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Anotace:

Over the period of the spring phytoplankton bloom (March-May 2009),
an intensive sampling program was conducted at 2 sampling depths (0.5 m
and 1% PAR) located at lacustrine zone of the canyon-shaped, meso-
eutrophic Rimov reservoir (Czech Republic). Changes in the production
and community dynamics of epilimnetic bacterioplankton, studied by means
of group-specific rRNA-targeted oligonucleotide probes, were related to shifts
in composition and activity of phytoplankton, and to remarkable changes
in total protistan bacterivory. It was documented that particular groups
of bacterioplankton responded differently to: (i) major shifts in phytoplankton
composition and its activity and to (ii) changes in overall protozoan grazing
pressure.
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1 Uvod

Rada vodnich ekosystémi je vytvofena &lovékem, mezi nejvyznamnéjsi patfi
pfedhradni nadrze, které maji ¢asto multifunkéni vyuziti: od zdsobovani pitnou vodu,
vyroby elektrické energie, ochrany pfed povodnémi aZ po rekreaci (STRASKRABA,
1998; SIMEK ET AL., 2008). Prestoze pfipominaji na prvni pohled pfirodni jezera,
maji zejména udolni nddrze mnoho odliSnych charakteristik. Mezi nejvyznamnéjsi
patfi kanonovity tvar nadrze, kratkd doba zdrZzeni vody a vyraznd prostorova
heterogenita (THORTON ET AL., 1990). Pfehradni nadrze reprezentuji pfechodné
systémy mezi fekami (zejména pfitokova &ast nadrze) a pfirodnimi jezery (jezerni

¢ast pobliz hraze).

Procesy zprostfedkovany mikroorganismy jsou v nadrzich mnohem méné
studovany, v porovnani s fytoplanktonem a zooplanktonem (napf. RIEMANN
& SONDERGARD,1986; BERNIRGER ET AL., 1991). Mikrobialni procesy pfitom
hraji kli€ovou roli v transformaci organické hmoty a v kolob&hu Zivin ve vodnich

ekosystémech (SIMEK ET AL., 2008).

Fyzikalni, chemické a biologické charakteristiky v hluboké jezerni €asti nadrze
se podobaji pomérlm v pfirodnich jezerech. Mym Ukolem bylo studovat dynamiku
a slozeni bakterioplanktonu (v jarnim obdobi roku 2009), v blizkosti hraze pfehradni

nadrze Rimov, kde se také nachazelo odbérové misto.

Vedle prisunu organickych latek a anorganickych zivin zplsobenych ¢lovékem,
maji autochtonni organické latky produkované fytoplanktonem zasadni vyznam
pro bakterioplankton (COLE, 1982). Jelikoz dolni &asti kanonovitych nadrzi jsou
¢asto velmi hluboké, fytoplankton tudiz mlze mit v rGznych hloubkach odliSnou
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dynamiku. Proto jsem se ve své praci zaméfila pravé na odliSnosti slozeni
a dynamiky bakterioplanktonu ve dvou hloubkach. Hloubka 0,5 m reprezentovala
vrstvu, ktera neni limitovana svétlem a hloubka 1% PAR (photosynthetically active
radiation) reprezentovala vrstvu tzv. kompenzaéniho bodu, ve kterém se produkce

fytoplanktonu rovna jeho respiraci.



2 Literarni prehled

2.1 Vyznam bakterii a mikrobialnich potravnich fetézcu ve vodnich
ekosystémech

Planktonni bakterie hraji kli€ovou roli v cyklu zivin, dekompozici organické
hmoty a formovani biomasy ve vodnich systémech a reprezentu;ji tak dllezity ¢lanek
v pelagickém mikrobialnim potravnim fetézci (napt. AZAM, 1983; HORNAK ET AL.,
2004). Do konce osmdesatych let v8ak neexistoval uceleny koncept o roli
mikroorganismd ve vodnich ekosystémech. Klasickd predstava o potravnich
fetézcich v pelagidlu jezer byla vyznamné pozménéna (AZAM, 1983). Pfispélo
k tomu zjisténi pocetného vyskytu malych bakterivornich bi¢ikovcl a nalevnikl
v planktonu mesotrofnich a oligotrofnich jezer. Do té doby se soudilo, Zze prvoci
mohou Zit pouze ve vysokych koncentracich bakterii, jako jsou odpadni vody,
hypertrofii tiin&, rybniky apod. (STRASKRABOVA ET AL., 1996). Zasadni a primarni
role byla pfisuzovana hlavné klasickému potravnimu fetézci, tj. toku uhliku
od primarnich producent(i (fasy a sinice) pfes zooplankton k rybam. Schazela
predevSim kvantifikace role mikrobialnich procest v globalnim méfitku, tedy
i moznost odpovédét na otazku, jaky je jejich podil na transformaci nebo kolobéhu

latek a limitujicich nutriet(.

Obecné tak byla mikroorganismdm, tj. bakteriim a prvokdm, pfisuzovana pouze
okrajova role ve fungovani ekosystémui. V soucasné dobé je ziejmé, ze vedle
klasického potravniho fetézce existuje kvantitativné casto dokonce vyznamnéjsi
potravni fetézec, slozeny predev§im z heterotrofnich mikroorganisma (< 20 um),
tzv. nanoplanktonu (POMERQY, 1974). Diky rozvoji metodik fixace vzorkl s prvoky
a kvantifikace mikroorganismu pomoci epifluorescenéni mikroskopie bylo objasnéno,
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Ze prvoci, heterotrofni a autotrofni bakterie (sinice) mohou sehrat za urcitych

okolnosti rozhoduijici roli v celém mikrobialnim spoleéenstvu.

V roce 1983 (AZAMM ET AL.) byl zaveden pojem ,mikrobidlni smycka*“, ktery
charakterizuje vzajemné vztahy mezi prvoky a bakteriemi a drobnym fytoplanktonem.
Podle této teorie je fotosynteticky produkovana organickda hmota rozkladana
bakteriemi. Bakterie a drobné fasy ¢i sinice jsou nasledné konzumovany zejména
heterotrofnimi prvoky, ktefi v procesu traveni potravy uvolfiuji ziviny vyuzivané opét
fototrofnimi organismy. Za téchto podminek znac¢na €ast primarni produkce prochazi
mikrobialni smy¢kou, a do urcité miry tak omezuje pfisun Zivin do vysSich trofickych
hladin. Mikrobialni smyc€ka je nejlépe rozvinuta v pfipadech, kdy je malo pocetny
filtrujici zooplankton, ktery je nejenom schopen efektivné odfiltrovat fytoplankton, ale
i prvoky a veétsi bakterie. Filtrujici zooplankton je omezen zejména v oligotrofnich
vodach, acidifikovanych jezerech, arktickych jezerech a ve vodach s vysokou

biomasou planktonozravych ryb. (STRASKRABOVA ET AL., 1996).

V poslednich letech byly také viry zafazeny do schémat mikrobialni smycky,

Make

protoZe jsou hostitelsky specifi¢ti ,parazité” nebo ,predatofi“ bakterii, prvokl a fas,
atak vyznamné ovliviuji slozeni spole¢enstev. Podle recentnich odhadi viry
eliminuji cca 20% bakterialni produkce. Navic virova lyze zpUsobuje uvolfiovani
velkého mnozstvi organickych latek a fragmentl bunék do prostredi, a tak vyznamné

pfispiva ke kolobéhu uhliku a fosforu (SUTTLE, 1994).

2.2 Faktory ovliviujici slozeni a dynamiku bakterioplanktonu

Aktivita a r0st bakterii jsou ovliviovany zejména teplotou, mnozstvim
dostupnych organickych a anorganickych zivin (tzv. botom-up control), predaci

prvokll a zooplanktonu (ij. kontrola predatory) a virovou lyzi (FUHRMAN ET AL.,



1995; PACE ET AL., 1996). SANDERS ET AL. (1992) uvadeji, ze v oligotrofnich
systémech nejvyznamnéji reguluje sloZeni a pocetnost bakterii dostupnost Zivin
(botom-up control), a naopak v eutrofnich vodach hraje veétSi roli predace
na bakteriich (top-down kontrol). Bakterialni rlist neni limitovan pouze zdrojem uhliku
autochtonniho plvodu, ktery je produkovan fytoplanktonem, ale také dostupnosti
fosforu a dusiku (FELIP ET AL., 1996). Bakterie také vyuZivaji rozpusténou
organickou hmotu (DOM) alochtonniho plvodu pochazejici z terestrickych
ekosystémui a tudiz mnozstvi DOM vyznamné ovliviiuje jejich rdstovou rychlost
(TRANVIK, 1990). Rzné skupiny bakterioplanktonu se vyznamné lisi
ve schopnostech, jak efektivné reagovat na zmény v dostupnosti Zivin a strukture

potravniho fetézce (FISHER ET AL., 2000).

2.2.1 Fytoplankton a jeho role v potravnim retézci

Obecné je rust bakterii v planktonnim prostiedi limitovan dostupnosti snadno
rozloZitelnych organickych latek produkovanych fytoplanktonem, tj. exudaty (EPP-
extracelularni produkce) sinic a fas (COLE ET AL., 1982). EPP je povaZovana
za vyznamny zdroj zivin pro bakterie (napf. SUNDH, 1992; GIROLDO ET AL., 2007),
i kdyZ stéle jeSté neni presné znamo, které skupiny fas jsou hlavnimi producenty
EPP. Podle JENSENA (1984) bylo také dokazano, Ze nedostatek Zivin ma

za nasledek zvySenou EPP, ktera tim pfimo ovliviiuje dynamiku a po¢etnost bakterii.

Kromé& exudace se jako dalSi autochtonni zdroj uplatfiuje také rozkladajici
se fytoplankton a nespotifebované zbytky fytoplanktonu z exkrementl zooplanktonu.
Proto také pocty bakterii ve stojatych vodach koreluji s biomasou fytoplanktonu,
jak ukazuje analyza dat zaloZzena na sezonnich primérech (STRASKRABOVA ET

AL., 1996).



SIMEK ET AL. (2006) uvadgji, ze dynamiku a riist bakterioplanktonu také
vyznamné& ovliviuje dostupnost fosforu. Jelikoz jsou heterotrofni bakterie
vyznamnymi konkurenty fytoplanktonu v soutéZi o fosfor (zejména v oligotrofnich
pelagickych ekosystémech), mohou vyznamné ovlivnit rychlost ristu fytoplanktonu
(COTNER & BIDDANDA, 2002). Nékteré strategie bakterii (napf. Acetinobacter),
projevujici se zvySenou schopnosti pfijmu fosforu (tzv. luxury uptake), jsou dokonce
pouzivany v technologiich zvySeného odstrafiovani fosforu v €istirnach odpadnich

vod.

2.2.2 Predace bakterii prvoky a zooplanktonem

Za vyznamné predatory bakterii jsou povazovani predevSim heterotrofni
bi¢ikoveci (HNF) a nalevnici (CIL) (PACE, 1988). Predacni tlak zplsobeny prvoky
a zooplanktonem vyvoldva zmény v pocetnosti, velikosti, aktivit¢ a slozeni
bakterioplanktonu (SIMEK ET AL., 1997). SloZeni a rlst bakterioplanktonu ovliviiuiji
tim, Ze pfijimaji selektivné ur€itou kofist: napf. vétsi bunky (CHRZANOWSKI
& SIMEK, 1990), vybrané skupiny bakterii (PERNTHALER ET AL., 2001) nebo rychle
rostouci bunky bakterii (DEL GIORGIO ET AL., 1996). Z fady praci jasné vyplyva
(napt. SIMEK ET AL., 1999; JURGENS ET AL., 1999), Ze selektivni predace prvok
je jednim z hlavnich faktor(i regulujicich sloZeni bakterialniho spolec¢enstva (BCC)

v pfirodnich sladkovodnich ekosystémech.

Vzajemné plsobeni selektivni a neselektivni predace je velmi komplexni
a zmény ve sloZeni skupin predatord mazou mit rizné tc¢inky na BCC. PERTHALER
ET AL. (2001) zjistili, ze rGzné druhy prvokl pohlcujicich bakterie mohou dokonce
zcela potlacit nebo naopak podpofit rist konkrétnich skupin bakterii. Navic predace

metazooplanktonu na prvocich mize vyznamné pozménit sloZzeni a velikost



spolec¢enstev prvokl (napf. PACE, 1990), coz naznacuje, ze zmény ve struktuie

trofického fetézce pfimo nebo nepfimo ovliviuje BCC.

Predacni tlak je také davan do souvislosti se vznikem viéi predaci odolnych

forem bakterii, zejména vidken a vioéek (JURGENS ET AL., 1994).

2.3 Zastoupeni jednotlivych fylogenetickych skupin bakterii v
sladkovodnich ekosystémech

Jesté relativné nedavno byly nase znalosti o sloZeni bakterialniho spole€enstva
ve sladkych vodach velmi omezené, jelikoz neexistovali vhodné metody k jejich
identifikaci (vice v kapitole 2.4). S ndstupem novych technik molekularni biologie jako
je PCR (polymerase chain reaction) nebo fluorescenéni hybridizace in situ, se mnozi
(napf. ALFREIDER ET AL., 1996; ZWART ET AL., 2002) pokous$eli zjistit rozSifeni
hlavnich fylogenetickych skupin bakterii v rGznych typech vod. V téchto studiich
srovnavali useky bakterialni rRNA ziskané z podobnych prostiedi a hledali mezi nimi
urité podobnosti, s cilem dozvédét se vice o bakterialnim rozsifeni, poZzadavcich

na specifiénosti jejich prostiedi, jejich charakteristickou fyziologii apod.

v s

a vyskytuji se v sladkovodnich ekosystémech, jsou Proteobacteria (podskupiny alfa,
beta a gama), Cytophaga- Flavobacterium (CF) a Actinobacteria. RozSifeni
jednotlivych fylogenetickych skupin bakterii ve sladkovodnich ekosystémech
se zna¢né odliSuje od bakteridlnich spoleenstev zijicich v oceanech, mofich
apudach (ZWART ET AL., 2002). a-Proteobacteria jsou vyznamnou bakterialni
slozkou prakticky ve v§ech typech prostredi: ve sladké i morské vodé, v sedimentu,

i v pdach (GLOCKNER ET AL., 2000). Naopak skupina 8- Proteobacteria je sice

hojné zastoupena v sladkovodnich ekosystémech, ale v mofi a pudach témér zcela



chybi. Tato skupina se naléza také v podzemni vodé a zaujima podstatnou Cast
bakterii na specifickych €asticich tvoficich v planktonu tzv. “lake snow® a ve vlo¢kach
v odpadnich vodach. Skupina B- Proteobacteria ma nékolik podskupin, z nichz
nejvyznamnéjSi jsou klastry Polynucleobacter a R-BT065. Zastupci posledné
jmenovanych podskupin dosahuji velké pocetnosti (mohou dosahovat az 50%
z celkového pod&tu bakterii) a byly jiz prokdzany v mnoha jezerech Evropy a Severni
Ameriky. Bunky klastru R-BT065 maji vétSinou ty€inkovity nebo rohli¢kovity tvar,
pomérné uniformni velikost a v prostiedi s vy$§im poctem predatorll dosahuji
vysokou rdstovou rychlost (SIMEK ET AL., 2010). Mezi dal$i vyznamné zastupce
skupiny B-Proteobacteria patfi klastr Polynucleobacter, ktery byl objeven v horském

jezeru Adirondack v USA (HIRONS ET AL., 1997). Tato skupina nebyla nalezena

v sedimentech, mofi nebo pudé (HAHN, 2003).

Zastupci skupiny Cytophaga-Flavobacterium jsou Siroce zastoupeni jak v mofi,
tak i ve sladkych vodach, v urcité mife také na specifickych €asticich, tzv. “lake snow"

(GROSSART & SIMON, 1998) a v odpadnich vodach.

Zastupci skupiny Actinobacteria se nachazeji ve velkém mnozstvi nejenom
v plidach, ale také v sladkovodnich ekosystémech (oligotrofni, mesotrofni
a huminova jezera), kde dosahuji znaény podil bakterialnich poctd. Jedna
se vétSinou o druhy bakterii s velmi malym buné€nym obsahem. Skupina
Actinobacteria je Siroce zastoupena také v horskych jezerech, které jsou
charakteristické vysokym mnozstvim dopadajiciho UV zafeni, které je Skodlivé
pro mnoho jinych organismu. UV zareni poskozuje zejména organismy s vysokym

obsahem A+T v DNA a jelikoz tyto gram-pozitivni bakterie maji naopak vysoky obsah



G+C v DNA jsou proti ostatnim bakteriim pravdépodobné zvyhodnény (WARNECKE

ET AL., 2005).

2.4 Metoda in situ hybridizace

Metoda fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) byla poprvé aplikovana
pfed vice nez dvaceti lety (GIOVANNONI ET AL., 1988; DELONG ET AL, 1990;
AMANN ET AL., 1990) a je povazovana za prilomovy metodicky objev v mikrobialni
ekologii. Tato hybridizaéni metoda se pouziva k identifikaci bakterii (bez predchozi
kultivace) v pfirodnich vzorcich vody. ZpoCatku se védci setkavali s problémy
aplikovat tuto metodu na vzorky, které pochéazely z oligotrofnich systém, zejména
diky malé aktivité zde pfitomnych bakterii, které mély nizky pocet ribozomu. VétSina
bakterii je vystavena suboptimalnim substratovym podminkam, dosahuji tak malé
velikosti bunék a nizké rlistové rychlosti (napt. STRASKRABOVA ET AL., 1996).
Proto byla €asto intenzita fluorescenéniho signalu velmi nizkéa a hybridizované buriky
nebylo mozno odliSit od fluoreskujiciho pozadi preparatu. V poslednich letech
se védclim podafilo zvysit citlivost této metody, napfiklad pouzitim jasnéjSich
fluorochromd (ALFREIDER ET AL., 1996; GLOCKER ET AL., 1996), fluorescenéné
znacenych skupinové specifickych rRNA sond anebo pomoci tyramidové amplifikace
signalu (LEBARON ET AL., 1997; SCHONHUBER ET AL., 1997, SEKAR ET AL,

2002).

Metoda vychazi z predpokladu, Ze béhem vyvoje mikroorganism(, se tyto
postupné rozrlznovaly, coz bylo doprovazeno zmeénami v jejich struktufe DNA
a RNA. Prokaryotické organismy se takto rozriizriuji 1,5- 3 miliardy let (ROZSYPAL,
1981). Na z&kladé porovnani zmén v konzervativnich Usecich genomu je mozné

uvazovat o pfibuznosti jednotlivych mikroorganism@ a do minulosti odhadnout jejich



spole€né vyvojoveé linie. Takovéto konzervativni Useky se nachazeji zejména
v primarni struktufe molekul rRNA, kde se stfidaji s fylogeneticky mlad$imi Useky,
navic se tyto molekuly v burice vyskytuji ve velikém mnozstvi, a proto jsou vhodnym
objektem pro fylogenetickou klasifikaci (MASIN, 2003). Pro tuto klasifikaci
se pouzivaji zejména 16S rRNA podjednotky ribozomu o délce zhruba 1500

nukleotidd (COLWELL ET AL., 1989).

Genetické sondy jsou uméle syntetizované oligonukleotidy komplementarni
ke specifickym sekvencim rRNA. Pomoci nich mizeme klasifikovat podtfidy, rody
nebo druhy bakterii. Jiz fadu let jsou také pouzivany pro pfimou identifikaci bakterii

v jejich pfirodnich smiSenych spole€enstvech (AMANN ET AL., 1992).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem predklddané prace bylo rozsifit znalosti o sloZzeni a dynamice

bakterioplanktonu v navaznosti na rozvoj fytoplanktonu kanonovité pfehradni nadrze

Rimov pomoci aplikace metody fluorescenéni in situ hybridizace. Hlavni &ast

terénnich pokusnych praci probihala v jarnim obdobi roku 2009, kdy byl

ve spolupraci s kolegy z HBU provadé&n komplexni experiment studujici dynamiku

celého planktonniho spoleéenstva. Na Rimové jsem analyzovala po&etnost a slozeni

bakterioplanktonu v 23 odbé&rovych dnech ve dvou hloubkach. Mym cilem bylo

zodpovédeét nasledujici otazky:

Jak se vyviji sloZzeni a dynamika bakterioplanktonu béhem jarniho
obdobi? Jak se na spoleenstvu bakterioplanktonu projevi posun
ve sloZeni spole€enstva fytoplanktonu?

LiSi se slozeni a dynamika bakterioplanktonu v hloubce 0,5 m
a v hloubce 1% PAR vyznamné? Lze pfipadné rozdily vztahovat k rozvoji
a slozeni fytoplanktonu?

Jak ovliviiuji po€etnost a slozeni bakterioplanktonu prvoci pohlcujici

bakterie?

K vyhodnoceni mé prace mi poskytli data tito zaméstnanci HBU AVCR:

primarni a extracelularni produkce - RNDr. Jifi Nedoma CSc.

podetnost a slozeni prvokd - Prof. RNDr. Karel Simek, CSc., RNDr. Jan
Jezbera Ph.D.

pocetnost a sloZzeni zooplanktonu - RNDr. Jaromir Seda, CSc.
chemismus vody - Doc. Ing. Josef Hejzlar, CSc.

sloZeni fytoplanktonu, chlorofyl-a - EliSka Zapomélova Ph.D., Petr
Znachor Ph.D.
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4 Material a metody

4.1 Charakteristika lokality

Ptehradni nadrz Rimov byla dokonéena v roce 1978 na fece Mal$i (48°50°N;
14°30°E) pro vodarenské a vodohospodarské ucely. Od roku 1981 zasobuje pitnou
vodou Ceské Budé&jovice a vétinu jihodeského regionu (HEJZLAR, 1998). Nadrz ma
typicky kanonovity tvar a lezi v nadmorské vySce 470 m. Jeji celkovy objem
je 34,5*10°m?®, plocha 2,06 km? a délka 13,5 km. Primérna hloubka je 26,2 m,
maximalni hloubka je 43 m. Primérna doba zdrzeni vody v celé nadrzi je pfiblizné
100 dnli. Nadrz je dimikticka s klasickym jarnim a podzimnim michanim. Obsahem

Zivin se radi mezi nadrze mesoeutrofni.

4.2 Odbér vzorku
Vzorky vody byly odebirany od 23. bfezna do 28. kvétna 2009 a to nejdfive

v tydennich, a posléze ve dvou az tfidennich intervalech (23., 30. bfezen; 3., 6., 8.,
10.,13., 15, 17., 20., 22, 24., 27., 29. duben; 1., 4., 6., 8., 11, 14., 18., 22. kvéten).
Posledni odbér byl situovan do obdobi "€iré vody" (28. kvéten). Vzorky byly
odebirany z lodé na stalém odbérovém misté ve dvou hloubkach v jezerni €asti
nadrze pomoci Friedingrova odbérového zafizeni (cca 2 | objem). Vzdy byla
odebrana voda z hloubky 0,5 m a posléze v hloubce 1% PAR, jejiz vybér zavisel
na aktualni stratifikaci nadrze. V obou hloubkach bylo odebrano 7 "odbérakd", prelito
do 20 litrové plastové nadoby, ze které byly po promichani odebirany vzorky vody
pro méfeni jednotlivych parametrli. Vzorky vody uréené pro stanoveni extracelularni,
primarni a bakterialni produkce byly okamzité odebrany a posléze k nim byly pfidany
radioaktivné znacené substraty pro zjisténi miry rychlosti jejich pfijmu. Radioaktivné

znacené vzorky byly nasledné inkubovany in situ v teploté nadrze.

12



4.3 Bakterialni pocty a biomasa

Vzorky byly fixovany formaldehydem (2% kone&na koncentrace), obarveny
fluorochromem DAPI (2-Diamidino-4-Phenyl-Indol-Dihydrochlorid, 5 pl ml™; 0,2%
kone€na koncentrace) a pocetnost bakterii vyhodnocena v epifluorescenénim
mikroskopu (Olympus BX-60 nebo AX-70). V kazdém vzorku bylo spocteno alespon
500 bakterii. K vyhodnoceni bakterialni biomasy byla vyuzita analogova CCD kamera
(Cohu Inc., San Diego, USA) pfipojena na mikroskop, mikroskopické obrazy byly
pfenaseny do pocitate a vyhodnoceny programem pro analyzu obrazu LUCIA D
(Lucia 3.52, rozliseni 750 x 520 pixeld, 256 odstin Sedi, Laboratory Imaging, Praha,
CR, detaily viz POSH ET AL., 1997). Hodnoty bakterialni biomasy byly poé&itany
podle alometrického vztahu mezi bunéénym objemem a obsahem uhliku (VIZ

NORLAND, 1999).

4.4 Bakterialni produkce

Bakterialni produkce byla méfena pomoci thymidinové metody. Principem
metody je méreni rychlosti inkorporace radioaktivné znaeného [methyl-3H]
thymidinu do DNA bakterii (RIEMANN & SONDERGAARD, 1986). Predpoklada se,
Ze tato rychlost je Umeérna pfirlistku bakterialnich bunék, protoze thymidin je jednou
ze zakladnich strukturnich jednotek DNA (FUHRMAN & AZAM, 1982; detaily metody

viz STRASKRABOVA ET AL., 1996).

Dva paralelni vzorky o objemu 5 ml byly inkubovany po dobu 30 min v in situ
teploté s radioaktivng znagenym thymidinem, ktery byl v nadbytku (10 nmol I'"), aby
se zabranilo vnitrobunééné de novo syntéze thymidinu. Nasledné byly vzorky
fixovany formaldehydem (2% kone€na koncentrace) a zfiltrovany pfes membranoveé
filtry o porozit¢ 0,2 um, primér 25 mm (Poretics, OSMONICS Inc.,12 Livermore,

Calif., USA). Filtry byly dale promyty 5% ledovou kyselinou octovou (10 x 1 ml).
13



Metoda vychazi z pfedpokladu, Ze radioaktivita zachycena na filtru odpovida
thymidinu zabudovanému do DNA bakterii. Pro pfepocet na pocet bakterialnich

bunék byl pouzit empiricky stanoveny piepoéitavaci faktor (viz SIMEK ET AL., 1999).

4.5 Zastoupeni fylogenetickych skupin v bakterioplanktonu a /n
situ hybridizace

Pro analyzu bakterialniho spole€enstva jsem pouzila metodu CARD-FISH
(Catalysed Reporter Deposition Fluorescence In Situ Hybridization), fluorescenéni in
situ hybridizaci s vyuzitim ribozomalni RNA jako cilové sekvence, dle prace SEKAR
ET AL. (2003). Podstatou metody je skupinové specifické navazani mezi genetickou
sondou, coz je kratky, asi 20 bazi dlouhy Uusek DNA, a bakterialnimi 16S a 23S rRNA
podjednotkami na zakladé komplementarity bazi a charakteristické prostorové

struktury rRNA.

Pro terénni pokusy jsem pouzila 8 riznych genetickych sond dodavanych
firmou ThermoFischer Scientific, Némecko (www.thermohybaid.de) specifickych pro
konkrétni fylogenetické skupiny. Seznam bakterialnich fylogenetickych skupin, jejich

zkratky a kédy sond jsou uvedeny v tab. 1.
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Tab. 1. Seznam pouzitych sond pro jednotlivé fylogenetické skupiny a pouzité zkratky.

Bakterialni skupina

Pouzita zkratka Koéd sondy

Eubacteria
B-proteobacteria
R-BT065
Polynucleobacter ascp
Polynucleobacter ¢
Cytophaga- Flavobacterium-Bacteroidetes
Actinobacteria

Acl cluster

EUB

BET

R-BT

PNEChgco

PNECc

CF

AC

AC,

EUB338-I-llI

BET42a

R-BT065

PnecABCD-445

PnecC-16S-445

CF319a

HGC69a

Acl-852

Ze smésného vzorku kazdé hloubky byly odebrany dva paralelni vzorky, které

byly nafixovany paraformaldehydem (kone€na koncentrace 2%). Objem filtrovanych

vzorkll se liSil v zavislosti na pocetnosti bakterii, ktera byla predem stanovena

metodou fluorescenéni mikroskopie. Po péti az sedmi hodinach pfi laboratorni teploté

(nebo pfes noc ve 4°C) byly vzorky Zfiltrovdny pfes bilé polykarbonatové

membranové filtry s porozitou 0,2 um o priméru 47 mm (Poretics) a dvakrat promyty

10 ml 1xPBS a 10 ml MQ vody. B&hem cca 10 minut byly filtry ususeny na vzduchu

a posléze uskladnény v Petriho miskach pfi -20°C v mrazicim boxu az do dal$iho

zpracovani (PERNHALER ET AL., 2002; SEKAR ET AL., 2003).
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Metoda CARD-FISH se sklada ze 4 hlavnich kroku:

Fixace bakterialnich bunék na povrch membranovych filtrd pomoci

agarézy: Filtry byly nejdfive ponofeny do sterilni agarézy' (0,2% 35-40°C)
v Petriho misce a poté suSeny na Parafimu (35°C, 30-40 minut).
Po usuSeni byly filtry dehydratovany 96% etanolem (Tip, 1 min.).
Nasledné& byly filtry oznadeny kdédem a rozdéleny na malé vysele
trojuhelnikového tvaru. Tyto vyseCe byly poté zvlast zpracovany
za pouziti riznych oligonukleotidovych sond (viz Tab. 1).

Permeabilizace a inaktivace endogenni peroxidazy: Filtry byly

inkubovany v &erstvé pripraveném roztoku lysozymu" (37°C, 60 min.),
dale promyté MQ vodou (Tis, 1 min.) a poté inkubovany v roztoku

achromopeptidazy"

(37°C, 30 min.). Filtry byly opét promyty MQ vodou
(Tiab, 1 min.) a néasledné inkubovany v 0,01 M HCI (Tiz, 10 min.).
Nakonec byly promyty MQ vodou (T, 1 min.) a dehydratovany v 96%
etanolu.

Hybridizace: Filtry byly ponoteny do roztoku (1 ml hybridizaéniho pufru'
smichaného s 10 pl specifické genetické sondy a 10ul kompetitivni
sondy (pouze pro BET) v 1,5 ml eppendorfce) a inkubovany po dobu
dvou hodin pfi 35°C v termostatu. Eppendorfky. byly pfipevnény
k ota€ivému rotoru v termostatu (pomalé otaceni). Potom byly filtry
pfemistény do predehiatého praciho pufru’ a inkubovany pii 37°C
po dobu 10 min.

Zesileni tyramidového signalu: Po odstranéni pfebyte¢né tekutiny byly

filtry inkubovany v 10 ml 1x PBS (Tia, 15 min.) a posléze v amplifikacnim

pufru¥' (37°C, 10 min.) Poté byly filtry opét inkubovany v 10 ml 1x PBS
16



(Tiap, 15 min.), promyty v 10 ml MQ vody (T, 1 min.) a dehydratovany
v 10 ml 96% etanolu. Nakonec byly filtry vysu$eny na filtraénim papiru
a uskladnény v mrazicim boxu (-20°C) do dalSiho zpracovani. Pouzité

chemikalie metody CARD-FISH jsou uvedeny v tab. 2.

Po provedeni vy$e uvedenych 4 krokl metody CARD-FISH byly filtry polozeny
na podlozni sklicGko s kapkou fluorochromu 2-Diamidino-4-Phenyl-Indol-
Dihydrochlorid (DAPI) ve smési imerznich oleji Vectashield a Citifluor v poméru 3:1
a nasledné pfikryté krycim sklickem, na jehoZz povrch byla pfidana kapka imerzniho
oleje (Immersion oil for microscopy, Olympus, Made in Japan). Takto pfipravené
preparaty jsem vyhodnocovala metodou epifluorescenéni mikroskopie (Olympus, AX-
70 nebo BX-60) pfi zvétSeni 1000x, nejprve v excitaCnim svétle (450-480 nm)
pro fluorochrom FITC, ktery umoznuje detekci hybridizovanych bunék. Nasledné byl
stanoven celkovy pocet baktérii na pole pfi excitaénim UV svétle v rozsahu 330-385
nm pro fluorochrom DAPI, kdy vznika emisni zafeni > 420 nm. Vysledné pocty byly
vyjadieny jako procentudlni zastoupeni hybridizovanych bunék jednotlivych
fylogenetickych skupin v celkovém poctu bakterii oznaenych fluorochromem DAPI.
Kazdy vzorek byl spocitan duplicitné pfi minimalnim pocétu 400 bunék obarvenych

DAPI.
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Tab. 2. Seznam chemikalii pouzitych v metodé CARD-FISH.

l. Agarédza 0,1 g agarézy (QA Agarose TM,
Molecular Biology Grade); 50 ml MQ
vody

1. Roztok lysozymu 500 mg Lysozymu; 5 ml 0,5M EDTA,;

5 ml 1M Tris-HCI (pH 7,5); 40 ml MQ
vody

[l. Roztok achromopeptidazy 100 pl roztoku AP (30 000 U/ml); 100 pl

(AP) 5M NaCl; 500 pl 1M Tris-HCI (pH 7,5);

doplnéné MQ vodou na 50 ml

V. Hybridizaéni pufr 3,6 ml 5M NacCl; 0,4 ml 1M Tris-HCI (pH
7,5); 2 g sulfatu dextranu; 11 ml
formamidu; 3 ml MQ vody; 2 ml
"Blocking reagent" (Roche, France)

V. Praci puf 30 pl 5M NaCl; 1000 pl 1M Tris-HCI (pH
7,5); 500 pl 0,5M EDTA; 25 pl 20% SDS

VI.  Amplifikaéni pufr 1000 pl amplifikaéniho roztoku; 10 pl
100x H20> ; 2 pl fluorochromu FITC

4.6 Chemismus vody

Koncentrace rozpusténého organického uhliku byly stanoveny pomoci

analyzatoru TOC-5000A (Shimadzu).

4.7 Primarni a extracelularni produkce

Primarni a extracelularni produkce byly méfeny metodou inkorporace 'C
(STRASKRABOVA ET AL., 1999). Vzorky (2 tmavé a 2 prihledné lahve) byly
inkubovany in situ v hloubce 0,5 m po dobu 4 hodin. Do kazdé lahve (objem 120 ml)
byl pfidan '*C-hydrogenuhli¢itan na finalni koncentraci 10 pg C I'. Vzorky
s asimilovanym 'C byly rozdé&leny pomoci filtrace na velikostni frakce, které

reprezentuji: (<0,2 mm = DOC; 0,2- 2 mm = prokaryota a nevlaknité bakterie; >2 mm
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= fasy a vlaknité bakterie). Rozpustény anorganicky uhlik byl ur€en z vypoctu
alkalinity a pH prostfednictvim Granovy titrace (korekce na tmavou lahev a inkubaéni

&as). Vice detailtl v metodice (STRASKRABOVA ET AL., 1999).

4.8 Slozeni a objem fytoplanktonu a chlorofyl a

Vzorky uréené pro stanoveni abundance fytoplanktonu byly ihned fixovany
Lugolovym roztokem. Biomasa fytoplanktonu byla uréovana pocitanim a promérenim
bunék v Uterméhlovych sedimentaénich komurkach pomoci obraceného mikroskopu
Olympus IMT-2 (LUND ET AL., 1958). Primeérny rozmér burky fas byl vypocitan
pomoci aproximace morfologie buriky na standardni geometricky tvar a ten byl
pfeveden na biomasu (za predpokladu, Ze pywgy = 1 9. AM™ a Pyody = Prasy). Skupiny
dosahuijici alespofi 10% z celkové biomasy byly pokladany za dominantni a byly
rozdéleny do funk&nich skupin dle REYNOLDSE ET AL. (2002). Biomasy téchto

vyznamnych skupin pak byly vyuZity pro korelaéni statistické analyzy.

Vzorky pro stanoveni koncentrace chlorofylu-a byly zfilirovany pres sklenéné
filtry Whatman GF/C. Filtry spolu s koncentrovanym sestonem byly homogenizovany
a extrahovany v 90% acetonu. Obsah Chl-a v extraktu byl spekirofotometricky

zméren metodou podle LORENZENA (1967).

4.9 Zooplankton

Vzorky korySu byly ziskany pomoci vertikalnich tahG Apstienovy planktonni sité
(velikost ok 200 um) ve vodnim sloupci. V epilimniu byva naakumulovano 90 %
vSech korysi (SEDA ET AL., 2007), a proto byly tahy sit& provadény z hloubky 4m

(reprezentuje epilimnion) smérem k hladiné.

Vifnici byli také odebirani z vodniho sloupce (0-4 m) pomoci plastového dutého

valce o definované délce a objemu. Presny objem (40 1) byl nasledné filtrovan
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pres sit' (velikost ok 35 um). Vzorky zooplanktonu byly uchovany v 4% formaldehydu
a nasledné byla mikroskopicky zjisténa abundance hlavnich skupin (McCAULEY,

1984).

4.10 Pocetnost heterotrofnich bic¢ikovci a nalevniku a jejich
predace na bakteriich

Rychlost eliminace bakterii prvoky byla meéfena metodou fluorescenéné
znacenych bakterii (FLB). FLB byly pfipraveny z bakterioplanktonu koncentrovaného
ze vzorkil odebranych z piehrady Rimov. Abundance heterotrofnich bigikovcl
a nalevnikl byla stanovena metodou fluorescenéni mikroskopie. Predace téchto
skupin prvokl byla stanovena pomoci kratkého inkubaéniho pokusu s pFidavkem

FLB, ktery je detailn& popsan v metodice SIMEK ET AL. (2001).

4.11 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu programu PRISM
v. 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). Mira korelace riznych veli¢in byla
zjistovana pomoci korelani analyzy- Spearmanova korelaéniho koeficientu.
Pocetnost bakterii ve dvou rozdilnych odbérovych hloubkach byla testovana pomoci

parového T-testu (SigmaPlot v. 11.0).

20



5 Vysledky

5.1 Faktory regulujici mikrobialni spolecenstvo

Prvni tfi odbé&ry v nadrzi Rimov byly provedeny koncem biezna jesté pred
jarnim nastupem fytoplanktonu. Na zacatku dubna byl v nadrzi zjistén vyznamny
narlst biomasy fytoplanktonu méreny jako chlorofylu a (obr. 1). V hloubce 0,5 m
a v hloubce 1% PAR mél rozvoj fytoplanktonu podobny pribéh, i kdyz koncentrace
chlorofylu-a dosahovala vétSich hodnot u hladiny (kromé zacatku kvétna). Vzhledem
k tomu, ze odbéry probihaly v intervalech 2-3 dn0, jsme byli schopni zachytit tfi jarni
maxima fytoplanktonu. Na zacatku kvétna doSlo s rozvojem zooplanktonu
k vyznamnému poklesu chlorofylu-a. Z odbérd od druhé poloviny kvétna, ve které
byla zjisténa mala koncentrace chlorofylu-a, mizZzeme usuzovat vliv filtrujiciho
zooplanktonu na spolecenstvo fytoplanktonu. Perloo¢ky dosahovaly 19. kvétna
podetnosti az cca 145 ind. I .V nadrzi doslo v tomto obdobi k tzv. fazi &iré vody,
ktera je charakteristickd nizkou pocetnosti fytoplanktonu, z divodu jeho intenzivni

filtrace zooplanktonem.

V jarnim obdobi bylo spoleenstvo fytoplanktonu tvofeno zejména skupinami
Cryptophyta (Skryténky) a Chrysophyceae (Zlativky), a v mensi mife byly také
zastoupeny skupiny Bacillariophyceae (Rozsivky) a Chlorophyta — flagellata (tzv.
zeleni bic¢ikovci). Skupiny Dinophyta (Obrnénky), a Chlorophyta- algae ebulum
flagellata (tzv. nebiCikaté zelené fasy) se ve fytoplanktonu vyskytovaly pouze
vmalém mnozstvi (obr. 2). Na konci bfezna se zaaly rozvijet skupiny

Bacillariophyceae a Dinophyta.
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Obr. 1. Sezonni zmény koncentrace chlorofylu-a ve dvou odbérovych hloubkach v navaznosti na jarni
rozvoj fytoplanktonu v nadrzi Rimov.

Zacatkem dubna tvofili velkou ¢ast biomasy tzv. zeleni bi¢ikovci a v poloviné
dubna uZz podstatnou ¢asti biomasy fytoplanktonu byla Cryptophyta
a Chrysophyceae. Zatimco koncem dubna v hloubce 0,5 m tvofila podstatnou &ast
biomasy skupina Chrysophyceae, v hloubce 1% PAR postupné dochazelo k rozvoji
skupiny Cryptophyta, kterd od kvétna v této hloubce vyrazné dominovala.
V predposlednim odbéru (22. 5.) byl v hloubce 0,5 m zjis§tén vyrazny narlst podilu
skupiny tzv. nebicikatych zelenych fas a v poslednim odbéru pfevazila skupina
Bacillariophyceae. V hloubce 1% PAR je na zavér patrny opé&tovny rozvoj skupiny

Cryptophyta.
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Obr. 2. Sezonni zmény hlavnich taxonomickych skupin fytoplanktonu ve dvou odbérovych hloubkach
v jarnim obdobi.
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Jednim z dalSich mérenych parametri byla extracelularni primarni produkce
(EPP, obr. 3). Z grafu je patrné, Zze v hloubce 1% PAR tato EPP dosahovala malych
hodnot. Naopak u hladiny mohla byt EPP vyznamnym zdrojem uhliku pro ur€ité
skupiny bakterii. V hloubce 0,5 m EPP t&sné korelovala (Spearman, r? = 0,861; P <

0,001) s rozvojem fytoplanktonu a také dosahla tfi maxim.
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Obr. 3. Sezdnni zmény extracelularni primarni produkce ve dvou odbérovych hloubkach v jarnim
obdobi nadrze Rimov.

Za EPP v hloubce 0,5 m byly odpovédné zejména dominantni skupiny
Chrysophyceae (Spearman, r? = 0,539; P < 0,001) a Cryptophyta (Spearman, r? =
0,498; P < 0,001), ale také méné pocetna skupina, tzv. zeleni bi€ikovci, korelovala
vyznamné s EPP (Spearman, r* = 0,208; P < 0,05). Ve spodni vrstvé korelovali

s EPP biomasy skupiny Bacillariophyceae (Spearman, r* = 0,403; P < 0,01), tzv.
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zeleni bigikovci (r* = 0,435; P< 0,001) a Chrysophyceae (Spearman, r = 0,615; P <

0,001).

5.2 Bakterialni pocetnost a dynamika

Vyvoj bakterioplanktonu v jarnim obdobi Uzce navazoval na vyvoj fytoplanktonu.

Od zac¢atku dubna se pocet bakterii postupné zvySoval v obou vrstvach (obr. 4).
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Obr. 4. Celkové pocty bakterii ve dvou odbérovych hloubkach v jarnim obdobi. Uvedeny jsou priméry
dvou méreni * smérodatna odchylka.

Obé hloubky vykazuji podobny pribéh, az na data ziskana od konce dubna
do poloviny kvétna. V tomto obdobi byla po¢etnost bakterii mnohem vyssi ve vrchni
vrstvé nez v hloubce 1 % PAR. | kdyz v tomto obdobi diky filtrujicimu zooplanktonu
dochazelo k poklesu fytoplanktonu, pocetnost bakterioplanktonu ve vrchni vrstvé
vzristala az do 8. kvétna. Nasledujici rozvoj zooplanktonu (obr. 6) a pokles

fytoplanktonu se uZz naplno projevil v obou vrstvach. Obecné nebyl prokazan
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signifikantni rozdil mezi pocetnosti bakterii v hloubce 0, 5 m a v hloubce 1% PAR
(T-test, P = 0,08)

5.3 Bakterialni produkce, predace prvoku pohicujicich bakterie a
pocetnost zooplanktonu

Od zacatku dubna dochazelo k postupnému navySovani bakterialni produkce
(BP), kterd méla podobny priibéh v obou vrstvach (obr. 5). Predace prvoku
na bakteriich byla zpusobena zejména heterotrofnimi bi¢ikovci (HNF), zatimco role
nalevnikl (CIL) byla vétSinou zanedbatelna. Vrchol celkového predaéniho tlaku (TGR
HNF + CIL) byl zjistén v druhé poloviné dubna (odbér 22. 4.) a dosahoval hodnot
1,64. 10° bakterii d" mI" v hloubce 0,5 m a 1,5. 10° bakterii. d’ ml" v 1 % PAR.
V této dobé byl také zaznamenan vyznamny propad v BP (tab. 3). Celkova predace
prvok(l pozitivné korelovala jak s BP (Spearman, r? = 0,166; P < 0,001) tak
i s podetnosti bakterii (Spearman, r? = 0,271; P < 0,001). Z obr. 5 (hloubka 0,5 m) je
patrné, Zze po snizeni predacniho tlaku prvokl doslo opét ke zvySeni BP, tento trend
se zachoval az do 11. 5., kdy nasledoval prudky pokles. V tomto obdobi byl zjisté&n

Ubytek fytoplanktonu v disledku rozvoje filtrujiciho zooplanktonu (obr. 6).

Bakterialni pocCetnost (BA) a produkci (BP) jsem porovnavala s dalSimi
parametry uvedenymi v tab. 3. Z vysledkd vyplyvd, Ze rozvoj bakterioplanktonu Gzce
souvisi s rozvojem fytoplanktonu. S BA koreluje jak celkovd primarni produkce
fytoplanktonu, tak EPP a chlorofyl-a. BA a biomasa fytoplanktonu vykazuji relativné
tésny pozitivni vtah, ktery indikuje, Zze cca 37 % variability pocetnosti bakterii
je vysvétleno zmé&nami biomasy fytoplanktonu (Spearman, r? = 0,373; P < 0,001).

Pocetnost virnik(l (Rotatoria) pozitivné korelovala pouze s BP, ne vSak jiz s BA.
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Tab. 3. Korelaéni analyzy studovanych parametrl pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. Data
byla sjednocena pro obé odbérové hloubky. Hodnoty uvedené v tabulce reprezentuji koeficient
determinace r? pro porovnavané korela¢ni parametry. * P < 0,05; ** P < 0,01; ™™ P < 0,001; NS:
nesignifikantni vysledek. (n = 46) Negativni korelace nebyla zaznamenéna.

Bakterialni produkce Pocet bakterii
(pmol I h™) (10° mI")
Extracelularni o .
primarni produkce 0,239 0,211
(ng CI"d")
Primarni produkce o .
celkova 0,195 0,150
(ug CI"h7)
Chlorofyl a (ug I") 0,247 0,168 ***
Fytoplankton 0,316 *** 0,373 ***
biomasa (mm?® ')
Predace HNF+CIL 0,166 ** 0,271 **
(10°bakt. d™)
Rotatoria 0,266 *** NS
(ind I

5.4 Fylogeneticka struktura bakterialniho spole¢enstva

NejpocetnéjSi skupinou z domény Eubacteria byla B-Proteobacteria (tab. 4).
Z jejich podskupin byla nejvyznamnéjsi R-BT065. Podskupina Polynucleobacterapcq
byla vétSinou malo vyznamna, tj. < 5% celkové BA. Do vysledkll jsem zafadila pouze
klastr AC |, ze skupiny Actinobacteria, jelikoz pouzita préba uréena pro Actinobacteria
(HGC69a) nepokryva vSechny bakterie patfici do této skupiny, a tak vyznamné
podhodnocuje vysledky. VSechny fylogenetické skupiny bakterii dosahovali

podobnych hodnot v obou méfenych hloubkach (tab. 4).
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Tab. 4. Hybridizovatelnost studovanych fylogenetickych skupin bakterii ve dvou odbérovych
hloubkach se smérodatnou odchylkou (+ SD). Data pro jednotlivé fylogenetické skupiny reprezentuji
priimér ze dvou replikatli. Hodnoty uvadéji procenta (%) ve vztahu k celkové BA zjiSténé po nabarveni
bunék fluorochromem DAPI.

Pramérna Pramérna
Préba hybridizovatelnost hybridizovatelnost
v hloubce 0,5 m £ SD v1%PARxSD

EUB 70,7 £ 8,7 67,4 +10,2
BET 28,3 +6,7 249+79
R-BT 10,6 £ 3,4 8,7+2,6
PNEC.pca 49+24 3,6 +22
CF 13,1 +4.2 13,9+4,5
AC, 16,7 £8,7 13,5+5,6

5.5 Posuny v genetickém slozeni bakterioplanktonu

V ramci Eubacteria do zacatku kvétna pfevazovala v obou hloubkach skupina
B-Proteobacteria (BET, obr. 7). Tato skupina dosahla 10. dubna maxima sou€asné
s vrcholem skupiny tzv. zelenych bi¢ikovch. Do zadatku kvétna si BET udrzovaly
pocetnost kolem 25-30 %. Pocetnost této skupiny postupné klesala, podobné jako
biomasa fytoplanktonu. Od zacatku kvétna se zvySovala jak relativni, tak i absolutni
pocetnost klastru AC,. a z odbéru provedeného 8. kvétna bylo zjisténo jeho maximum
(29-38 % z celkové BA). Skupina Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroidetes (CF)
meéla v obou hloubkach podobny pribéh a jeji podil v bakterioplanktonu se pohyboval

kolem 13 %. Takeé nejevila Zadné konkrétni navaznosti na fytoplankton.
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V prvni poloviné odbérové sezény, kdy BET dosahovaly maxima, nebylo
zfejmé, které hlavni podskupiny BET s témito vrcholy BET poc&etné korespondovaly
(obr. 8). Az v druhé poloviné odbérové sezény byla zfejma navaznost dynamiky
téchto zkoumanych podskupin s pocetnosti BET. Poc&etnost podskupin RB-T065
(RBT) a Polynucleobacterac.g (PNECancq) patficich do skupiny BET byla v prvni
poloviné studovaného obdobi velmi podobna. V druhé poloviné jarniho obdobi
se RBT staly nejpocetnéjSi skupinou BET. PNECacs byl zastoupen ve vétSim
mnozstvi v odbérové hloubce 0,5 m. Podskupina Polynucleobacter, (PNEC.)
patficich do skupiny PNECg,.q dosahovala svych maxim okolo 16. dubna. V obou

odbérovych hloubkach se zasadné nelisil celkovy vyvoj vSech podskupin BET.
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Obr. 7. Sezénni zmény v zastoupeni jednotlivych fylogenetickych skupin bakterii ve dvou odbérovych
hloubkach. Jednotlivé fylogenetické skupiny byly poéitany ve dvou replikatech. Pocty bakterii patficich
do jednotlivych fylogenetickych skupin jsou vyjadfeny v procentech vypocitanych z celkového poctu
bunék nabarvenych fluorochromem DAPI. Chyba méfeni indikuje rozpéti dvou paralelnich hodnot.
(n = 46)
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Obr. 8. Zmény v zastoupeni jednotlivych klastri skupiny B- Proteobacteria ve dvou odbérovych
hloubkach. Jednotlivé fylogenetické skupiny byly pocitany ve dvou replikatech. Pocty bakterii patficich
do jednotlivych fylogenetickych skupin jsou vyjadfeny v procentech vypocitanych z celkového poctu
buné&k nabarvenych DAPI. Chybové uUseCky predstavuji rozpéti hodnot dvou paralelnich mérfeni.
(n =46)
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Pro hlub$i analyzu vybranych parametrli jsem pouzila skupinu BET, jejich
podskupiny PNEC,,.q a RBT a dale skupinu AC,.. Skupinu CF a klastr PNEC, jsem
v dalSich statistickych vysledcich neuvadéla z ddvodu nejasnych trendl, a tudiz

i nedostatku signifikantnich vysledki.

Ze statistickych vysledkl vyplyva (tab. 5), Ze skupina BET a jeji podskupiny se
chovaji konzistentné a maji pozitivni vazbu na PP a EPP fytoplanktonu. Klastr RBT
vykazuje nejtésnéjsi vazbu na fytoplankton (obr. 9a) a koreluje s hlavnimi skupinami
fytoplanktonu v nadrzi (Cryptophytes, Chrysophytes), které z velké ¢asti odpovidaji
za EPP. Z toho mlzeme predpokladat, Zze bakterie klastru RBT jsou schopny
vyuzivat tyto produkty fytoplanktonu. BET méa tésnou vazbu také na dalSi skupiny
fytoplanktonu (Diatoms, Dinophyta, tzv. zeleni bi¢ikovci, tzv. zelené nebicikaté rfasy).
Podskupina PNECa,cq Nema vyznamny vztah k dominantnim skupinam fytoplanktonu,
ale naopak k méné pocetnym skupinam jako jsou Dinophyta a tzv. nebicikaté zelené
fasy. Bakterie z klastru AC,. maji zfejmé jiné substratové preference a tudiz i spiSe

negativni korelace k vybranym charakteristikdm fytoplanktonu.

Klastru RBT vyznamné koreluje s intenzitou predace prvokl (heterotrofni
bi¢ikovci- HNF a nalevnici- CIL na bakteriich) (obr. 9b). Z toho mizeme usuzovat,
Ze tento klastr je pomérné nachylny k predaci. Naopak klastr AC,. vykazuje negativni
vazbu na predaci HNF (obr. 9c), tudiz se mizeme domnivat, Zze je odolné&jSi vugi

predaci témito prvoky.
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Tab. 5. Vysledky statistické analyzy dat pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. Data byla
sjednocena pro obé& odbérové hloubky. Data pro fylogenetické podskupiny bakterioplanktonu
reprezentuji procento z BA. Hodnoty uvedené v tabulce reprezentuji koeficient determinace r® pro
porovnavané korela&ni parametry. V pipadé klastru AC, r* pfedstavuje signifikantni negativni vazbu,
zvyraznéno Zluté * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; NS: nesignifikantni vysledek. (n = 46)

BET RBT PNEC.pcd AC,.

"r"“ér(:;pé"ﬁﬁ!f;’itge"‘°"é 0,141* |0316**| 0,162* | NS

Extracelularni pr_?dece fytopl. 0103 * | 0.393*** | 0.148 ** NS
(gCl d7) ’ ’ ’

Fytoplankton biomasa (mm® I'") NS 0,447 *** NS 0,096 *
Cryptophytes (mm® I'") NS 0,406 *** NS NS
Chrysophytes (mm® ") NS 0,405 *** NS 0,127*

Bacillariophyceae (mm® I 0,352 *** NS NS 0,172**
Dinophyta (mm® ') 0,332*** NS 0,282** NS
Chlorophyta - biéikovci (mm® 1) | 0,382*** NS NS 0,152**
Chlorophyta - ostatni (mm® 1) | 0,306*** | 0,145** | 0,356** NS
Predace HNF (10° bakt. d™") NS 0,310 *** NS 0,329***
Predace CIL (10° bakt. d™) NS 0,461 *** NS NS
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Obr. 9. Hladinov4 vrstva - korelaéni vztah mezi: po€etnosti bakterii hybridizovanych sondou R-BT065
a biomasou fytoplanktonu (a); Pocetnosti bakterii hybridizovanych se sondou R-BT065 a predaci
heterotrofnich bi¢ikovcl -HNF (b); Pocetnosti bakterii hybridizovanych se sondou Acl-852 a predaci
HNF (c). Data jsou proloZzena pfimkou pro linearni regresi, r* = koeficient determinace mezi 2
parametry. (n = 23) TGR HNF je celkova rychlost predace spole¢enstvem bicikovcd.
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6 Diskuze

6.1 Faktory regulujici dynamiku bakterioplanktonu

6.1.1 Primarni a extracelularni produkce fytoplanktonu

Jednim z cild této diplomové prace bylo prokazat, ze dynamika bakterialniho
spolegenstva nadrze Rimov je vyrazné kontrolovana zdroji. Vzorky byly odebirany
v 2-3 dennich intervalech, coz poskytlo vysoké d&asové rozliseni dynamiky
fytoplanktonu a zaroveni dynamiky bakterioplanktonu, jelikoz doba zdvojeni bakterii
se pohybuje v rozmezi 1-2 dn@i (SIMEK ET AL., 1997). Z vysledk( vyplyva (tab. 3),
Zze EPP a PP fytoplanktonu ma na spole&enstvi bakterioplanktonu znaény vliv. Oba
faktory se vyznamné liSily ve dvou odbérovych hloubkach. Zatimco v hloubce 0,5 m
dosahovala PP a EPP fytoplanktonu vysokych hodnot (EPP: 160 pug C I'd™)
v hloubce 1% PAR byla produkce fytoplanktonu desetkrat niz8i. Nicméné poc&etnost
bakterii se v obou hloubkach vyznamné neménila, a je tedy pravdépodobné,

Ze michanim eufotické vrstvy dochazelo k zpfistupnéni substratu i pro spodni vrstvu.

V souladu s literaturou tato prace (COLE ET AL., 1982; FUKAMI ET AL., 1990)
indikuje, ze extracelularni produkty fotosyntézy jsou dulezitym zdrojem substratu
pro vodni bakterialni spolecenstvo, jejiz zna¢nou c&ast (20-48 %, obr. 7) tvofi
podskupina B-Proteobacteria. (SIMEK AT AL., 2007). B-Proteobacteria byly
zaznamenany jako dominantni podskupina i v oligo- a mesotrofnich vodach,
kde exudaty produkované fytoplanktonem predstavuji hlavni zdroj substratu pro rist
bakterii (COLE ET AL., 1982). | kdyz bylo slozeni exudatli zkoumano v laboratornich
i terénnich vyzkumech (napf. SUNDH, 1992; GIROLDO ET AL., 2007), stale jesté

neni zcela jasné, které skupiny fytoplanktonu jsou hlavnimi producenty EPP. Studie
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SIMKA ET AL. (2008) piinasi novy poznatek o té&sném vztahu mezi EPP
a dynamikou skupiny Cryptophyta. Data ziskana v mé praci indikuji, ze za EPP jsou
odpovédné zejména dvé dominujici skupiny jarniho fytoplanktonu: Cryptophyta
a Chrysophyceae. Pro prvni a druhy vrchol EPP (obr. 3) je ve vrchni vrstvé patrna
¢asova koincidence se skupinou Cryptophyta a pro tfeti vrchol se skupinou
Chrysophyceae (obr. 2). Ve vrchni vrstvé nastal prudky pokles EPP zacatkem
kvétna, kdy doslo k rozvoji filtrujiciho zooplanktonu (srovnej obr. 3 a 6). To,
Ze nedoSlo v tomto obdobi k poklesu pocetnosti a produkce bakterii indikuje,
Ze vyznamngjSim alternativnim zdrojem substratu pro bakterie se mohla stat exkrece

zooplanktonu bohata na zbytky nedokonale stravenych fas (napf. LAMPERT, 1978).

6.1.2 Vliv dynamiky fytoplanktonu na bakterialni spole€¢enstvo
Soudasna literatura (napf. LINDSTROM, 2001; GROSSART ET AL., 2005;

MURRAY ET AL., 2007) a ziskana data jasné& dokazuiji, ze slozeni fytoplanktonu méa
signifikantni vliv na slozeni bakterialniho spole€enstva. Pfisun organickych latek
uréuje potencialni celkovou biomasu bakterii, kterd mize naruist - tedy celkovou BP.
Pro rychlost rlstu baktérii je ur€ujici rychlost pfisunu organického substratu a jeho

struktura, spi$e nez jeho aktualni koncentrace (STRASKRABOVA ET AL., 1996).

V dubnu doSlo k prudkému nartstu spolec¢enstva fytoplanktonu a naslednému
rozvoji spoleCenstva bakterioplanktonu. Ziskana data potvrzuji, ze bakterioplankton
byl v tomto obdobi navazan na extracelularni produkty fotosyntézy (tab. 5). Ve vrchni
vrstvé byla dominantni zejména skupina Chrysophyceae a ve vrstvé 1% PAR to byla
skupina Cryptophyta (obr. 3). | méné pocetné skupiny vS8ak mohly mit uréity vliv

na formovani bakteridlniho spolecenstva, ten ale nebyl statisticky prikazny.
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NejtésnéjSi vazby na fytoplankton byly zaznamenany pro skupinu -
Proteobacteria (BET) a jejiho klastru R-BT065 (RBT). Recentné byl popsan rod
Limnohabitans (HAHN ET AL. 2010), kam patfi vSechny prozatim popsané druhy
bakterii z klastru RBT (KASALICKY ET AL. 2010; KASALICKY, nepublikované
Udaje). Bakterie RBT jsou €asto nalézanou a kosmopolitné rozSifenou podskupinou a
v souladu s literaturou (napf. BURKERT ET AL., 2003, SIMEK ET AL. 2010) a dle
prfedbéznych dat je tato podskupina schopna vyuzivat rozpustény organicky uhlik
produkovany fytoplanktonem (viz SIMEK ET AL. 2010). Nejt&sn&jsi pozitivni vazby
byly nalezeny u skupin Cryptophyta, Chrysophyceae a méné tésna vazba byla
nalezena také u skupiny tzv. zelenych nebiikatych fas (tab. 5). Zatimco v prvni
poloviné odbérové sezény predstavovala podskupina RBT pouze maly podil z BET,
v druhé poloviné odbérové sezény, charakteristické rychlym narlistem fytoplanktonu,
jiz tvofila i vice nez 50 % z relativniho po&tu BET (obr. 8). Je tedy patrné, ze béhem
vyvoje jarniho fytoplanktonu doslo k posunu v bakterialnim spole€enstvi. Podskupina
Polynucleobacterpcq neméla vazbu na dominantni skupiny fytoplanktonu
a korelovala méné vyznamné pouze s malo pocetnymi skupinami, jako byly

Dinophyta a tzv. nebi€ikaté zelené fasy (tab. 5).

Actinobacteria je kosmopolitné rozSifena skupina bakterioplanktonu, patfici
vSak mezi gram-pozitivni bakterie, které jsou fylogeneticky velmi odliSné od ostatnich
skupin sladkovodniho mikrobniho spolecenstva (napf. ZUBKOV ET AL., 2001;
WARNECKE ET. AL., 2005). | jeji podskupiny, které vyuzivaji v kulturach stejny
substrat, vykazuji naprosto odliSné rustové charakteristiky (HAHN ET AL., 2003).
Ziskana data také ukazuiji, Zze podskupina Acl-852, patfici do skupiny Actinobacteria,
vykazuje k fytoplanktonu spiSe negativni vztah na rozdil o ostatnich studovanych

skupin bakterioplanktonu (tab. 5). Podskupina Acl-852 vykazovala obraceny
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korelaéni vztah k celkové biomase fytoplanktonu, k dominantni skupiné
Chrysophytes a k méné pocetnym skupindm Bacillariophyceae a k tzv. zelenyk
bic¢ikovclm. Je tedy pravdépodobné, Ze tyto bakterie nevyuzivaji jako zdroj substratu
extracelularni produkty fotosyntézy, mohou ale vyuzivat alochtonni zdroje substratu
(WARNECKE ET AL., 2005) ¢i biomasu odumirajiciho planktonu. Tato skupina
je velmi Sirok4, a lze tudiz ocekavat pomérné Sirokou Skalu metabolickych

schopnosti.

6.1.3 Vliv predace a trofické struktury na bakterialni spolec¢enstvo

Na zakladé ziskanych dat muizeme konstatovat, Ze spolecenstvi bakterii
neovliviiuje pouze fytoplankton (tedy kontrola zdroji), ale i jejich konzumenti (kontrola
predatory). Tento vliv je patrny zejména od pullky dubna, kdy se zac¢alo vyznamné
rozvijet spolecenstvi prvokl - zejména heterotrofnich bi¢ikovcd (HNF, obr. 5).
V tomto obdobi (13. 4. az 4. 5.) je patrny vyrazny pokles BP (obr. 5), ktery koinciduje
s prudkym narlistem pocetnosti HNF a jejich preda¢nim tlakem, ktery docasné

prevysuje i BP.

NejtésnéjSi vazbu na aktivitu prvokl pohlcujici bakterie vykazovala podskupina
RBT (tab. 5). Podle literatury ma tato podskupina kli€ovou roli v bakterioplanktonu
v nadrzi Rimov a velmi citlivé reaguje jak na zmény v substratu, tak na pfitomnost
predatorll, zejména HNF (SIMEK ET AL., 2005, 2006, EMI). Tyto bakterie také
dosahuji pomérné vétSich velikosti (primérny bunéény objem v rozmezi 0,09
az 0,22 um®), nez je primér pro veskery bakterioplankton a jsou proto prednostné
pohlcovany HNF. U skupiny RBT doposud nebyl zjistén Zadny efektivni
mechanismus zmény morfotypu, ¢i jiného typu obrany viéi predaci, jako jsou
napfiklad vlakna nebo vlocky, jejichz tvorba byla popsana u jinych skupin bakterii

(NAPR. HAHN & HOFLE, 2001- review). Nicméné& v obdobi nejvétsiho predagniho
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tlaku (22. 4.) nedoSlo k az tak velkému poklesu téchto bakterii, jak by se dalo
ocekavat (obr. 8). Pfedpoklada se, ze diky své vysoké rlistové rychlosti (zdvojeni 8-9
hodin) jsou RBT bakterie schopny kompenzovat velké ztraty zplsobené predaci
(SIMEK ET AL., 2005). Byl dokonce dokazan vyznamny vztah mezi predaci prvokd
a zvySenou metabolickou a fyziologickou aktivitou bakterioplanktonu vztaZzenou
na burtku (SIMEK ET AL., 1990; SANDERS ET AL., 1992; PERNTHALER ET AL,
1996). Pfi intenzivnim vyzirani prvokl je totiz koncentrace bakterii stale udrzovana
na nizké urovni, takze pfi stejné produkci se udrzuje nizsi biomasa, ktera ale ma

rychlejéi obrat (STRASKRABOVA ET AL., 1996).

V protikladu k vySe uvedenému trendu pro RBT bakterie byla nalezena
obracena korelace mezi podskupinou Acl-852 a celkovym Zirem prvokd (tab. 5).
Bakterie z této podskupiny jsou obecné malych rozmérl (primérny bunéény objem
v rozmezi 0,054 az 0,085 pm®) a zdaji se byt velmi malo ovlivnény predaénim tlakem.
Bakterialni bunky ze skupiny Acl-852 netvofi vlocky ani vlakna, ale jelikoz patfi mezi
gram-pozitivni, jsou pro prvoky pravdépodobné hare stravitelné (HORNAK ET AL.,
2005). Je tedy ziejmé, ze tyto bakterie jsou negativné selektovany prvoky (tab. 5).
Toto zjisténi je v souladu s literaturou (PERNTHALER ET AL., 2001, 2005- review),
kterda uvadi, ze skupina Actinobacteria mize z podminek velkého predaéniho tlaku
vlastné vyznamné profitovat, jelikoz se snizuje pocetnost kompetitorli o substrat, tedy

ostatnich skupin v bakterialnim spolegenstvi.

Béhem sezoény se uplatiuji, ¢i alternuji zdroje substratu pro bakterie riznym
zplUsobem. Extracelularni produkty fotosyntézy jsou nejpodstatnéjsi na zacatku jara,
kdy fytoplankton prudce narlstd a tomu odpovida i narust podetnosti bakterii.

Po rozvoji zooplanktonu (obr. 6) se pfisun substratu od fytoplanktonu k bakteriim
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doCasné i urychli. Bakterie v tomto obdobi vyuZivaji jako zdroj substratu
nespotiebované zbytky fytoplanktonu natravené v exkrementech zooplanktonu
(LAMPERT, 1978). V obdobi vrcholného rozvoje zooplankionu byla uz nadrz
stratifikovana a biomasa fytoplanktonu se kumulovala pfedev§im ve vrchni vrstvé.
Je tedy pravdépodobné, Ze celkovy metabolismus planktonu akceleroval praveé
v horni ¢asti vodniho sloupce s dostatkem svétla pro rlst fytoplanktonu, ale
i vyraznou filtrani &innosti zooplanktonu, ktery tak zprostfedkoval zvy$eny pfisun
organickych substratli a zivin v podobé nestravené zbytkd fas. To jiz vedlo k velmi
odlisné dynamice bakterioplanktonu v obou srovnavanych hloubkach. V hladinové
vrstvé nejvétsi vrcholy BA (obr. 4) a BP (obr. 5) byly zaznamenany pravé v tomto
obdobi, kdy se snizovala biomasa fytoplanktonu (obr. 1) a dochazelo k rychlému
narlstu zooplanktonu (obr. 6). Lze tedy v souhrnu konstatovat, ze tyto nestravené
zbytky fytoplanktonu produkované zooplanktonem se staly vyznamnym alternativnim
zdrojem organického substratu pro rist bakterioplanktonu v hladinové vrstvé (obr. 4).
Tato prace naznaduje, ze rozvoj trofické struktury — pfedevS8im vétsiho filtrujiciho
zooplanktonu, ktery se Zivi fytoplanktonem, mize do¢asné vyznamné akcelerovat

rlist bakterioplanktonu.
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7 Zaver

Celkoveé Ize konstatovat, Ze ziskana data neukazala pro celé zkoumané obdobi
vyznamny vliv rlznych hloubek na bakterialni spolecenstvo, prestoZze ve vrchni
vrstvé byla zaznamenana mnohem vy8Si EPP (obr. 3). V prvni poloviné odbérové
sezdny patrné dochazelo k promichavani eufotické vrstvy, a tak mohl byt dominantni
zdroj substratu (EPP), dostupny pro bakterioplankton v obou hloubkach, coz indikuji
i tam naméfené srovnatelné hodnoty BP (obr. 5). Od zacatku kvétna se nadrz
zacala postupné stratifikovat a dochazelo k narlstu biomasy fytoplanktonu zejména
ve vrchni vrstvé. To jiz vedlo k velmi odliSné dynamice bakterioplanktonu v obou
srovnavanych hloubkach. V hladinové vrstvé napfiklad nejvétsi vrcholy BA a BP byly
zaznamenany za jiz snizujici se biomasy fytoplanktonu a rychlého nardstu
zooplanktonu (srovnej obr. 1 a obr. 6). Soubéh téchto procesi v sukcesi
planktonniho spolecenstva vedl ke zvySeni exkrece nedokonale stravenych zbytk(
fytoplanktonu zooplanktonem, coz se pravdépodobné stalo i vyznamnym
alternativnim zdrojem organického substratu pro rlst bakterioplanktonu v hladinové
vrstvé. Tato prace indikuje, Ze rozvoj potravniho fetézce rasy-filtrujici zooplankton

muze docasné vyznamné akcelerovat rlist s bakterioplanktonu.

Ze ziskanych dat je zfejmé, Ze na formovani bakterialniho spole€enstva ma
vyznamny vliv i predace prvokl pohlcujicich bakterie - zejména heterotrofnich
bi¢ikovcl (obr. 5). Nejtésnéjsi vztah k predaci vykazovala podskupina R-BT065,
ktera je znama svym vysokym rlstovym potencialem, ktery prfekonava dopad vlivu
selektivni predace na RBT bakteriich (SIMEK ET AL. 2005- AEM, 2006- EMI)

Naopak obracena korelace byla nalezena mezi pocetnosti bakterii z klastru Acl-852
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(Actinobacteria) s celkovym Zirem bic¢ikovcl na bakteriich. Tato skute¢nost vypovida
o tom, Ze tyto drobné gram-pozitivni bakterie jsou negativné selektovany prvoky a lze
ocekavat urcity mechanismus rezistence téchto bakterii vici predaci (PERNTHALER

2005 -review, JEZBERA ET AL. 2005- FEMS-ME, SIMEK ET AL. 2005-AEM).

NejpocetnéjSi z bakterioplanktonu byla skupina B-Proteobacteria a jeji
podskupina R-BT065, jejiz poéty a sezdnni dynamika koreluji tésné s parametry
aktivity a biomasy fytoplanktonu. Tato podskupina ma tésny vztah s hlavnimi
skupinami fytoplanktonu (Cryptophyta a Chrysophycea) z jarniho obdobi. Tato prace
tudiz pfinesla i nové nahledy na mozné zdroje organického substratu, vazané
na specifické skupiny fytoplanktonu, které stimulovaly rlst jasné definovanych skupin

bakterii detekovanych metodou FISH.
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9 Anotace

Over the period of the spring phytoplankton bloom (March-May 2009),
an intensive sampling program was conducted at 2 sampling depths (0.5 m
and 1% PAR) located at lacustrine zone of the canyon-shaped, meso-eutrophic
Rimov reservoir (Czech Republic). Changes in the production and community
dynamics of epilimnetic bacterioplankton, studied by means of group-specific rRNA-
targeted oligonucleotide probes, were related to shifts in composition and activity
of phytoplankton, and to remarkable changes in total protistan bacterivory. It was
documented that particular groups of bacterioplankton responded differently
to: (i) major shifts in phytoplankton composition and its activity and to (ii) changes

in overall protozoan grazing pressure.

Béhem jarniho rozvoje fytoplanktonu (bfezen-kvéten 2009) byla provadéna
studie zabyvajici se slozenim a pocetnosti epilimnetického bakterioplanktonu
ve dvou odbérovych hloubkach (0,5m a 1% PAR) mesotrofni pfehradni nadrze
Rimov (jezerni &ast). Pouzitim fluorescenéné znadenych skupinové specifickych
rBRNA sond byla zkoumana bakterialni pocetnost, dynamika a jeji zavislost
na kompozici fytoplanktonu a predaci prvok(. Jednotlivé fylogenetické skupiny
bakterii reagovaly rozdilné: (i) na posun ve slozeni a aktivité fytoplanktonu a (ii)

na zmény v predaci prvokd pohlcujicich bakterie.
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