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Abstrakt

Cilem prace je porovnat vertikalni distribuci mikroorganism0 u tfi typ( sediment(.
Posoudit, zda existuje rozdil mezi mikrobidlni abundanci a mnozistvim biomasy v
hloubkovém profilu a mezi rlznymi typy sediment. Dale byla provedena analyza

druhové bohatosti v doméné Eubacteria.

Vzorky pisku, bahna a ustficovych lavic byly odebrany z intertidalnich sedimentU ostrova
Sylt, ktery je soucdsti Watového more. Odbér probihal od ledna do Unora roku 2015 a

zpracovani vzork( od fijna 2015 do prosince roku 2016.

Sledovany byly tyto parametry: i) celkova mikrobialni abundance ve vertikdlnim profilu
a mezi stanovisti, ii) mikrobialni biomasa ve vertikdlnim profilu a mezi stanovisti, iii)

druhova bohatost domény Eubacteria ve vertikdlnim profilu a mezi stanovisti.

Vsechny zkoumané sedimenty vykazuji trendy celkové mikrobidlni abundance a biomasy
ve vertikdlnim profilu s vyjimkou pisku. Nejvhodnéjsi sediment pro rist mikroorganism

jsou Ustticové lavice, které poskytuji nejlepsi kombinaci potfebnych faktor(.

Klicovad slova: intertidalni sedimenty, wattové mofe, Ustficové lavice, mikrobialni
abundance, mikrobidlni biomasa, diverzita v doméné Eubacteria, vertikdlni profil

sedimentu



Molikova A. (2017): Analysis of microbial abundance and biomass distribution in vertical
profile of various sediments of North Sea. Master's thesis, Department of Ecology and

Environmental Sciences, Faculty of Science, Palacky University in Olomouc, pp. 28.

Abstract

The aim of this work is to compare vertical microorganism distribution in three types of
sediment. To describe if there is any difference between microbial abundance and the
volume of biomass in the depth profile and between various types of sediment.

Furthermore, the analysis of species variety of Eubacteria domain was performed.

Samples of sand, mud and oyster beds where taken from intertidal sediments of Sylt
island which is part of the Wadden Sea. The sampling was done from January to February

2015 and sample analysis from October 2015 to December 2016.

These parameters were screened: i) total microbial abundance in vertical profile and
between habitats, ii) microbial biomass in vertical profile and between habitats, iii)

species variability in Eubacteria domain in vertical profile and between habitats.

All studied sediments showing trends of total microbial abundance and biomass in
vertical profile except sand. The most suitable sediment for microbial growth are oyster

beds which shows best factor combination.

Key words: intertidal sediment, Wadden Sea, oyster’s bed, microbial abundance,

microbial biomass, species richness in Eubacteria domanin, vertical sediment profile
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1. Uvod

IntertidaIni pobfezi Severniho more je dynamicky systém ovlivnény predevsim
slapovymi jevy, tedy gravitacni silou Zemé, Mésice a Slunce. Tyto periodicky zaplavované
piscito-bahnité plochy nazyvdme wattové more (Wattenmeer, Wadden Sea ). Tvori
pobrezi Nizozemska, Némecka, Danska a od Severniho more je vymezuji Friské ostrovy.
Uzemi je nejvétsi zachovany intertidalni systém svéta s ekologickym vyznamem, ktery
presahuje hranice jeho vyskytu. (whc.unesco.org/en/list/1314,11.4.2017)

Celd oblast poskytuje bohaty zdroj Zivin mnoha Zivo¢ichim. Je to vyznamné
Utocisté pro migrujici ptaky a odchovy ryb (waddensea-worldheritage.org/, 10.4. 2017).
Zvirata, ktera se zde krmi, zkonzumuji ohromné mnozstvi potravy ve formé bezobratlych
a meékkysl (Fontana et Catherine 2015). Za touto hojnosti stoji predevsim toky
organickych a anorganickych latek ze souse i z more, které vedou k vysoké produktivité
(Alongi 1998). V téchto procesech premény organické a anorganické hmoty hraji klicovou
roli mikroorganismy, které se podili na kolobéhu latek a procesech remineralizace Zivin
(Decho 2000). Mikroorganismy tak zajistuji pfeménu anorganickych latek na organické a
stoji na pocatku trofického retézce wattovych moti (Mann 1973).

Dle mnoZstvi mikroorganismd na dané lokalité je mozné usuzovat velikost jeji
mikrobidlni produkce. Proto jsme se rozhodli kvantifikovat mikrobidlni abundanci,
biomasu a navic zjistit taxonomickou bohatost mikrobidlniho spoleCenstva ve trech
typech sedimentu a jejich hloubkovych profilech. Studie zabyvajici se touto tematikou
se Casto soustfedi na jeden substrat (Cammen 1991) nebo srovndvaji pouze dva typy
sedimentu (Llobet-Brosa et al. 1998, Lemke 2010). V této praci porovndvame navzajem
charakteristické typy sedimentd watového pobreZi ostrova Sylt. Chceme tak prispét ke

komplexnéjSimu pohledu na roli mikroorganism( v systému wattového more.



2. Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo stanoveni mikrobidlni abundance a
vertikdlni distribuce mikroorganism(. Dale zjistit biomasu mikroorganismi ve
vertikdlnim profilu pro 3 typy substratd. Vyzkum se také vénuje druhové diverzité v

doméné Eubacteria v zavislosti na vertikalnim profilu.



3. Lokalita a metody

3.1. Ostrov Sylt

Némecky ostrov Sylt, je jednim ze Severofriskych ostrovl, nachazejicich se
v Severnim mofi. Pfi vychodnim pobrezi pfechazi do wattového more, které ho oddéluje
od pevniny. Tvofi ¢ast narodniho parku Wattenmeer, ktery je od roku 2009 vyhlasen
biosférickou rezervaci v ramci svétového dédictvi UNESCO, ptaci oblasti dle Natury 2000

a Ramsarskym mokfadem. (www. nationalpark-wattenmeer.de).

3.2. Odbér vzorku

Vzorkovani probihalo v lednu roku 2015 v pribéhu odlivovych period. Vzorky
byly odebrany v zdlivu Konigshaffen u mésta List, nedaleko AWI Wadden Sea Station.
Odebrany byly tfi typy sedimentu, bahnity (M-mud), pisCity (S-sand) a substrat
z ustricovych lavic (U). K odbéru byla pouzita sonda — trubice z plexiskla, umoznujici
odbér sedimentu do hloubky 20 cm. Jadro bylo poté rozdéleno na jednotlivé hloubkové
profily (0-5 cm, 5-10 cm, 10-15 cm, 15-20 cm). Pro kazdy substrat bylo odebrano 6
sond (0—20 cm), 3 sondy byly pouzity na granulometrickou analyzu a stanoveni
organického uhliku, zbyvajici 3 pro stanoveni polysacharid(, mikrobidlni abundance a
biomasy a pro analyzu mikrobidlni diverzity. V pfipadé ustficovych lavic se diky
neprostupnosti substratu nepodafilo odebrat posledni profil (15-20 cm). Vzorky byly

uchovavany pfi-20°C.

3.3. Granulometricky rozbor

Sediment byl proset pfes systém deseti sit s postupné se snizujici velikosti ok.
Jednotlivé frakce sedimentu byly zvazeny. Primérna velikost zrna uréena s pouzitim

sotwaru Gradistat (verze 8.0) (Blott et Pye, 2001).



3.4. Stanoveni susiny

Do pfredem umytych a zvazenych keramickych misek byla pfidana navazka
vlhkého sedimentu (cca 20 g). Suseni probihalo po dobu 24 h v su3arné pfi 105°C. Poté

byly vzorky pfeneseny do exsikatoru a po vychladnuti zvazeny.

3.5. Stanoveni neutralnich sacharidu

Z roztoku D-glukosy byly pfipraveny kalibracni roztoky (koncentrace 0-100
ul/ml). Navazka vzorku sedimentu cinila 0,1 g. Ke viem pfipravenym zkumavkam
(kalibra¢ni roztoky i vzorky) bylo pfidano 1 ml 5 % roztoku fenolu a 5 ml koncentrované
H,SO4, smés ihned protfepdna a ponechana reagovat 30 minut (Dubois 1956). Vzorky
byly méfeny na spektofotometru (Cecil CE 9500, Labimex) pfi adsorbanci 490 nm. Pro

sestrojeni kalibracni kfivky byl pouzit MS Excel a namérené hodnoty prepocitany na

ug/g.

3.6. Stanoveni mikrobialni abundance a biomasy

3.6.1 Hustotni centrifugace a sonikace

Ze vzorkl fixovanych v paraformaldehydu (findlni koncentrace 2%) bylo
odebrano 10 ml do zkumavky o objemu 50ml a pfidano 10 ml fyziologického roztoku
(0,9 % NaCl).  Pro oddéleni bunék od podkladu bylo pouZito 50 pl smési detergentu
(Triton X-100, 0,5 %, v/v; 0.1M tetrasodium pyrophosphate and distilled water).
Nasledovala inkubace po dobu 5 hodin za jemného michani (tfepacka OS- 10, 200 rpm)
a sonikace 3x 30, 15 % power (sonotroda MS73, SonopulsHD 2200, Sonorex, Germany).
Pro hustotni centrifugaci bylo pouZito 5ml média Nycodenz (1.31 g/ml, Axis- Shield, Oslo,
Norway). Vzorky byly centrifugovany po dobu 60 min pfi 6000 rpm (Rotofix 32A, Hettich,
Germany). Vysledny supernatant o objemu 10 ml byl uchovavan pfi 4°C (Amalfitano et

Fazi 2008).



3.6.2 Barveni DAPI

Na membranové filtry bilé 0,2 nm (GTTP, Milipore, France) bylo pipetovdno 200—
1000 pl (dle koncentrace bunék ve vzorku). Supernatant byl filtrovan vakuovou filtraci s
pouzitim podpUrnych filtrd (nitrocelulézové filtry Milipore). Poté byly filtry rozdéleny na
sekce a barveny fluorochromem DAPI findlni koncentrace 65 pl/ml (80 pg/ml, Sigma,
Germany). Inkubace probihala za tmy a v chladu po dobu 10 min (Porter et Feig 1980).

Po obarveni byly filtry promyty v destilované vodé a 80 % ethanolu.

3.6.3 Fluorescen¢ni mikroskopie a vyhodnoceni v programu NIS Elements

Filtry byly pozorovany v epifluorescenénim mikroskopu (hranol pro pozorovani
fluorochromu DAPI pfi excitaci/emisi 358/461 nm — Olympus BX 60, Olympus
corporation Japan) a kamerou (DP 70, Olympus) pfi zvétSeni 1000x. Celkové 400 bunék
bylo snimano na 20 nahodné vybranych poli ve tfech opakovanich. Obrazova analyza
byla provedena v program NISElements (Nikon, Ceska Republika) a vysledky vyjadieny v
g/DW (dry weight). Vyslednd biomasa byla vypoctena z namérenych parametrd pomoci

konverzniho faktoru (Norland 1993).

3.7. Zjisténi druhové diverzity domény Eubacteria ve vertikdlnim profilu

3.7.1. Izolace nukleovych kyselin a polymerazova retézova reakce

Nukleové kyseliny byly izolovany z navazky 0,5 g sedimentu pomoci Power Soil
Isolation kit (MoBio, Carlsbad, USA) dle navodu pouziti. DNA byla poté amplifikovana
metodou PCR za pouziti primerd (Tab 1) specifickych pro doménu Eubacteria. Pro PCR
amplifikaci byl pouzZit TC-XP thermal cycler (Bioer Technology, Hangzhou, China).
Reakcni smés (Tab 2) o objemu 50 ul obsahovala 2 ul DNA. Podminky pro PCR pro
primery 968 F + 1378 R (Tab 3) byly stanoveny na zakladé (Buridankovd upraveno dle

Heuer et al. 1997). Kontrola produktld PCR byla provedena na spektrofotometru



NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientifics) a vzorky byly dale

uchovany pfi-75 °C

Tabulka 1: PouZité primery

Primer Sekvence

968 F* (detekce domény Eubacteria) 5’- AA GCG GAA GAA CCT TAC-3’

(Heuer et al. 1997)

1378 R (detekce domény Eubacteria) 5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG
_3’

(Heuer et al. 1997)

*Primery pouZivané pro denaturacni gradientovou elektroforézu (DGGE) maji na 5'-
konci pripojenou GC kotvu (CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG G)

Tabulka 2: Priprava reak¢ni smési pro PCR

Pro primery (968 F + 1378 R)
H,0 39,5
Pufr 5
F primer 0,5
R primer 0,5
dNTP 1
GCrich 1
Taq - polymerase 0,5
master mix celkem 48
+2 ul DNA
Celkem 50 ul




Tabulka 3: Podminky PCR pro primery 968 F + 1378 R

PCR cyklus pro
primery 968 F + 1378 R

pocet
Krok doba teplota  cykl{
Pocate¢ni denaturace 4 min 95°C 1 cyklus
Denaturace 1 min 95°C
Annealing 1 min 55 °C 35 cykll
Elongace 2 min 72 °C
Zavérectna elongace 20 min 72°C 1 cyklus
Chlazeni nekone¢no 4 °C

3.7.2 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Pro DGGE byl pouzit systém INGENYphorU System (Ingeny, Netherlands). Produkty PCR
byly naneseny na 6% polyakrylamidovy gel ponotfeny v 1 X TAE (40 mM Tris, 20 mM
kyselina octovd, 1 mM EDTA, pH 7,4). Zvolila jsem rozmezi denaturacnich gradient gelu
45- 65 % (Tab 4). Elektroforéza byla spusténd po prvnich 10 min na 110 V, poté na 90 V
po dobu 16 hod pfi 60°C. Gel byl barven pomoci SYBR Green (1:10 000 dilution, Lonza,
Rockland, USA) po dobu 60 min za nepfistupu svétla. Fotografie byla potizena na UV
iluminatoru (Molecular Dynamics) a snimky analyzovany v program Gel2K (University of

Bergen, Norway) dle protokolu Chroridkové et al. (Ustav pddni biologie, BC AV CR, Ceské

Budéjovice)




Tabulka 4: Pfiprava zésobnich roztokd ( 0% a 80%)

6% polyakrylamid

0% 80%
Mocovina - 50,4 g
Formamid - 48 ml
50x TAE, pH 7,8 3 ml 3 ml
40% Acryl/ Bisacrylamid 22,5 ml 22,5 ml
Doplnit dH,0 do 150 ml 150 ml




4. Vysledky

4.1. Granulometrické méreni

Z vysledklli méreni granulometrie vychazi dva typy trend( v souvislosti
s vertikalnim profilem. Median velikosti zrna u substratu M a S vykazuje tendenci
zvétSovat se s klesajici hloubkou. Naopak v pfipadé sedimentu U, s rostouci hloubkou,
median velikosti zrna mirné klesa (Tab 5).

Median pro vSechny vzorky je 0,25 mm. Nejvyssi hodnota medianu velikosti zrna

byla zjiSténa u sedimentu M 0,62 mm. Nizsi hodnoty pak vykazoval sediment S 0,61 mm

evvs

Tabulka 5: Hloubkovy profil medidnu velikosti zrna u rznych typ( sedimentu

Hloubka | Typ sedimentu [mm]
[cm] M S U

0-5 0,478 0,376 0,00108
5-10 0,557 0,430 0,00103
10-15 0,699 0,928 0,00046
15-20 0,750 0,886 -

4.2. Mikrobialni abundance ve vertikdlnim profilu pro rdzné typy
sediment(

Byly zjistény rozdilné trendy mikrobialni abundance ve vertikalnim profilu (Obr.
1). V pfipadé M je to pozvolny pokles abundance s rostouci hloubkou. Naopak u
sedimentu U je tendence k mirnému narUstu. Podobny trend vykazuje S, s vyjimkou
posledniho hloubkového profilu, kde se poéty mikroorganism( snizuji.

V ramci vSech vzorkud se mikrobialni abundance pohybovala v rozmezi 2,33- 24,56
x 10® v 1 g/DW. Nejvy3si primérny pocet bunék obsahoval sediment U s 13,58 x 10° v
1g/DW. Pro M bylo naméfeno 10,97 x 10® v 1g/DW a nejnizéi priimérnd abundance 4,64

x 10% v 1g/DW byla zji§téna u sedimentu S.
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Obrazek 1: Celkova priamérna abundance mikroorganismi ve vertikalnim profilu pro
rdzné typy sedimentu, chybova usecka znaci + SD

4.3. Mikrobidlni biomasa ve vertikalnim profilu pro rGzné typy sedimentu

Hodnoty biomasy se v hloubkovém profilu lisily. Trend pozvolného snizovani
jsem zaznamenala u sedimentu M. Naopak u sedimentu U je znatelné zvySeni biomasy
s rostouci hloubkou. Pro S pak nelze vyvodit Zadny trend, biomasa ma v rdznych
hloubkdch podobné hodnoty.

Pfi srovnani se namérené hodnoty mezi jednotlivymi sedimenty lisi (Obr. 2).
Mikrobialni biomasa kolisala v rozmezi 2,23 x 10°°- 44,16 x 10 > g C v 1g/DW. Nejvy3si
pramérna hodnota byla 39,40 x 10 ° g C v 1g/DW u sedimentu U. Pro sediment M 14,19

x 10 ® g C v 1g/DW a nejnizéi obsah biomasy byl zji§tén u vzorku S 5,11 x 10 ® g C
v 1g/DW.
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Obrazek 2: Mikrobidlni biomasa ve vertikdlnim profilu pro rlizné typy sedimentu,

chybova usecka znaci + SD

4.4. Objem pramérné mikrobialni bunky v hloubkovém profilu pro rdzné
typy sedimentu

V hloubkovém profilu jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi sedimenty (Obr. 3).
U vzorku M a U je trend pozvolného zvétSovani burky s klesajici hloubkou. V pripadé
vzorku S md objem mirnou tendenci s rostouci hloubkou klesat. Hodnoty byly namérené
v rozmezi 0,021- 0,159 um?®. Pfi porovnani sediment( mezi sebou byly nalezeny rozdily.
Nejvétsi pramérny objem buriky byl zméfen u vzorku U 0,138 pm®, v pfipadé M to bylo

0,047 um® a nejmensi objem byl zji$tén u vzorku S 0,038 pm®.
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Obrazek 3: Objem primérné mikrobidlni buriky ve vertikalnim profilu pro rlzné typy

sediment(, chybova usecka znaci £ SD

4.5. Druhova diverzita domény Eubacteria

Z grafu podobnosti (Obr. 4) vyplyvd, Ze ve vSech vzorcich bylo nalezeno 12
fylotypl v ramci domény Eubacteria. Lze také vycist, Ze podobnost je zavisla na hloubce,
nikoli typu sedimentu. Vzorky tvofily dvé hlavni skupiny shluk(, a to U3, M4, S3 a U1,
U2, S1, M1, kde je patrné rozdéleni pravé podle hloubkového profilu. Nejbohatsi byl
sediment S3 a M4, ktery obsahoval vsech 12 fylotypl. Nejchudsi pak vzorek M1, kde
bylo nalezeno 9 fylotypl. Do clusteru podobnosti nebyl zafazen vzorek S2, S4, M3

z divodu nizkého obsahu DNA.
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Obrazek 4: Jaccardiv diagram: Cluster podobnosti druhové diverzity domény Eubacteria

ve vertikalnim profilu riznych typl sedimentu

4.6. Vztahy mezi parametry ve vertikalnim profilu

Ve vztahu mezi velikosti zrna a mikrobialni abundance byla prokazana negativni
korelace u sedimentu M (r= - 0,84822 (Obr. 5)) a pro U (r= - 0,80792 (Obr. 6)), coz

neplatilo pro sediment S, kde vztah prokdzan nebyl (r=- 0,1838 (Obr. 7)).

Celkovda mikrobialni abundance a obsah polysacharid( byly vyznamné pozitivné
korelovany, pro M (r=0,875699 (Obr. 11)) a U (r =0,808307 (Obr. 12)). V ptipadé vzorku
S bez prlikazného vztahu (r= 0,418803 (Obr. 13).

Mezi obsahem polysacharid(i a mikrobidlni biomasou byla zjisténa pozitivni
korelace u M (r= 0,875699 (Obr. 8)) a U (r= 0,808307 (Obr. 9)) s vyjimkou S, kde nebyl
pozorovan signifikantni vztah (r= 0,404081 (Obr. 10)).
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sedimentu Ustficovych lavic (U)
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Obrazek 9: Vztah koncentrace polysacharidd a mikrobidlni biomasy vertikalniho profilu sedimentu
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Obrazek 10: Vztah koncentrace polysacharid(i a mikrobidlni biomasy vertikalniho profilu sedimentu
pisek (S)
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5. Diskuze

Tato prace porovnava tfi typy sedimentl watového more z hlediska celkové
mikrobialni abundance a biomasy. Rozdily byly sledovany v hloubkovém profilu u vzorku
pisku (S), bahna (M) a ustticovych lavic (U). Navic byla provedena analyza druhové
bohatosti v doméné Eubacteria. Vysledky ukazuji, Ze ustficové lavice jsou z hlediska
celkového poctu mikroorganismi a biomasy nejbohat$im typem sedimentu na rozdil od
negativné korelovala s velikosti zrna. Navic zde byla prokdzana pozitivni korelace mezi
koncentraci polysacharidl a celkovou mikrobidlni abundanci. V pfipadé sedimentu S
nebyl zjistén priikazny vztah s ostatnimi parametry. Analyza druhové bohatosti domény
Eubacteria odhalila 12 fylotyp( a zavislost diverzity na hloubkovém profilu, nikoli na typu

sedimentu.

5.1. Mikrobidlni abundance ve vertikalnim profilu

Hodnoty vysledkd se shoduji s obecnou predstavou, Ze povrchové marinni
sedimenty obsahuji velmi podobné ¥ady mikroorganismti o hodnotach 10% v 1 g/DW
(Schmidt 1998). Zmérené rozmezi hodnot celkové mikrobidlni abundance 2,33- 24,56 x
10% v 1 g/DW se fadové shoduje s vysledky 1,17- 99,7 x 10°, které zjistil Dale (1974) v
intertidalnim sedimentu Pepteswick Inlet v Nova Scotia. K podobnym, ale vyssSim
hodnotam také z ostrova Sylt, dospéli Musat et al (2005). Divod vétSiho mnoZstvi
mikroorganism0 muZze byt odbér vzork( v letnich mésicich, kdy je mikrobidlni aktivita
vys$si nez v zimé (Tuomi et al. 1999). Nejvyssi primérna mikrobiadlni abundance byla

zmérena u vzorku U, nizsi pak u M a nejméné pro vzorek S.

Vysvétlenim mUzZe byt postupné zvétSovani velikosti zrna v sedimentu, ve sméru
U, M, S. Kdy je zndmo, Ze ¢im jemnéjsi jsou Castice na dné mélcin, tim vétsi je jejich
schopnost vazat organicky materidl (Reichholf et al., 1990) a poskytovat vétsi
kolonizovatelny povrch pro osidleni mikroorganismy (Meyer et al., 1987). Tvrzeni je
podloZeno silné negativni korelaci mezi velikosti zrna a celkovou mikrobidlni abundanci

(U:r=-0,80792, M: r=- 0,84822).
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Stejnou posloupnost mikrobidlni abundance v obdobnych typech sedimentu,
objevili i Stoeck a Albers (2000) a Dale (1974). Popisuji negativni korelaci mezi celkovou
mikrobidlni abundanci a vzdalenosti od slavkové lavice. Pravdépodobny divod bude
vyssi obsah organickych latek, v blizkosti lavic tvofenych mékkysi. Husta populace ustfic
Ci slavek vyluCuje velké mnozstvi suspendovanych ¢astic a rozpusténého organického
materidlu. Diky sedimentaci téchto organickych latek a pevnosti sedimentu vytvari
Ustficové lavice "hot spots” funkéni biodiversity, coz svéddi o vyssi mikrobialni produkci

(Carleton Ray et McCormic Ray 2014).

Trendy objevené v hloubkovém profilu jsou specifické pro kazdy typ sedimentu.
Pro vzorek U je to zvySovani hodnot s klesajici hloubkou, u vzorku M je tendence opacna
(Koster et Meyer-Reil 2001, Gerbersdorf et al 2008). Hodnoty koresponduji s vysledky
granulometrického méreni. Kde pfi zmensovani velikosti zrna celkové priimérné pocty
mikroorganism( narUstaji a naopak. Pouze u vzorku S nebyl nalezen Zadny trend.
Vysvétleni mUZe poddavat znacnd nehomogenita a porovitost sedimentu, ktery je pak
vice disturbovan pohybem vody. Jinou pfi¢inou mze byt i jeho strukturalni labilnost,

kdy dojde ke znehodnoceni vzorku jiz pfi jeho odbéru (Musat el al 2006).

5.2. Mikrobidlni biomasa ve vertikalnim profilu

Rozmezi hodnot se pohybovalo od 2,23 x 10°- 44,16 x 10 g Cv 1 g/DW. Nejvy3si
primérny obsah biomasy ma vzorek U, poté nasledoval sediment M a nejmensi vyznam
z hlediska obsahu ma S. Zde se hodnoty pohybovaly v niz§im fadu 10°® g C v 1 g/DW,
oproti vzorkdim U a M které se nachdzi v rozmezi ¥adu 10° g C v 1 g/DW. Stejny trend
zaznamenali i Koster a Meyer-Reil (2001), ktefi tvrdi, Ze obsah biomasy graduje od
hrubozrnného sedimentu typu pisek k jemnozrnnym sedimentim jako je bahno (Black
et al. 1995).

V hloubkovém profilu jsem objevila trendy pro sediment M a U. Tyto tendence
vysvétluji predchozi mérené parametry. Dle vysledk( usuzuji, Ze hodnoty mikrobialni
biomasy pfimo souvisi s celkovou mikrobialni abundanci a obsahem polysacharidd.

Dokladaji to nalezené signifikantni vztahy mezi zminénymi parametry. Pozitivni korelace
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mezi obsahem biomasy a mnozZstvi obsazenych polysacharid(i v pfipadé U r= 0,808307
a M r=0,875699 a silna pozitivni korelace celkové mikrobialni abundance a koncentrace
polysacharid( u vSech typl sedimentu U: r= 0,9419, M: r= 0, 8168 ,S: r=0,7733 . Z
vysledkd tedy vychazi, ze ¢im vys$si budou celkové mikrobiadlni pocty a koncentrace
polysacharidd, tim vyssi bude i biomasa mikroorganism( a naopak.

Pozvolné snizovani biomasy smérem do hloubky jsem zaznamenala u sedimentu
M, stejné jako Stoeck a Albers (2000), kteti tento trend pozorovali i u slavkovych lavic.
V mém méreni bylo u vzorku U znatelné zvySeni biomasy s rostouci hloubkou, které
koresponduje s vySe zminénymi hodnotami. V pfipadé pisku neni potvrzen signifikantni

trend ani vztah, s vyjimkou zdvislosti na celkovém mnoZzstvi mikroorganisma.

5.3. Druhova bohatost domény Eubacteria

Analyza druhové diverzity odhalila celkem ve vSech vzorcich 12 fylotypu. K velmi
podobné, ale nizsi hodnoté, 11 fylotyp(, také z ostrova Sylt, dospéli ve své studii i Musat
et al (2006). S tim rozdilem, Ze jejich vzorky neobsahuji sediment z uUstficovych lavic a
byly odebirany v pribéhu jarnich a letnich mésicd. Absence Ustficovych lavic ve vzorcich,
muZe vysvétlovat jeden chybéjici fylotyp. Pfi porovndni s nasimi vysledky, kde probihal
odbér vzorkd v lednu, vyplyvd, Ze mnozstvi fylotyp( zGstava v pribéhu roku pomérné

konstantni a druhova bohatost se tedy zasadné nemeéni.

Mikrobialni diverzita v ramci domény Eubacteria vykazovala trend v zavislosti na
hloubkovém profilu, nikoli na typu sedimentu. Vzorky vytvofily dva shluky, mél¢i (0-5
cm, 5-10 cm) a hlubsi skupinu (10-15cm, 15-20 cm (15 cm u Ustticovych lavic)). Autofi
Llobet- Brosa et al. (1998) popisuji, v ramci sedimentu pisku a bahna, znatelny pokles
eubakterii ve vertikalnim profilu. Tento trend jsem nepotvrdila. Naopak nejbohatsi byly
vzorky M3 a S4, tedy bahno 10-15 cm a pisek 15-20 cm. PFfi srovnani se studii z Camarque
(delta Rhony), kde zkoumali sediment pouze do hloubky 8,75 cm, nevyplyva Zadny
vyznamny trend spojeny s vertikdlnim profilem (Villanueva et al 2004). Z vysledki
usuzuji, Ze vetsi vliv na druhou bohatost maji podminky prostfedi daného hloubkového

profilu nez typ sedimentu. V tomto pfipadé nejsou dostupné studie pro srovnani.
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6. Souhrn

IntertiddIni pobfeZi Severniho more, znamé jako wattové more, je krajina s
ekologickym presahem daleko za hranice svého Uzemi. Tyto periodicky zaplavované
meélciny jsou zaroven vyznamnym evropskym estuariem. Toky latek ze souse a more
skytaji bohaté zdroje Zivin pro mnoho ZivocichU a slouZi jako vyznamné utocisté
migrujicich ptakd a odchovu ryb. V pfeménach organickych a anorganickych latek zde
zaujimaji nezastupitelnou roli mikroorganismy, které zprostfedkovavaji slozité premény

latek a jsou tak pfedstupném v trofické siti.

Tato prace je zamérena na zjisténi celkové mikrobidlni abundance a biomasy ve
vertikalnim profilu rdznych sedimentl wattového more ostrova Sylt. Doplnénim je
analyza bohatosti v doméné Eubacteria. Byly porovnavany vzorky sedimentu pisku,
bahna a Ustficovych lavic. Z vysledk( vyplyva, Ze nejvhodnéjsim typem sedimentu jsou
uUstficové lavice, které poskytuji nejlepsi kombinaci faktor( pro ridst mikroorganismu. Za
vyznamny faktor povaZzuji pfedevsim velikost zrna a obsah polysacharid(, ktery sdm o
sobé svédci o poc¢tu mikroorganismd na daném stanovisti. Jako sediment s nejmensim
vyznamem v ramci této prace povazuji pisek. Zde byly méfené hodnoty vyznamné nizsi
nez u sedimentu bahna a ustficovych lavic. Vysledky analyzy bohatosti v doméné
Eubacteria prokazaly, Ze mnoiZstvi zjiSténych fylotypl neni zavislé na typu sedimentu,
ale hloubkovém profilu. To vypovida, Ze hlavni vliv maji podminky prostfedi v dané

hloubce.

Hlavni rozdil odliSujici tuto praci od podobnych studii je srovnani rliznych typu
sediment( v rdmci jednoho vyzkumu. Ojedinélé je i rozsiteni vzorkovaného profilu az do
hloubky 20 cm. V dostupné literature je jako nejvyznamnéjsi vniman hlavné povrch
sedimentu. V této praci bylo u sedimentu Ustficovych lavic prokazano, ze vyznamné
zastoupeni mikrobidlni abundance, mlze mit i sediment nizsich hloubkovych profilQ.
Pfekvapujicim faktem bylo tedy i to, Ze nejbohatsi vzorky v ramci druhové bohatosti

pochdzely z nizsich hloubkovych profilQ
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Obrazek €. 1: Poloha ostrova Sylt (zdroj: google.cz/maps)

Obrazek €. 2: IntertiddIni mél¢iny ostrova Sylt

(autor: Ralf Roletschek, https://commons.wikimedia.org/ w/ index. php?curid=28817842)
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Obrazek €. 4 a €. 5: Sondy pro vertikalni odbér sedimentu - odbér vzork( na ostrové Sylt

(zdroj: archiv Doc. RNDr. Martin Rulik, PhD.)

27



