle metodiky Nedoma et al. (2003b). Méfené burky jsem oznacoval
manudlni segmentaci a systém méfil primérny jas méfenych bunék a primérny jas pozadi,
z jejichZ rozdilu ndsobeného plochou bunék se vypocitalo celkové mnoZstvi fluorescence
dané burky, které je imérné mnoZstvi hydrolyzovaného produktu. V kazdém inkubacnim
¢ase jsem zméfil ~ 30 bunék (zahnuté morfotypy, vibria) (viz obr. 19-22).

Bakterie (vSechny a zahnuté morfotypy selektivné zvI4st) jsem pocital mikroskopem
pomoci mfiZzky v okuldru. Jak vibria, tak vSechny bakterie celkové vykazovaly podobny
pribéh vyvoje se zietelnym maximem v srpnu, po némz nésledoval pokles abundance, coz
ponékud odporuje pivodni predstaveé, Ze vibria s extracelularnimi fosfatasami se budou
rozvijet i po vy€erpdni fosforu v prostfedi nebo alespori nebude jejich tibytek tak strmy, jak se

ukazuje v grafu.

Vyvoj bakterioplanktonu béhem roku 2005
: T35

——V38echny bakterie -
— Vibria

\ \ \
\ \ \

—t )] N W

o1 O o1 O
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Obr. 18 Graf zndzorniujici abundance vsech bakterii a vibrii v sezoné 2005 na Certové

Jezere. Abundance zahnutych morfotypit byla o1-2 Fddy niZsi oproti mnoZstvi vSech bakterii
v prostiedi (vliastni méreni autora).
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U vzorku odebraného 8. ervna jsem pomoci obrazové cytometrie sledoval u celé
casové inkubacni fady (0-9-16-22-29-36 min) prubéh vzniku fluorescence u zahnutych

morfotypud bakterif.

Obr. 19 Snimek bakterioplanktonu ze vzorku z Certova jezera 8.6.2005; doba inkubace 29
minut (objektiv 100x; foto J. Krafl).

Celkem bylo proméfeno 251 bakteridlnich bunék (vibrii). Buiiky byly rozcélenény
podle délky do ¢ty skupin (0,3-0,9 pm, 0,9-2,5 pm, 2,5-5,0 pm a 5,0-10,0 um)
v pocetnostech 1, 63, 138 a 49 jedinct (0,40%, 25,10%, 54,98% a 19,52%) (viz. obr. 23) .
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Obr. 20 Zvétseny vyrez zahnutého morfotypu (vibria) bakteridlni buriky s vysrdZenymi
krystaly ELFA ze vzorku z Certova jezera z 8.6.2005 (objektiv 100x; foto J. Krafl).

Obr. 21 Zvétseny vyrez zahnutého morfotypu (vibria) bakteridlni buriky s vysrdZenymi
krystaly ELFA ze vzorku z Certova jezera z 8.6.2005 (objektiv 100x; foto J. Krafl).
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Obr. 22 Snimek bakterioplanktonu ze vzorku z Certova jezera 8.6.2005; doba inkubace 36
minut (objektiv 100x; foto J. Krafl).

Pocetnost sledovanych vibrii podle
jejich délky
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Délka bunék

Obr. 23 Graf zastoupeni jednotlivych velikostnich trid mérenych bunék ve vzorku
z Certova jezera 8.6.2005 (vlastni data autora).
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Obr. 24 Mnozstvi ELF-pozitivnich bunék béhem inkubace ve vzorku z 8.6.2005

(mikroskopie + analyza obrazu; vlastni méreni autora).
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Obr. 25 Mnozstvi ELF-pozitivnich bunék béhem inkubace ve vzorkuz Prdsilského jezera

(priitokovd cytometrie; prevzato z Duhamel et al. 2009).
Procentudlni zastoupeni ELF-pozitivnich bunék v Casové inkubacni fadé vykazalo u

vzorku z Certova jezera (obr.24) obdobny charakter jako u vzorku z Pragilského jezera z roku

2006 (obr.25) (Duhamel et al. 2009).
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7. Diskuse

Nedostatek fosforu je Casto limitujicim faktorem rtstu sladkovodniho fytoplanktonu a
nejvyznamnéj$i zdroj selektivniho tlaku na jednotlivé populace riznych vodnich prostiedi
mimého pédsma (Strojsovda & Vrba 2006). Rozpuitény anorganicky fosfor je
mikroorganismim piimo dostupny a jeho koncentrace v povrchovych vodach je vyznamné
niz$i oproti koncentraci rozpusténého organického fosforu, ktery je povazovén za alternativni
zdroj fosforu (Duhamel et al. 2009).

Extracelularni fosfatasy jsou produkovany fytoplanktonem za nedostatku P;. Enzym je
syntetizovan a ndsledné uvolnén do okolniho prostiedi jako volnd nebo na povrch buiky
vazana molekula (Jansson et al. 1988). Do soucastnosti byla prokdzana piitomnost a aktivita
extraceluldrnich fosfatas u fady planktonnich zdstupct bakterii, sinic, fas a také u nékterych
druhli zooplanktonu. Nékteti zastupci méli alkalické extraceluldrni fosfatasy, jini disponovali
kyselymi fosfatasami. Byly popsdny konkrétni piipady vyskytu fosfatasové aktivity i inhibice.
Byl zkoumén vliv prostiedi (zejména pH) na expresi té€chto enzymu. Pfitomnost a aktivita
téchto extraceluldrnich enzymi byla zkoumana na trovni celych vzork i jednotlivych bunék.

V soucasné dobé neni pfiméfené vhodnd metoda k urceni skutecnosti, kterd Zivina
limituje rdst jednotlivych druhti ve smiSeném spolecenstvi fytoplanktonnich organismua (La
Roche et al. 1993). Dohady o limitaci fosforem a dusikem nejsou uspokojivé vyfeSeny, z toho
divodu, Ze jednotlivi ¢lenové fytoplanktonniho spoleenstva maji rozdilné naroky na vyzivu a
riznou schopnost pifjmu téchto Zivin (Gonzales-Gil et al. 1998).

Fyziologické projevy deficitu fosforu a exprese fosfatas jsou komplexni a proménlivé
v ramci druhil (Gonzales-Gil et al. 1998). Data z fasovych kultur naznacuji podstatné rozdily
mezi druhy ve vyskytu, bunécné specifické aktivité a zpisobem regulace extraceluldarnich
fosfatas (Healey & Hendzel 1979, Van Boekel & Veldhuis 1990, Lubiédn et al. 1992). Tyto
vlastnosti enzymi moznd vysvétluji castené rozporné zavéry zruznych studii na
extraceluldrnich fosfatasach a selhdni aktivity fosfatas jako spolehlivého indikdtoru deficitu
fosforu ve vodni ekologii (Vrba et al. 1995).

BéZné enzymové metody ke stanoveni nutriéniho statusu u fytoplanktonu méfi pouze
fosfatasovou aktivitu celého spoleCenstva a nepiinaSi informace o jednotlivych druzich ani
jednotlivych bunkdch (Gonzales-Gil et al. 1998). Prvni sezonni studie se substraitem ELFP byla
provedena v roce 1998 (Gonzéles-Gil et al.), pokusy s fasami v kultufe nasledovaly v roce
1999 (Dyhrman & Palenik) a v roce 2001 Rengefors provedl studii u jarnitho sladkovodniho
fytoplanktonu. Na rozdil od fytoplanktonu, neni mnoho zndmo o rozsifeni fosfatasové aktivity

u bakterioplanktonnich skupin v pfirodnich voddch (Nedoma & Vrba 2006), byt je znamo jiz
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dlouho, Ze jsou u bakterii fosfatasy pfitomny; napiiklad Ammerman (1991) uvadi, Ze ve
vodnim sloupci ocednu bylo s bakteriemi pfimo souvisejicich 15-73% aktivity alkalickych
fosfatas z partikulované faze.

Chrost (1991) predpokladd, Ze nizkd fosfatasova aktivita je disledkem represe syntézy
fosfatas zptisobené vysokym bunéénym obsahem fosforu, nicméné Strojsové et al. (2008)
zjistili, Ze produkce extracelularnich fosfatas nebyla zcela inhibovana ¢i zastavena v prostiedi
obohaceném fosfatem, protoZe nékteré buniky fytoplanktonu vykazovaly aktivitu i potom. To
je vsouladu se zjiSténim Vrby et al. (2009), Ze nékteré druhy fas produkuji extraceluldrni
fosfatasy ikdyZ nenfi fosfor (v dostupné form¢) vycerpdn.

Predpoklad, Ze vysokd fosfatasovd aktivita by méla nastat pfi nizkém obsahu fosforu,
ktery také vede k nizkému rtstu, v prostiedi (Nedoma & Vrba 2006), je v rozporu s poznatky z
priace na aktivovanych kalech (Van Ommen Kloeke & Geesey 1999). Jednim z moZnych
vysvétleni je konstitutivni tvorba enzymu.

Rada autort (Kuo & Blumenthal 1961, Chrést & Albrecht 1986, Chrost & Overbeck
1987) uvdadi, Ze syntéza alkalickych fosfatas u mnoha bakterii, vcetné vodnich, je
konstitutivni a nepotlacuje se zvySenim koncentrace P; v prostiedi.

Zatimco Smith & Kalff (1981) zaznamenali maly vliv zmén ve sloZeni spoleenstva na
aktivitu alkalickych fosfatas v kultufe, Hino (1988) a Olsson (1990) pozorovali, Ze
fosfatasova aktivita byla zdvisld na druhovém sloZeni fytoplanktonu v jezerech. Na Rimové
zjistili Vrba et al. (1995), Ze byla fosfatasova aktivita vice ovlivnéna nutri¢nim stavem neZz
druhovym sloZenim ¢i biomasou fytoplanktonu. Na druhou stranu, zaznamenali sniZené
aktivity pod pH 7,5 béhem piku fytoplanktonu, které byly podobné zakladnim in situ
hodnotam méfenym pied a po jarnim maximu fytoplanktonu. Vrba et al. (1995) se shoduji
s obecnym ndzorem (napf. Jansson et al. 1988) a naznaluji, Ze i na Rimové byla zakladni, na
pH nezavisld (nad pH 6,5) konstantni fosfatasova aktivita, jeZ byla konstitutivnhi — moZnd
kyselé fosfatasy — zatimco zvySend aktivita alkalickych fosfatas se vyskytovala pouze za
deficitu fosforu (Nedoma et al. 1993, Vrba et al. 1993) DalSimi zavéry experimentti Vrby et
al. (1995) je zjisténi, Ze aktivita fimovskych alkalickych fosfatas byla pravdépodobné
indukovéna anebo dereprimovédna (Jones 1972, Chrést & Overbeck 1987, Jansson et al. 1988)
jako odpovéd’ na zmény v okolnick koncentracich org. a anorg. P, coZ by mohlo vysvétlit
pozorované vztahy — nesporny vztah mezi fosfatasovou aktivitou a ostatnimi parametry
fosforového deficitu a problematicky vztah mezi aktivitou fosfatas a biomasou fytoplanktonu.

Gonzdles-Gil et al. (1998) prokazali, Ze dva ze tfi rodi zkoumanych ve studii
syntetizovaly alkalické fosfatasy, kdyZ byly kultivovany v obou typech médii (anorg. i org.)

za podminek limitace fosforem. Jen buiiky (fytoplanktonu) rostouci v nizkych koncentracich
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fosfatu ukdzaly jasny zeleny fluorescencni signdl ELFA. Autofi doddvaji, Ze tento signdl byl
vzdy pozorovan u nedostatkem fosforu trpicich (,,vyhladovélych*) bunék u fas Amphidinium
sp. a Isochrysis galbana, zatimco u tieti sledované, Alexandrium fundyense jen béhem pozdni
staciondrni fize. Domnivaji se, Ze Alexandrium fundyense ma alkalické fosfatasy ¢i jiné
enzymy, které nereagovaly s uZzitymi rozpustnymi i nerozpustnymi substraty za podminek
(zejména pH) uZitych v jejich experimentech, protoZe kdyby buiiky produkovaly fosfatasy
jako odpovéd na deficit fosforu, mohly by oc¢ekdvat pozorovani bun¢k s ELFA v populaci a
fosfatasy by byly lokalizovany po okrajich. Vyslovili rovnéZ hypotézu, Ze jimi popsand
pozorovani souviseji spiSe s enzymatickym rozkladem odumirajicich nebo mrtvych bunék nez
s hladovénim po fosforu a tudiZ tyto nejsou souvisejici s vyZivou fosforem.

Nékteré studie FLEA ze sladkovodniho prostfedi prokazaly, ze fosfatasovou aktivitu
vykazovaly ty druhy, které ve fytoplanktonu nebyly dominantni (Rengefors et al. 2001,
gtrojsové et al. 2003). Podobné i Vrba et al. (2009) zjistili, Ze druhy oznacené ELFA tvoftily
jen malou ¢ast z celkového mnozZstvi druhi ve fytoplanktonu zkoumanych ¢inskych jezer.

Strojsova et al. (2008) ve shodé s pfedchazejicimi pracemi (napf. Rivkin & Swift 1979,
Wynne 1981, Boni et al. 1989) poukazuji na fakt, Ze aktivita povrchov€ navdzanych fosfatas u
konkrétni populace fas miiZze kolisat v rozmezi nékolika hodin. Proto navrhuji, aby se vzorky
na analyzu fosfatas odebiraly castéji a nebo pouzivat metodu stanoveni FLEA k hodnoceni
aktudlni ¢asti (fosfatasové aktivnich) druhti fytoplanktonu ¢i bakterioplanktonu.

Studie o rozsifeni, proménlivosti a regulaci mikrobidlnich extraceluldrnich enzymi
sladkovodnich ekosystémtl miize prispét ke zlepSeni zdkladnich znalosti o mobilité kli¢ovych
zivin (Strojsova 2001). K lepsimu porozuméni role fosfatas vdzanych na bunéény povrch ve
vyzivé bakteridlni buriky museji byt v budoucnu plné také objasnény vztahy mezi rdstovou
rychlosti rozdilnych skupin bakterif a jejich fosfatasovymi aktivitami (Nedoma & Vrba 2006).
Specifickd bunécnd aktivita se miiZze podstatné liSit mezi rliznymi planktonnimi druhy a
populacemi (Nedoma et al. 2003a) a pravdépodobné odraZzi jejich rozdilné Zivinové strategie a
rozdilny nutri¢ni stav (Nedoma & Vrba 2006).

Strojsovd (2001) zaznamenala nejen velkou variabilitu v produkci fosfatas pouze mezi
riznymi druhy fas, ale také v ramci jedné populace (obdobné i Strojsovd & Vrba 2006). Ne
vSechny bunky populace byly oznaceny ELFA a také mira fluorescence ELFA byla rtzna.
Zpusob vysrazeni ELFA byl také rozdilny — u nékterych druhti se vytvarely linearni struktury
(Ceratium hirundinella, Asterionella formosa), u jinych tecky (Anabaena mendotae,
Pseudoanabaena sp., Peridinium spp.), u Ankyra ancora, Monoraphidium dybowski a

Chlorogonium fusiforme doSlo k vysrazeni ELFA na celém povrchu buriky.
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Nedoma & Vrba (2006) konstatuji, Ze je t€Zké ucinit detailnéjsi zavéry, pokud jde o
regulaci bakteridlni fosfatasové aktivity z provedenych méfeni na Sumavskych jezerech,
protoZze skupiny bakterii definovanych jejich morfologii a velikosti rozhodné nejsou
homogenni a sklddaji se z mnoha genotypli mozna s odliSnymi zpisoby regulace. Zahnuté
buiikky byly nepochybné nejvice homogenni ze studovanych skupin. MoZzna byly tvofeny
jednim ¢i nékolika bakteridlnimi druhy. Zda se, Ze pravé tato morfologickd skupina by mohla
regulovat svou fosfatasovou aktivitu podle svého aktudlnitho Zivinového statusu a potieb,
které se asi liSi od ostatnich bakterii. Rozdilna pfitomnost bunécné specifické aktivity fosfatas
u riznych skupin bakterioplanktonu by mohla mit vyznamné ekologické disledky, jez by
naznacovaly mozné rozdily ve statusu fosforu, konkurenceschopnosti a pomérnou dileZitost
v regeneraci fosforu témito skupinami.

Carlsson & Caron (2001) ve své praci zaméfené hlavné na Zivinovou limitaci
sladkovodniho bakterioplanktonu v malém dimiktickém jezefe Deep Pond (Massachusetts,
USA) okrajové zabyvali i aktivitou alkalickych fosfatas za pouziti ELFP. Omezili se vSak
pouze na kvalitativni méfeni fosfatasové aktivity provedené na drovni jednotlivych bunék,
pricemz vétSina aktivity byla pozorovana na detritovych agregéitech obsahujicich velky pocet
bakterif a na fytoplanktonnich koloniich s pfidruZenymi bakteriemi.

ELFA signdl muze byt kvantifikovan pritokovou cytometrii a miize byt pouzit pro
druhy produkujici vyznamné mnoZzstvi fosfatas, kdyz jsou stresovany nedostatkem fosforu,
ke stanoveni Zivinového stavu organismu (Gonzdles-Gil et al. 1998). Ti ddle podotykaji, Ze
velmi dilezitym aspektem je skutecnost, Ze ELFP (FLEA) reprezentuje metodu indikace
deficitu v pifijmu fosforu tim, Ze poskytuje ty samé informace, které mohou byt ziskdny uzitim
molekularnich sond a protilatek ur¢enych k detekci, napfiklad proteind spojenych s piijmem
fosforu (Dyhrman & Palenik 1995).

Pouzivéani ELFP je vhodné pro fosfatasovou detekci stejné tak jako pro kvantifikaci jeji
intenzity a to jak na drovni celého vzorku, tak jednotlivych bunék. Pfed objevenim se
substratu ELFP na trhu bylo moZzno druhové specifickou fosfatasovou aktivitu studovat pouze
v fasovych kulturdch (Strojsova 2001). ELFP ma potencidl jako ndstroj pro detekci vnitinich
aktivit fosfatas v Sirokém vybéru organismil a tkdni. Zdroj fosfatasové aktivity ve vzorcich
moriského a sladkovodniho fytoplanktonu byl diive tézko urcitelny a nyni se miize zkoumat na
drovni druht, které organismy jsou zodpovédné za diive udavanou celkovou aktivitu ve vodé
(Gonzales-Gil et al. 1998).

ELFP je vhodny ke kvantifikaci pomoci obrazové cytometrie diky vytecné
fotostabilité a diky (neZddouci) slabé nespecifické fluorescenci pozadi, jak to popsali Paragas

et al. (1997) a Cox & Singer (1999). Buniky a tkané¢ mohou byt zkoumany za uziti ELFP
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pomoci epifluorescenéni (Gonzdles-Gil et al. 1998) nebo konfokdlni (Dyhrman & Palenik
1999) mikroskopie nebo prittokovou cytometrii (Telford et al. 2001).

Strojsové (2001) se ve své studii zaméfila na srovnani vlastnosti a aplikace p¥i vyzkumu
fosforu ve spolecenstvi fytoplanktonu. Méla vzdy vyssi vysledky fosfatasové aktivity pii
pouziti ELFP oproti MUFP (ikdyZ Gonzales-Gil (1998) ziskal vySsi hodnoty standardni MUFP
metodou oproti ELFP substratu).

Nevyhodou tohoto substrdtu je popsand skutecnost (Huang et al. 1992), Ze vznik
intramolekuldrni vodikové vazby na molekule ELFA, jeZ je zdsadni pro jeji fluorescenci, je
inhibovana pii pH > 10. Strojsovd (2001) uvadi, Ze lag u ELFA je ddn existenci meziproduktu
pri enzymatické reakci pfemény ELFP na ELFA.

Dle Van Ommen Kloeke & Geesey (1999) nabizi kombinace jimi pouZzitych technik,
metod, barviv a substrati (FISH a lokalizace specifické enzymatické aktivity) prileZitost
monitorovat specifickych aktivit bakteridlnich populaci v komplexnich mikrobidlnich
systémech a urcit vliv riznych podminek prostiedi na urcité procesy a zaroven usnadnit
identifikace roli kazdé populace v mikrobidlni komunit€ a tim popsat diverzitu, strukturu a

funkci mikrobidlni populace v ekosystému.
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8. Zaveér

Fosfatasy byly studovdny zejména u fytoplanktonu, u bakterii pomérné malo a neni
proto mozné si zatim utvorit celkovy obrdzek. Jednim z hlavnich problémil zlstava zptisob
oddéleni bakterii od fytoplanktonu. MoZnosti je selekce za pomoci velikostnich frakci, ta je
ale nespolehliva.

Urcitym piinosem je metoda FLEA, kterd umoZziuje studium fosfatas na urovni
jednotlivych bunék. Metoda je ale Casové narocnd, klade vysoké naroky na pristrojovou
vybavenost a zlistdva nedofeSena metodicky.

V posledni dobé se Casto pristupuje k pouzivani efektivnéjsi prutokové cytometrie, u
niZ je potenciél zeyména v kombinaci s dalSimi metodami.

V praktické Casti jsem se seznamil se zplisobem stanoveni poctu bakterii, metodou
FLEA a vyhodnocovanim snimkli pofizenych na epifluorescenénim mikroskopu analyzou

obrazu.
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