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Abstrakt

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo srovnat tvorbu biofilmu na sklenénych
kuli¢kach o priméru 5 mm a 10 mm. Nasledné si prace kladla za cil posoudit, ktery
ze substratti je vhodnéjsi pro vyvoj biofilmu a ktery ze zkoumanych parametri by byl
vhodnym indikatorem detekce ristu biofilmu.

Cely vyzkum probihal od zé&fi 2012 do unora 2013, kdy na sklenénych
kulickach, inkubovanych v potoku Sitka, byly sledovany tyto Cctyii parametry:
() koncentrace polysacharidii, (ii) koncentrace proteind, (iii) celkové mnozstvi
organické hmoty a (iv) bakteridlni abundance biofilmu.

Jako spolehlivé indikatory rlstu biofilmu se jevi koncentrace polysacharidi
a mnozstvi celkové organické hmoty. Bakteridlni abundance byla vyhodnocena jako
mén¢ spolehlivy indikator. Naprosto nevhodnym indikatorem se zdd byt koncentrace
proteint. Co se ty¢e vhodnosti substratu pro rist biofilmu, nebyl prokazan vliv priméru

substratu na jeho rist.

Kli¢ova slova: bakterialni abundance, organické hmota, polysacharidy, potok Sitka,

proteiny, rust biofilmu



Vinklerova H. (2013): Comparison of biofilm development on glass beads of different
size incubated in the stream. Bachelor's thesis, Department of Ecology
and Environmental Sciences, Faculty of Science, Palacky University in Olomouc,
22 pp., in Czech.

Abstract

The aim of this bachelor thesis was to compare the formation of a biofilm
on glass beads with the diameter of 5 mm and 10 mm. Subsequently, the thesis focused
on evaluation of the most suitable substrate for the development of a biofilm, and which
of the investigated parameters would be the most appropriate indicator for the detection
of the growth of the biofilm.

The whole research was conducted from September 2012 to February 2013,
when on the glass beads, incubated in the stream Sitka, on which we monitored four
parameters: (i) the concentration of polysaccharides, (ii) the protein concentration,
(iii) the total amount of organic matter and (iv) the bacterial abundance of the biofilm.

As reliable indicators of the growth of the biofilm, we consider the concentration
of polysaccharides and the total amount of organic matter. Bacterial abundance was
evaluated as a less reliable indicator. The most inappropriate indicator was
the concentration of proteins. With respect to the suitability of a substrate for the growth
of the biofilm, there was demonstrated no effect of the diameter of the substrate to its

growth,

Key words: bacterial abundance, biofilm growth, organic matter, polysaccharides,
proteins, Sitka stream
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1. Uvop

vvvvvv

zivota na Zemi (Schindler 2008). V pfirodnich populacich maji bakterie tendenci
ptisedat k riznym povrchiim (Rulik et al. 2011) a existovat ve formé& biofilmu. Zivot
Vv biofilmu je pro bakterie vyhodnéjsi a ve vétSiné prostfedi pfedstavuje zdkladni zptisob
jejich piirozeného vyskytu (Costerton a Lappin-Scott 2003, Schindler 2008, Rulik et al.
2011).

Vsechny pevné povrchy v tocich jsou kolonizovany biofilmy (Ainsworth
a Goulder 2000), které maji kli¢ovou roli v kolob¢hu zivin a demineralizaci (Schiller
et al. 2007). Pro svou schopnost odnimat z vody rizné organické a anorganické latky,
vcetné polutantii, predstavuji biofilmy klicovy prvek v procesu ficniho samocisténi
(Rulik et al. 2011).

Biofilmy byly pozorovany dlouho pfedtim, nez méli lidé vhodné pfistroje
k jejich blizSimu zkoumani. Pfelomem ve vyzkumu byla polovina roku 1800, kdy
Robert Koch vyvinul metodu vyroby Zivného média pro rlst a izolaci Cistych kultur
mikroorganismi. Vyzkum biofilmil probihal pomalu az do roku 1990, kdy nastal jeho
velky rozmach (Costerton 2004).

Biofilm je spolecenstvi mikroorganismt, jehoz bunky jsou ireverzibilné
ptichycené k podkladu nebo kokolnim bunikam, jsou zapusténé v matrici
extracelularnich polymernich latek, kterou si sami produkuji, a maji odlisny fenotyp
S ohledem na rychlost ristu a transkripci geni (Donlan a Costerton 2002, Schindler
2008). Matrice biofilmii je velmi dilezita. Dnes se jiz vi, ze je klicovym strukturnim
parametrem pro stabilitu a integritu biofilmu, zaroven slouZi jako tocisté mikrobidlnich
spolecenstev pied vysychanim a smykovym napétim (Ramasamy a Zhang 2005). Jejimi
hlavnimi slozkami jsou voda, mikrobidlni bunky, latky anorganické a organické.
Vyznamnou roli piedstavuji exopolysacharidy (Sutherland 2001b). Fraglund et al. (1996)
ukazuji, Ze exopolysacharidy jsou sloZeny z riiznych organickych latek. Z provedenych
studii bylo zjiSténo, ze u Cistych kultur bakterii pfevazuji polysacharidy (Zhang et al.
1998, Sim et al. 2000), zatimco u biofilml nachazejicich se v aktivnim kalu pfevazuji
proteiny (McSwain et al. 2005). V malém mnozstvi se vyskytuji uronové kyseliny,
DNA (Liu a Fang 2002, Tsuneda et al. 2003) huminové latky a lipidy (Comte et al.
2006, D'Abzac et al. 2010).



Tvorba biofilmu je proces n¢kolika néaslednych krokt: (i) adheze, (ii) kolonizace
(ii1) akumulace, (iv) stddium klimaxu mikrobialnich bunék a (v) oddéleni mikrobidlnich
bunék, ktery je definovan prostorovym a ¢asovym méfitkem (Jenkinson a Lappin-Scott
2001). Cely vyvoj biofilmu miizeme oznacit jako cyklicky proces, jelikoz na mistech
zaniklého biofilmu vznika biofilm novy (Tarjanyi-Szikora et al. 2013). Sabater
a Romani (1996) a Romani et al. (2008) uvadi, ze pii ponofeni nového substratu
do proudu dochazi k tvorbé biofilmu jiz po nékolika hodinach. Volné pohybujici se
bunky se pfichycuji pomoci adhezint, které maji na svém téle, na pevny povrch. Poté
dochazi ke zmeéné jejich chovani, fenotypu a zacnou produkovat velké mnozstvi
polysacharidli, ze kterych se vytvoii hlenova matrice. Buiikky se mnozi a vytvaii se
mikrokolonie (Schindler 2008). Z biofilmu se bunky také uvoliuji. Prechazeji
do planktonniho stavu, jsou odnaseny okolni kapalinou a kolonizuji dal§i povrch.
K odtrhavani bunék dochazi ptisobenim mechanickych sil a urcitych chemickych latek
z okoli. Dal$i vyznamnou roli v odtrhavani hraji quorum sensing signalni molekuly,
které detekuji hustotu populace a omezuji ji. Odtrhavani bun€k vSak muize byt chapano
i jako strategie, kdy bakterie kolonizuji nové niky jesté diive, nez se pro né prostor
a ziviny stanou limitujicimi (Rulik et al. 2011).

Romani a Sabater (1999), Romani et al. (2008) a Proia et al. (2012) se ve svych
vyzkumech shoduji, Ze nejrychlejsi nariist biofilmu probihd po prvnich sedmi dnech az
do tretiho tydne, kdy se narust biofilmu zpomaluje. Ptiblizné po Ctyficatém dnu
se biofilm dostava do stabilni faze, kdy uz nenartsta. Rast biofilmu zkoumal také
Tarjanyi-Szikora et al. (2013), a to po dobu 97 dni. Béhem prvnich 45 dni doséahl
podobnych vysledkt jako jiz pfedtim Romani a Sabater (1999), Romani et al. (2008)
a Proia et al. (2012). Poté doslo ke slabému ttlumu, nésledovanému druhou kolonizaci
a nartstem. Z toho bychom mohli usoudit, ze délka jednoho vyvojového cyklu biofilmu
se pohybuje kolem 45 dni. Narast faktord po 45. dni indikujicich rtst biofilmu
zaznamenali také Artigas et al. (2012), kteti studovali biofilm po dobu 60 dni.

O vlivu velikosti ¢astice, na niz se biofilm vyviji, toho zatim nebylo mnoho
publikovano. Existuji vSak studie, které zkoumaji rast bakterii na riznych velikostech
sedimentu. Meyer et al. (1987), Axmanova et al. (2006) a De Troch et al. (2006)
poukazuji na to, Ze ¢im je Castice sedimentu mensi, tim vétsi pocet bakterii se na ni

vyskytuje.



2. CILE PRACE

1. Cilem této prace je srovnat tvorbu biofilmu na dvou rtzné velkych sklenénych

kulickach o priméru 5 mm a 10 mm.

2. Pomoci zkoumanych parametrii: (i) koncentrace polysacharidii, (i1) koncentrace
proteinti, (ii1) abundance bakterii a (iv) celkové organické hmoty biofilmu urcit, ktera

z uvedenych velikosti kulicek je pro biofilm z hlediska tvorby vyhodnéjsi.

3. Posoudit, ktery z vyse uvedenych parametri by mohl byt dobrym indikatorem rtstu

biofilmu pfi jeho dal$im studiu.



3. MATERIAL A METODY

3.1. Priprava

Pro vyzkum byly pouzity sklenéné kulicky o priméru 5 mm (tzv. malé, M) a 10
mm (tzv. velké, V). Tyto kulicky byly pted vlastni inkubaci dezinfikovany 36% HCI,
promyty destilovanou vodou a ptesypany do PE lahvi¢ek o objemu 250 ml, kterym byly
po obvodu vyvrtany otvory. Jedna lahvicka obsahovala 150 kuli¢ek, z toho bylo 30
kulicek V. Nasledn¢ bylo na vicko lahvicky pfipevnéno lanko. Celkem bylo takto

piripraveno 20 lahvicek.

3.2. Lokalita

K inkubaci sklenénych kulicek byl vybran potok Sitka nachazejici se 6 km
severn¢ od Olomouce. Sitka je prirozen¢ meandrujici potok tfetiho fadu, 35 km dlouhy,
pramenici v pohoti Hruby Jesenik v nadmoiské vysce 650 m n. m. Plocha povodi je
118,81 km? primémy ro¢ni odtok ¢&ini 0,81 m®st. Sitka koryta se pohybuje
od 4 do 6 m. Potok Sitka se vléva 5 km severné od Olomouce do feky Oskavy, ktera je

levym pftitokem feky Moravy.

Obrazek 1: Potok Sitka



3.3. Odbér

Lahvicky byly umistény do toku Sitka 24.9.2012. Na kovovou ty¢ byly zavéSeny
pomoci lanek tak, aby se dotykaly koryta potoku. Celkem byly napldnovéany cCtyii
odbéry, pii kterych bylo pokazdé z toku odebrano pét lahvicek. Odbéry probehly 29.10.
a 26.11.2012, 7.1. a 15.2.2013. Odebrané¢ lahvicky byly pfevezeny Vv uzaviratelné
plastové naddobé do laboratore. Kulicky byly ocistény od bahna, Stérku a dalSich
nedistot, které se v lahvicce spoleéné snimi nachizely. Cisténi bylo provadéno
V minimalnim mnoZzstvi vody tak, aby nedoslo k poskozeni biofilmu. O¢isténé kulicky
byly béhem zpracovani skladovany 2-3 dny pfi teploté in situ, zalit¢ destilovanou

vodou.

3.4. Laboratorni ¢ast

Rust fiéniho biofilmu byl studovan sledovanim ¢Etyf parametrt: (i) koncentrace
polysacharidt v biofilmu dle metody Duboise, (ii) koncentrace proteint v biofilmu dle
metody Bradfordové, (iii) abundance bakterii v biofilmech stanovené pomoci DAPI

a (1v) celkového mnozstvi organické hmoty.

3.4.1. Stanoveni koncentrace polysacharidi dle Duboise (Dubois et al. 1956)

Pomiicky:

sklenéné zkumavky

e pipeta 1000-5000 pl + $picky

e pipeta 100-1000 ul + $picky
e kadinky 100 ml

o kyvety
Chemikalie:
e D-glukosa

® 5% vodni roztok fenolu
e 96% H,SO,
Postup:
Ze zasobniho roztoku D-glukosy byly nejprve pfipraveny kalibracni roztoky
0 koncentracich 0-100 pg.ml™. Zkazdé lahvicky bylo odebrano do sklenénych
zkumavek zvlast 5 kulicek V a 10 kulicek M. Do zkumavek s 1 ml kalibracnich roztokt
a do zkumavek se sklenénymi kuli¢kami byly ptidany vzdy 1 ml 5% roztoku fenolu

a 5 ml koncentrované H,SO,. Vznikla smés byla ihned protfepana a nechala se odstat 30



minut pfi laboratorni teploté. Po této dobé byla zméfena na spektrofotometru
absorbance vSech vzorkt pfi vinové délce 490 nm. V programu Standard Curves byly
z vytvotfené kalibracni kiivky ziskany hodnoty koncentraci ug.ml‘l. Zjisténé hodnoty

koncentraci byly pfepocitany na cm?.

3.4.2. Stanoveni koncentrace proteinta dle Bradfordové (Bradford 1976)
Pomticky:

e sklenéné zkumavky

e pipeta 1000-5000 pl + $picky

e kadinky 100 ml

o kyvety
Chemikalie:

e BSA (Bovine Serum Albumine, hovézi sérovy albumin)

e ¢inidlo Bradfordové

Postup:
Nejprve byla vytvofena kalibracni kiivka. Ze zasobniho roztoku BSA byly

vytvoreny kalibraéni standardy v rozsahu 2,5-750 pg.ml™. P&t kulicek V a 10 kulicek
M bylo zvlast odebrano z kazdé lahvicky do sklenénych zkumavek. Ke kulickam
a 100 pl ptfipravenych kalibra¢nich standardti bylo pfidano 5 ml ¢inidla Bradfordové.
Vznikla smés byla ihned protfepana a nechala se odstat 10 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledné byla na spektrofotometru zméfena absorbance vSech vzorkl pii vinové délce
590 nm. Poté v programu Standard Curves byly z vytvotené kalibra¢ni ktivky ziskany

hodnoty koncentraci pg.ml™. Zjisténé hodnoty koncentraci byly piepo&itany na cm?.

3.4.3. Stanoveni abundance bakterii v biofilmu pomoci DAPI (Porter a Feig 1980)
Pomicky:

e pipeta 1000-5000 pl + spicky

e pipeta 100-1000 ul + $picky

e pipeta 10-100 ul + Spicky

e membranové filtry Millipore (0,2 um, GTTP)

e 50ml plastové uzaviratelné zkumavky

e 15ml plastové uzaviratelné zkumavky

e nlzky

e pinzeta


http://en.wikipedia.org/wiki/Marion_M._Bradford

e podlozni sklicka
e kryci sklicka
e injekeni jehla a stiikacka
e Petriho misky
e filtracni papir
Chemikalie:
e 2% Formaldehyd
e DAPI (4°,6-diamidino-2-fenylindol)
e detergent Triton
e hustotni médium Nycodenz
e etanol
e imerzni olej
Postup:

Do 50ml zkumavek bylo pieneseno vzdy 8 kulicek V a 40 kulicek M. Tyto
kulicky byly fixovany 10 ml 2% formaldehydu a nasledné sonikovény po dobu 30
s ve 3 cyklech pfi sile 13%. K sonikovanym vzorkiim bylo pfidano 150 pl detergentu
Triton a poté byly tfepany po dobu 6 hodin pfi rychlosti 200 rpm. Z takto pfipravenych
vzorkll bylo odebrdno do 15ml zkumavek 8 ml vzorku a k nému zavedeny injekéni
jehlou do spodu zkumavky 4 ml hustotniho média Nycodenz tak, aby doslo k navrstveni
vzorku. Zkumavky byly vloZzeny do centrifugy a centrifugovany pii maximalnim
vykonu po dobu 1 hodiny. Poté byl odebran vznikly supernatant. Pomoci vakuové
filtrace byly z kazdého vzorku piefiltrovany 3 ml supernatantu na membranovy filtr,
ktery pak byl vysuSen poloZenim na filtra¢ni papir. Zcela uschlé filtry byly poté
obarveny 15 pl DAPI po dobu 10 minut ve tmé&. Po této dobé bylo nenavéazané barvivo
promyto stfidavé v destilované vodé a etanolu. Posledni fazi byla vzdy destilovana
voda. SusSenti filtrti probihalo ve tmé. UsuSeny filtr byl poloZen s kapkou imerzniho oleje
na podlozni sklicko, na filtr bylo pfilozeno kryci sklicko. Z kazdého filtru bylo
Vv epifluorescen¢nim mikroskopu Olympus BX 60 imerznim objektivem (zvétSeni
1000krat) vyfoceno 30 ndhodnych poli. Vyhodnoceni téchto snimka bylo provedeno

v programu NIS-Elements.



Abundance bakterii v 1 ml vzorku byla na zéklad¢ zjisténych hodnot vypocitana dle

vzorce

W

N =-£-1,25

v
kde:
[ PO pramérny pocet bakterii na snimek
Fo....... plocha filtru (resp. vnitini pramér filtra¢niho komina)
Pooa.. plocha, kterou stanovujeme

V... objem pftefiltrovany pies filtr
Vysledky byly prepo¢itany na cm?.

3.4.4. Stanoveni celkového mnoZstvi organické hmoty (Horakova et al. 1989)
Pomticky:

o [lzicka

e keramické misky

e exsikator

o kleste
Postup:

Do suchych keramickych misek, které byly pfedem zvéazeny, bylo odebrano

z kazdé lahvicky 5 kulicek V a 20 kulicek M. Tyto kulicky byly ponechany 24 hodin
Vv susarné pii teploté¢ 100 °C. Vznikla suSina byla po vychladnuti v exsikatoru zvaZena.
Dale byly kulicky zihdny v laboratorni peci pii teplot¢ 550 °C 2 hodiny
a po vychladnuti v exsikatoru byly opét zvazeny. Z rozdilu namétenych hodnot bylo

zjiSténo mnozstvi organické hmoty.

3.5. Analyza dat

Pro testovani dat jsem pouzila software NCSS 2007. K vyhodnoceni mnozstvi
polysacharidt, proteinti, celkové organické hmoty a abundance bakterii biofilmu
na riznych kulickdch béhem celého vyzkumu byla pouzita ANOVA. Vztahy mezi

jednotlivymi parametry byly analyzovany linearni regresi a korelaci.



4. \/YSLEDKY

4.1. Koncentrace polysacharidi

Hodnoty koncentrace polysacharidii nartstaly u kulicky M 1 V az do tfetiho
mésice inkubace. Nejvetsi nartst byl pozorovan béhem prvniho meésice. Po tiech
meésicich ristu doslo kubytku koncentrace polysacharidi. Primérnd hodnota
koncentrace béhem celého vyzkumu u kuliky M byla 13,73 pug.cm™ a u kulicky V 8,70
ug.cm'z. Statisticky signifikantn¢ zde bylo prokazano vétsi mnozstvi koncentrace

na cm? u kulicky M (obr. 2).

Primérna koncentrace polysacharidi

30 -

M Velka kulicka

B Mala kulicka

Koncentrace pg.cm

29.10.2012 26.11.2012 7.1.2013 15.2.2013

Datum odbéru

Obrazek 2: Primérna koncentrace polysacharidi biofilmu na riznych kulickach béhem ¢ty odbéri

4.2. Koncentrace proteinii

Nejvyssi nariist koncentrace proteini probéhl u obou kulicek béhem prvniho
meésice inkubace. Druhy mésic ovSem dosSlo k Ubytku, ktery probihal az do tietiho
mésice vyzkumu. Ve ctvrtém meésici op€t doSlo k nartGstu koncentrace proteint.
Primémé hodnota koncentrace bdhem celého vyzkumu byla u kulicky M 9,85 pg.cm™
au kulicky V 6,22 ug.cm'z. Statisticky signifikantné zde bylo prokézano vétsi mnozstvi

koncentrace na cm? u kuli¢ky M (obr. 3).
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Primérna koncentrace proteinli

30 -

20 ~ H Velka kulicka

15 4 B Mala kulicka

10 -

Koncentrace pg.cm2

29.10.2012 26.11.2012 7.1.2013 15.2.2013
Datum odbéru

Obrazek 3: Primérna koncentrace proteinti biofilmu na riznych kulickach béhem ¢Etyt odbért

4.3. Bakterialni abundance

Nartst poctu bakterii u kulicky M probihal do tfettho mésice inkubace. Béhem
ctvrtého mésice doslo k ubytku bakterii. Nejvétsi nartist probéhl béhem prvniho mésice.
Kulicka V vykazuje podobny ristovy trend ovsem az u druhého mésice, kdy doslo
k ubytku bakterialni abundance. Primérna hodnota bakterialni abundance béhem celého
vyzkumu u kulicky M byla 3,67 pg.em? a u kulicky V 5,09 pg.cm™. Statisticky
signifikantné zde nebylo prokdzano vétsi mnoZstvi koncentrace na cm’ u kulicky M

ani u kuli¢ky V (obr. 4).

Pramérna bakterialni abundance
12 -

m Velka kulicka

H Mal3a kulicka

10%/cm?

Bakterialni abundance

0 .
29.10.2012 26.11.2012 7.1.2013 15.2.2013
Datum odbéru

Obrazek 4: Primérna bakterialni abundance biofilmu na riznych kulickach béhem ¢tyt odbéri
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4.4. Celkové mnoZstvi organické hmoty

Rust organické hmoty probihal u obou kuli¢ek az do tfetitho mésice inkubace,
poté nastal jeji ubytek. Nejvétsi nartist probéhl stejné jako u piedchozich parametra
béhem prvniho mésice. Primérnd hodnota celkového mnozstvi organické hmoty béhem
celého vyzkumu byla u kulicky M 207,01 pg.em™ a u kulicky V 187,90 pg.cm™.
Statisticky signifikantné zde nebylo prokdzano vétsi mnozstvi organické hmoty na cm?

u kulicky M ani u kulicky V (obr. 5).

Celkové mnozstvi organické hmoty

> 400 -
]
£ 350 -
=
v 300 -
S o
€ £ 250 1 m Velka kulicka
8 =2 200 -
o 3 B Mald kulicka
'S 150
=)
N 100 -
s 50 -

O .

29.10.2012  26.11.2012  7.1.2013 15.2.2013
Datum odbéru

Obrazek 5: Celkové mnozstvi organické hmoty biofilmu na rtiznych kulickach béhem ¢tyt odbéri

Znazornéni mnozstvi jednotlivych slozek biofilmu v ramci celého vyzkumu je
zobrazeno v piiloze 2. U kulicky V se zastoupeni proteinové slozky pohybovalo od 1,23
do 9,27 %. Nejvyssi procentualni zastoupeni mély proteiny v prvnim méfeni.
Zastoupeni polysacharidové slozky se pohybovalo vrozpéti od 3,90 do 5,88 %.
Nejvyssi procentudlni hodnota byla dosazena v poslednim méfeni. U kulicky M
se hodnoty proteinové slozky pohybovaly v rozmezi od 1,17 do 11,33 %. Nejvyssi
hodnota byla opét v poslednim méfeni. Polysacharidova slozka béhem celého vyzkumu
byla zastoupena vrozpéti od 6,09 do 7,27 %. Nejvyssi zastoupeni bylo taktéz
V poslednim méfeni. Dominantni slozku biofilmu u obou kulicek tvofila

neidentifikovana organicka hmota.
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4.5. Vztahy mezi parametry

Pti zkoumani vztahli mezi jednotlivymi parametry byla statisticky signifikantné
prokdzana korelace mezi mnozstvim organické hmoty a koncentraci polysacharidu
v biofilmu u obou kulicek (p<0,01) (obr. 6, 7), dale mezi organickou hmotou
a bakterialni abundanci u kulicky M (p<0,01) (obr. 8), bakteridlni abundanci
a polysacharidy rovnéz u kulicky M (p < 0,01) (obr. 9). Mezi ostatnimi parametry nebyl
statisticky signifikantni vztah prokazan (Pfiloha 3).

Organicka_hmota vs Polysacharidy

400.0 -
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R i
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& 3125 1
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(&) .
‘S 1375 R? = 0,6495
© ]
(@)]
[l -
@) il
n o
500 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 7.5 15.0 22.5 30.0

Polysacharidy (ug.cm™)

Obrazek 6: Vztah mezi koncentraci polysacharidi a organickou hmotou biofilmu u kulicky M
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Organicka _hmota vs Polysacharidy
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Obrazek 7: Vztah mezi organickou hmotou a koncentraci polysacharidd biofilmu u kulicky V

Organicka_hmota vs Abundance_bakterii

400.0 -

w
juics
N
a1
1
[¢]
[¢]

y = 24,443x + 117,282
2 _
137.5 R?=0,3321

Organicka_hmota (ug.cm?)
N
R
o

50.0 T T T T T T T T T T T 1
1.0 25 4.0 55 7.0

Abundance bakterii (10%cm?)

Obriazek 8: Vztah mezi organickou hmotou a bakterialni abundanci biofilmu u kulicky M
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Abundance_bakterii vs Polysacharidy
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Obrazek 9: Vztah mezi bakterialni abundanci a polysacharidy biofilmu u kulicky M



5. DISKUSE

Cilem této prace bylo srovnat tvorbu biofilmu na dvou rizné¢ velkych sklenénych
kulickach o priméru 5 mm a 10 mm pomoci zkoumanych parametri (koncentrace
polysacharidl, koncentrace bilkovin, abundance bakterii a celkové mnozstvi organické
hmoty biofilmu). Déle bylo cilem této prace urcit, kterd z kulic¢ek je pro tvorbu biofilmu
vyhodnéj$i a posoudit, ktery z vySe uvedenych parametri by mohl byt vhodnym
indikatorem rustu biofilmu. Signifikantné bylo prokazano vétsi mnozstvi koncentrace
polysacharidii a proteinii na cm?® u kulicky M. U celkové organické hmoty nebylo
statisticky prokézano, zda je vice pg.cm™ na kulice M nebo V. Totéz zjisténi bylo
I pro bakterialni abundanci. Pfi porovnani parametri mezi sebou byla zjisténa korelace
mezi mnozstvim organické hmoty a koncentraci polysacharidd v biofilmu u obou
kulic¢ek, dale mezi organickou hmotou a bakteridlni abundanci u kulicky M, bakterialni

abundanci a koncentraci polysacharidii rovnéz u kulicky M.

5.1. Koncentrace polysacharidi

Pro stanoveni koncentrace polysacharidi na cm? jsem pouzila metodu
dle Duboise. Metoda se zda byt spolehliva a jiz delsi dobu je hojné pouzivana. Objevuje
se nejen pi1 zkoumani polysacharidli celého biofilmu (Romani et al. 2008), ale i pii
detekovani jednotlivych sloZek z exopolysacharidi (EPS) pfi porovnavani jednotlivych
extrakénich metod EPS (Frelund et al. 1996, Comte et al. 2006, D'Abzac et al. 2010).

Koncentrace polysacharidii uzce souvisi s ristem biofilmu (Rulik et al. 2011).
Dle ziskanych vysledkii hodnoty koncentrace polysacharidii narGstaly az do tfetiho
meésice. Béhem prvniho meésice vSak doslo k nejvétsimu nartstu. Podobny trend
zaznamenali ve své praci i Romani et al. (2004), Romani et al (2008) a Artigas
et al (2012). Jejich koncentrace se vSak od mych namé&fenych hodnot lisily, mé hodnoty
koncentraci byly vzdy v priméru o 10 pg na cm’ mensi. Domnivam se, Ze hlavnim
divodem pro¢ se mé hodnoty liSily, je rocni obdobi, ve kterém miij vyzkum probihal.
Vétsina z vySe uvedenych studii probihala totiz béhem jara, kdy polysacharidy biofilmu
dosahuji maxima (Blenkinsopp et al. 1991). Po tiech mésicich ristu doslo k ubytku
koncentrace polysacharidi. Tento stav mizeme vysvétlit nékolika zpisoby.
Nejvyznamngj§i vliv mohla mit neocekavana povoden, kdy pievrstvenim lahvic¢ek
sedimentem doslo k poruseni biofilmu a odnosu vyprodukované hmoty. Dalsim

faktorem by mohla byt také pritomnost predatori (Sabater et al. 2002) nebo rozpad

15
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biofilmu, ktery nastane po nasyceni prostfedi bakteriemi a kritickym néristem masy
biofilmu (Rulik et al. 2011).

Statisticky signifikantné byla prokazana vétsi koncentrace polysacharidi na cm?
u kulicky M, nez u kulicky V. Tato skute¢nost mize byt zptisobena tim, Ze na kulickach

M byly vétsi bakteriadlni abundance nez na kulickach V (viz nize).

5.2. Koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace proteinti podle Bradfordové je spektrofotometricka
metoda, ktera vyuziva vazby barviva Coomassie Brilliant Blue G250 na proteinové
molekuly. Tato metoda je diky své citlivosti a jednoduchosti Siroce uzivana (Kodicek
et al. 2000). Ve svych vyzkumech ji pouzivaji napt. Frelund et al. (1996) a Spacil et al.
(1998).

Dle ziskanych hodnot koncentraci proteinii nejvyssi nartst probéhl behem
prvniho mésice. Druhy mésic ovSem doslo k ubytku, ktery probihal az do tetiho mésice
vyzkumu. Ve ¢tvrtém mésici opét doslo k nardstu koncentrace proteinti. M¢é vysledky
se lisily od rtstového trendu, ktery uvadi Artigas et al. (2012), kdy koncentrace proteinti
nartiistala az do konce vyzkumu. M¢ zjisténé hodnoty byly opét nizsi v priméru o 5-10
pg.cm'z, coz si opét vysvétluji rocnim obdobim, ve kterém byl mij vyzkum provadén.
Jak uvadi Blenkinsopp et al. (1991), koncentrace proteint v biofilmu dosahuje maxima
béhem jara. Jelikoz béhem ctvrtého mésice doSlo k nartistu koncentrace proteint,
nemohu zde potvrdit vliv neofekavanych povodni na biofilm. Naopak zde mohl jiz
nastat novy narast bakterii, jelikoz zvySeni koncentrace proteinti by mélo signalizovat
zvyseni bakteridlni abundance (Rulik et al. 2011).

Statisticky signifikantné byla prokazana vétSi koncentrace proteini na cm?
u kulicky M nezZ u kuli¢ky V. JelikoZ koncentrace proteinil v biofilmu v podstaté odrazi
mnozstvi bakterii, souvisi tato hodnota pravdépodobné s vySSimi bakteridlnimi

abundancemi (viz nize).

5.3. Bakterialni abundance
Ke stanoveni poctu bakterii jsem pouzila fluorochrom DAPI, barvivo s modrou
fluorescenct, které se prednostné vaZze na DNA (Porter a Feig 1980).
Ristovy trend abundance bakterii u kulicky M byl mirné nartstajici, tedy
podobny ristovému trendu, ktery pozorovali Romani a Sabater (1999), Romani (2004),
Rulik et al. (2007), Artigas et al. (2012) a Proia et al. (2012). U kulicky V tomu tak

nebylo, béhem druhého meésice doslo k poklesu abundance bakterii. Poéty bakterii se
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Vv piipad¢ obou velikosti kulicek lisily od vysledka vyse uvedenych autort. M¢ vysledky
byly v priméru 10 krat mensi. Zaroveti také nebyl prokdzan predpoklad, Ze vice
bakterii se vyskytuje na mensSim substratu, coz uvadi ve svych studii Meyer et al.
(1987), Axmanova et al. (2006) a De Troch et al. (2006). Abundance bakterii se mezi
obéma velikostmi kulicek statisticky signifikantné neliSily. Vysledky totiz
V jednotlivych mésicich mély velkou variabilitu, coz mohlo byt zptsobeno
nepfedvidatelnou chybou béhem zpracovani vzorkd, napt. sonikace nebyla u obou
kuli¢ek stejn¢ ucinna nebo nedoslo k navazani DAPI na vSechny bakterie. Domnivam
se, ze hlavnim diivodem odtrhavani bakterii z biofilmu byla povoden, dale pak rozpad
biofilmu, zplsobeny nasycenim prostiedi bakteriemi a kritickym nardstem masy

biofilmu (Rulik et al. 2011).

5.4. Celkové mnozstvi organické hmoty

Dle mych vysledk rist organické hmoty probihal az do tfetiho mésice, po némz
nastal jeji ubytek. Tento ubytek, jak uz bylo zminéno Vv piedchozich parametrech, bych
prisuzovala ne¢ekané povodni nebo rozpadu biofilmu. Nejveétsi nartst probehl stejné
jako u ptedchozich parametri béhem prvniho mésice, poté nartst nebyl tak veliky.
Organickou hmotu, avsak piepocitanou na celkovy organicky uhlik, zkoumali
Hubackova a Jindra (1998) a Rulik et al. (2007). Obé tyto prace zaznamenaly postupny
narust hodnot. Hodnoty mnou namétené byly opét nizsi nez hodnoty, které uvadi
Hubé4gkova a Jindra (1998), v priméru o 0,07 mg.cm™. Zaroveii byly vyssi nez hodnoty
uvadéné Rulikem et al. (2007), v priméru o 100 pg.cm™ Vé&tsinu organické hmoty
tvorila neidentifikovana slozka, coz je v souladu s vysledky Koutného a Rulika (2007).
Mnozstvi celkové organické hmoty se naobou kulickach statisticky signifikantné

nelisilo, coz dle mého ndzoru souvisi s predchozimi parametry.

5.5. Vztahy mezi parametry

Statistickou analyzou byla zjisténa korelace mezi mnozstvim organické hmoty
a koncentraci polysacharidi v biofilmu u obou kulicek, dile mezi organickou hmotou
a bakterialni abundanci u kuli¢ky M, bakteridlni abundanci a koncentraci polysacharidi
rovnéZ u kulicky M. U ostatnich nebyly vztahy prokazany.

Jelikoz u mnoZstvi organické hmoty a koncentraci polysacharidii byla prokézana
korelace u obou kuli¢ek, povazovala bych tyto dva parametry za vhodné indikatory

rustu biofilmu. Obecné jsou polysacharidy jednou slozkou organické hmoty. Proto ¢im
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vétsi bude koncentrace polysacharidd, tim vEétSi mnozstvi organické hmoty bude biofilm
obsahovat.

| kdyz je bakterialni abundance ve studiich zjiStovana velmi Casto, z mych
zjisténych vysledkt vystupuje jako méné vhodny indikator rGstu biofilmu. Sice byla
prokazana korelace mezi bakterialni abundanci a koncentraci polysacharidii a mezi
organickou hmotou a bakteridlni abundanci, ale pouze u kulicky M. Proto tento
parametr nepovazuji za nejvhodnéjsi.

Proteiny nepovazuji za vhodny indikator pro rtst biofilmu. Pfedpokladala jsem
vztah mezi koncentraci proteinli a bakteridlni abundanci. Z mych zjisténych vysledkt

vsak tento vztah nevyplyva.

5.6. Velikost substratu

Studie, zaméfujici se na tvorbu biofilmu na rizné¢ velkych substratech,
se zabyvaji pouze bakteridlni abundanci. Pievladajicim ndzorem je, Ze na substratu
0 mensim praméru se vyskytuje vice bakterii nez na substratu o priméru vétsim (Meyer
et al. 1987, Axmanova et al. 2006, De Troch et al. 2006). M¢é vysledky vsak tento
ptedpoklad nepotvrdily.

Pfi statistické analyze ostatnich parametri byla zjisténa prikazné vetsi
koncentrace polysacharidt a proteinti u kulicky M. Co se tyka organické hmoty, nebyl
prokazan rozdil mezi kulickami M a V. Jelikoz povazuji za hlavni indikatory rastu
koncentraci polysacharidli a celkové mnozstvi organické hmoty, a jako méné vhodny
indikator bakteridlni abundanci, nemohu z mych vysledka urcit, ktery ze substrata je

pro rast biofilmu vhodnég;si.



6. SOUHRN

Biofilmy piedstavuji klicovy prvek v procesu ficniho samocisténi. Dale maji
kli¢ovou roli v kolobéhu zivin a demineralizaci v toku. Cilem této prace bylo srovnat
tvorbu biofilmu na sklenénych kulickach o praméru 5 mm (M) a 10 mm (V). Nasledné
si prace kladla za cil posoudit, ktery ze substratii je vhodnéjsi pro vyvoj biofilmu a ktery
ze zkoumanych faktora by byl vhodny indikatorem detekce rstu biofilmu.

V potoku Sitka, nachazejicim se 6 km od Olomouce, bylo inkubovano 20
lahvicek. Kazda lahvicka obsahovala celkem 150 kuli¢ek, z toho 30 bylo kulicek V.
Probéhly ¢étyii odbéry, pii kterych bylo odebrano pokazdé 5 lahvicek. U kazdé lahvicky
a kazdé velikosti kulicek zvlast’ bylo provedeno vyhodnoceni zkoumanych parametri
(koncentrace polysacharidli, koncentrace proteinti, celkové mnozstvi organické hmoty
a bakteridlni abundance biofilmu). VSechny zkoumané parametry byly vyjadieny
na cm®. Dle ziskanych vysledkil koncentrace polysacharidii na kulidce V i M nartistala
az do trettho meésice, po kterém nastal ubytek koncentrace. Zaroven byla prokazana
signifikantné vétsi koncentrace na cm? u kulicky M. Stejny ristovy trend vykazovalo
I mnozstvi organické hmoty u obou kuli¢ek, a také bakterialni abundance u kulicky M.
Signifikantné zde nebylo prokazano vétsi mnozstvi bakteridlni abundance a mnozstvi
organické hmoty u kulicky M na cm? Ubytek parametrti bshem posledniho mésice byl
zfejmé zpiusoben kombinovanym vlivem necekané povodné a rozpadu biofilmu. Dale je
tu také moznost piitomnosti predatord. Nizké hodnoty jednotlivych parametri byly
patrné zptisobeny ro¢ni dobou. Rustovy trend koncentrace proteinii u obou kulicek
a bakteridlni abundance kulicky V vykazovaly jiny trend, nez je uvadén v literatufe.
Zaroven u koncentrace proteinli bylo signifikantn€ prokdzano vétsi mnoZstvi
u kulicky M.

Dle statistického vyhodnoceni dat byly uréeny za spolehlivé indikatory rtstu
biofilmu tyto dva parametry: (i) koncentrace polysacharidli a (i1)) mnoZstvi celkové
organické hmoty. Bakteridlni abundance byla vyhodnocena jako méné spolehlivy
indikator ristu biofilmu. Naprosto nevhodnym indikatorem se zda byt koncentrace
proteinii. Co se tyCe vhodnosti substratu pro rast biofilmu, nemlze byt feceno,
zda biofilm Iépe roste na substratu o menSim priméru (coz byl ptredpoklad zjistény
n€kolika studiemi) nez na substratu o vétSim priméru. Dle mych vysledkli nema pramér

substratu vliv na rust biofilmu.
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8. PRILOHY

Piiloha 1: Obrazova ptiloha

Obsah lahvicky po ¢tvrtém mésici inkubace
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Priloha 2: Zastoupeni jednotlivych slozek biofilmu béhem experimentu
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Priloha 3: Neprikazné vztahy mezi zkoumanymi parametry
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Abundance_bakterii vs Proteiny
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Proteiny vs Polysacharidy
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