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ABSTRAKT

Fosfor |ze z odpadni vody odstrariovat metodou chemického srazeni, ktera je v Ceské republi-
ce obvykle upfednostiiovana, anebo biologicky pomoci polyfosfat-akumulujicich organismd.
Do skupiny téchto organismU patfi i rod bakterif Tetrasphaera. Se znalosti zastoupeni vyznam-
nych polyfosfat-akumulujicich organismd by mohlo byt mozné na cistirnach na nasem Gzemi
nastolit vhodné podminky pro zvysené biologické odstranovani fosforu.

Prace je tedy vénovana zejména sledovani vyskytu bakterii rodu Tetrasphaera na Ctyfech rlz-
nych ¢istirnach odpadnich vod v Ceské republice pomoci metody fluorescenéni in-situ hybri-
dizace za vyuziti péti oligonukleotidovych specifickych sond a nasledné obrazové analyzy. Zis-
kané vysledky jsou dany do kontextu se znalosti podoby technologicke linky pfislusné Cistirny
odpadnich vod. Tyto informace budou v pozdéjsim vyzkumu posouzeny s ohledem na mozné
zapojeni biologického odstranovani fosforu na ceskych Cistirnach.

ABSTRACT

Levels of phosphorus in wastewater can be reduced using chemical precipitation or biologically
by polyphosphate-accumulating organisms. The chemical method is preferred over the biolog-
icalin the Czech Republic. Polyphosphate-accumulating organisms include, besides others, the
bacterial genus Tetrasphaera. With the knowledge of the occurrence of significant polyphos-
phate-accumulating organisms, it could be possible to establish appropriate conditions for en-
hanced biological phosphorus removal.

Thus this study focuses mainly on monitoring the genus Tetrasphaera on four different waste-
water treatment plants in the Czech Republic using fluorescence in situ hybridization with five
specific oligonucleotide probes followed by image analysis. The results are compared with the
forms of technological lines of wastewater treatment plants. The possibility of the application
of enhanced biological phosphorus removal in Czech wastewater treatment plants will be eval-
uated in further research.

z odpadnivody. Tento prvek je jakoZto nutrient zabudovavan do nové
vznikajici biomasy, kterd se pozdéji odstrani jako pfebytecny kal. Susi-

Fosfor je nezbytnou soucasti vzniku i existence vsech Zivych orga-
nismu, fadi se mezi tzv. makrobiogenni prvky. Vysoka koncentrace
sloucenin obsahujicich tento nutrient mize ale vyrazné znesnadnit ¢i
dokonce znemoznit vyuziti vody pro vodarenské tcely nebo zapficinit
eutrofizaci povrchovych vod (Henze et al., 2008).

Splaskové vody jsou jednim ze dvou hlavnich vstupt fosforu do povr-
chovych vod, tim druhym jsou splachy z poli (Muszynski and Mitobedz-
ka, 2015). Snizovani mnozstvi sloucenin tohoto prvku v odpadnich vo-
dach hraje tedy stézejni roli pfi ochrané vodniho Zivotniho prostredi.

Mnozstvi fosforu v odpadni vodeé |ze snizit biologickymi nebo chemic-
kymi metodami.V Ceské republice se vétdinou upfednostriuji postupy
chemické. Témi je nejcastéji mysleno srazeni pridavkem soli (obvykle
sirantl) Zeleza ¢i hliniku. Tyto metody vyzaduji velké mnoZstvi chemi-

kalif, coZ vede k tvorbé chemického kalu, s nimZ se naklada podstatné

Naproti tomu, na vsech ¢istirnach odpadnich vod (COV) s biologic-
kym stupném vzdy dochazi k alespon ¢astecnému odstranéni fosforu

na aktivovaného kalu z konvenénich COV obsahuje pfiblizné 2% fos-
foru (Seviour and Nielsen, 2010).

Procesem zvySeného biologického odstranovani fosforu ze ale ten-
to krok zintenzivnit. Obsah fosforu v susiné aktivovaného kalu maze
potom dosahnout > 10% (Seviour and Nielsen, 2010). Mechanismus
zvySeného biologického odstrariovani fosforu (EBPR z anglického
enhanced biological phosphorus removal) je proces bézné zarazo-
vany do linek COV po celém svété (Henze et al., 2008; Nguyen et al,,
2011). Jedna se totiz o pomérné levny, efektivni a environmentalné
udrzitelny zptsob odstranéni fosforu z odpadnich vod (Nguyen et al.,
2011). VEBPR se vyuziva polyfosfat-akumujicich bakterii (PAO), které
v dusledku pro né nezbytného stfidani anaerobnich a aerobnich kulti-
vacnich podminek ziskavaji oproti jinym skupinam bakterii selektivni
vyhodu (Seviour and Blackall, 1999).

Jednim z hlavnich zastupcl skupiny PAO je i rod bakterii Tetrasphae-
ra. Informace o jejich vyskytu by mohla napovédét o vhodnosti zava-
déni EBPR na rtiznych technologickych linkach COV.
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2 TEORETICKA CAST

Nejobvyklejsimi zastupci skupiny PAO, které hraji klicovou roli pfi bio-
logickém odstrariovani fosforu na COV, jsou Candidatus Accumulibac-
ter phosphatis (dale jako Ca. Accumulibacter), organismy pfibuzné
rodu Tetrasphaera (Actinobacteria) (déle jako Tetrasphaera) a Dechlo-
romonas (Zhao et al., 2022).

Ca. Accumulibacter byl dlouho povazovan za hlavni organismus
v EBPR a zastaval roli modelového organismu s metabolismem typic-
kym pro PAO (Nguyen et al., 2011).

Vyzkumy z poslednich let nicméné poukazuji na vyznamny podil rodu
Tetrasphaera na fungovani systémul zvysené bioakumulace fosforu
(Liu et al., 2019).

Tento rod Gram-pozitivnich organoheterotrofnich organismd byl po-
prvé identifikovan na pocatku 21. stoleti (Liu et al., 2019). Od té doby
se stava ¢im dal vice pfedmétem vyzkumU spojenych s biologickym
odstranovanim fosforu. Podle dosavadnich zjisténi se rod Tetrasphae-
ra déli do ti vétvi (kladd). Izolovano a blize popsano bylo dosud
osm druhd, z nichz byly vSechny na zakladé pozorovani oznaceny
za domnélé PAO. Temito druhy jsou T. japonica, T. elongata, T. austra-
liensis, T. duodecadis, T. jenkinsii, T. vanveenii, T. veronensis a T. remsis
(Singleton et al., 2022; Zhao et al., 2022).

Bakterie rodu Tetrasphaera maji velmi pestrou morfologii. Nejcaste-
ji se vyskytuji jako koky v tetradovych klastrech, jako kratké tycinky,
vetevnaté Utvary, shluky kokU ¢i jako vlakna. Maji ale i dalsi podoby
(Nguyen et al., 2011; Marques et al., 2018; Liu et al., 2019). Pozorované
morfologie uvedené pro vyuzité oligonukleotidové sondy Nguyenem
etal. (2011) a Marquesem et al (2018) jsou uvedené v Tab. 2.1.

Jako metabolicky model rodu Tetrasphaera byl v roce 2013 predsta-
ven metabolismus T elongata, pficemz jako substrat byla vyuzita glu-
koza. Ukazalo se, Ze v anaerobnich podminkach pfijimaji Tetrasphaera
glukdzu a uchovavaji ji v podobé glykogenu. Energie pro tento proces
pochazi z hydrolyzy vnitrobunécného polyfosfatu. Za aerobnich pod-
minek dochazi naopak k rozkladu glykogenu za prijmu fosfatu a jeho
uchovanive formé polyfosfatu. Glykogen tedy zastupuje roli PHA, kte-
ré maji tutéz funkci u jinych PAO (Kristiansen et al., 2013). Pfitomnost
genl zapojenych pro pfijem glukdézy a aminokyselin byla potvrzena
genovou analyzou. Pfijem téchto latek je mimochodem i odlisujicim
prvkem od metabolismu Ca. Accumulibacter (Kristiansen et al., 2013).

Zminény model rozporuji ve své studii Fernando et al. (2019), kteff
za stejnych podminek v Tetrasphaera nedetekovali pomoci Rama-
novy mikrospektroskopie glykogen, zato zaznamenali pfitomnost
intracelularnich volnych aminokyselin. Zpochybnuje jej do jisté miry
i skutecnost, ze bylo navrzeno modelovy organismus T. elongata pre-
klasifikovat mimo rod Tetrasphaera, je tedy otazka, do jaké miry je do-
statecné reprezentativnim druhem (Close et al., 2021).

V roce 2015 byl predstaven dalsi metabolicky model zaloZzeny na gly-
cinu, jakozto jediném zdroji uhliku. Za anaerobnich podminek do-
chazelo udajné k akumulaci vnitrobunécného glycinu a v malych
koncentracich téz glutaminu, serinu a alaninu. Tyto metabolity byly

Vyskyt bakterii Tetrasphaera spp. v aktivovaném kalu 2

poté v aerobnich podminkach zdrojem energie pro pfijem fosforu
(Nguyen et al,, 2015). V téZe studii nebyly identifikovany glykogen ani
PHA (Nguyen et al., 2015).

Obdobné jako v metabolismu Ca. Accumulibacter byliu Tetrasphaera
identifikovan citratovy cyklus a stejny mechanismus syntézy i odbou-
ravani polyfosfatu (Nguyen et al., 2011; Liu et al., 2019).

Jak je z poznatkd vyse patrné, disponuji Tetrasphaera Sirokym spekt-
rem moznosti vyuziti latek jako zdroje uhliku i energie (glukdza, ami-
nokyseliny, atd.). To pro né pfedstavuje zasadni vyhodu oproti jinym
organismum véetné Ca. Accumulibacter a umoznuje jim to preZivat
v dynamickém prostredi, kterym je prostiedi COV (Zhao et al., 2022).
Je to zéroven i dlvodem absence obecného modelu jejich metaboli-
smu (Liu et al., 2019). Srovnani metabolismu Tetrasphaera a Ca. Accu-
mulibacter a metabolismu odstranovani fosforu Tetrasphaera v pri-
tomnosti rliznych substratl je znazornéno na Obr. 2.1 (Zhao et al,,
2022).

V- mnoha vyzkumech se ukazuje, ze Tetrasphaera jsou schopny fer-
mentovat glukdzu a aminokyseliny na tékavé mastné kyseliny (Zhao
et al., 2022). Ziskavaji tim energii, jez mohou vyuzit jako pridavny
¢i alternativni zdroj pro svij rlst i pro hydrolyzu polyfosfatu. Produkty
fermentace pak pravdépodobneé vyuziji napfiklad Ca. Accumulibac-
ter (Marques et al., 2017). K takové formé spoluprace mlize dochézet
ivodpadnich vodach s vétsim podilem priimyslovych odpadnich vod,
které obvykle obsahuji pro Ca. Accumulibacter nedostate¢né mnoz-

stvi tekavych mastnych kyselin.

Odpadni vody obsahuji obvykle 25-35% bilkovin a 15-25% polysa-
charidd, které mohou byt za anaerobnich podminek hydrolyzovany.
Samy Tetrasphaera produkuji exoenzymy, které jsou schopné hydro-
lyzovat Skrob. Vznikajici glukdza a aminokyseliny mohou byt dale zfer-

mentovany Tetrasphaera na jednodussi latky. Tato jejich schopnost je
proto v aktivovaném kalu velmi zasadni (Nielsen et al., 2010).

Diky fermentacnim schopnostem Tetrasphaera dochazi ke stabilizaci

EBPR systému, a to i navzdory tomu, Ze jejich schopnost bioakumula-
ce fosforu se mize v dany moment vyznamné snizit.

Tetrasphaera jsou v EBPR systémech ¢asto dominantnimi PAO napfic¢
rdznymi staty (Singleton et al., 2022), podle Marquese et al. (2017)
a Liu et al. (2019) mohou tvorit az 30 % celkové biomasy téchto systé-
mu. Podil Tetrasphaera na biologickém odstranovani fosforu ale nelze
vyvozovat pouze z informace o ¢etnosti téchto organism na COV (Liu
et al., 2019). Specificky u Tetrasphaera je také nutné brat v potaz jejich
nepfimou Ucast na bioakumulaci fosforu poskytovanim vhodného
substratu pro dalsi PAO fermentaci makromolekul (Zhao et al., 2022).

Ukazuje se, ze Tetrasphaera by mohly mit potencial uchovavat stej-
né mnozstvi fosfatu na objem bunky jako Ca. Accumulibacter, ne-li
vétsi (Fernando et al., 2019; Liu et al., 2019). Close et al. (2021) nicmé-
ne pozorovali, Ze obohacend kultura (95 % Tetrasphaera sestavajici
zejména ze zastupcl kladu 2) nedosahuje Uplného odstranéni fos-
foru bez ohledu na substrat. Naopak v kulture se 70 % Tetrasphaera

a22 % Ca. Accumulibacter, kde z rodu Tetrasphaera prevazovaly klady

Tabulka 2.1: Prehled nejcastéji pozorovanych morfologii cilovych zastupcti rodu Tetrasphaera (Nguyen et al., 2011; Marques et al., 2018)

nazev sondy klad morfologie dle Nguyena et al. (2011) morfologie dle Marquese et al. (2018)
Tet1-266 1 klastry tetrad, vétevnaté struktury tenkéd vlakna, vétevnaté struktury, koky v tetrédach
Tet2-892 2 klastry tetrad, vétevnaté struktury, vlakna vlakna, tetrady, tycinky, vétevnaté struktury
Tet2-174 2 klastry tetrad, tenka vlakna vétevnaté struktury, vldkna
Tet3-654 3 klastry tetrad N/A

Tet3-19 3 klastry tetrad, vétevnaté struktury, kratké tycinky ve shlucich vétevnaté struktury, vldkna
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Obrazek 2.1: Schéma metabolismu odstraniovani fosforu Ca. Accumulibacter a Tetrasphaera s vyuzitim rlznych substratd (Zhao et al., 2022) (upr.)

1 a 3, zodpovidaly Tetrasphaera za pfiblizné 80 % odstranéni fosforu
(Marques et al.,, 2017). Evidentné tedy zalezi i na zastoupeni v rémci
jednotlivych kladu.

Na realnych COV se rody skupiny PAQ nevyskytuji separatné, ale vzdy
dva, tfi koexistuji a kooperuji spolu. Systém je pak vyrazné stabilnéjsi,
Ucinnéjsi a méné zavisly napfiklad na koncentraci nizkomolekular-
nich mastnych kyselin na pritoku odpadnivody. Pfi optimalizaci EBPR

procesu je tedy tfeba dbat mimo jiné i na mikrobialni zastoupeni PAO
v kalu, jejich fyziologii a metabolismus (Zhao et al., 2022).

3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na stanoventi relativniho mnoZstvi
Tetrasphaera metodou fluorescencni in-situ hybridizace s naslednou
obrazovou analyzou v softwaru DAIME (Daims et al., 2006) ve vzorcich
aktivovaného kalu ze 4 COV v Ceské republice, které se lisily uspora-
danim technologické linky. VSechny Ctyfi preparaty byly pfipraveny
v duplikatu a hybridizovany s péti specifickymi oligonukleotidovymi
sondami. Obrazové analyze bylo podrobeno vZzdy 20 nahodnych ma-
nualné pofizenych a nasledné upravenych fotografii kazdého vzorku
jednotlivé po hybridizaci s kazdou sondou. Celkem bylo tedy pro tuto
praci vyhodnoceno 400 fotografii vzorkd.

Cely postup fixace, hybridizace a kontrastovani vychazel s drobnymi
Upravami z postupu publikovaného Nielsenem et al. (2009).

3.1 Pouzité vzorky

V experimentalni casti této prace byly analyzovany 4 vzorky pochazeji-
ci z COV s rozlicnou podobou technologickych linek COV.

Vzorek 1 - Systém R-An-D-N

Razeni zon anaerobni, anoxické a oxické je typickym pro EBPR systé-
my, které jsou zavedeny pro biologické odstranovani fosforu a dusiku.
Zaroven je zde zafazena i regeneracni zéna.

Vzorek 2 - Systém R-D-N

V systémech s predfazenou denitrifikaci a regeneraci vratného kalu
dochézi k biologickému odstranovani dusiku. Regeneracni stupen
zvysuje celkovou Ucinnost odstranéni dusikatych latek (Bindzar et al.,
2009). Na této COV bylo rovnéz zafazeno chemické srazeni fosforu.
Vzorek 3 - Systém D-N

Aktivacni systémy s predfazenou denitrifikaci slouZi k biologickému
odstrafiovani sloucenin dusiku. V analyzovaném pfipadé bylo navic
vyuzito chemického srazeni fosforu.

Vzorek 4 - Systém s odstrariovanim organickych sloucenin

Jedné se o nejjednodussi podobu mechanicko-biologickych COV. Ak-
tivacni nadrz neni clenéna na dilci ¢asti a je provzdusiovana.
VSechny vzorky byly odebrany z provzdusnované, a tedy dobfe pro-
michavané, ¢asti aktivacninadrze, ¢imz bylo zajisténo reprezentativni
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zastoupeni veskeré populace, a zaroven pod hladinou, ¢imz se pre-
deslo kontaminaci vzorku pfipadnym materiadlem plovoucim na hla-
diné. Fixace ziskaného materidlu probéhla do 24 hodin po odbéru
a do analyzy byl vzorek skladovan pfi -20 °C.

3.2 Fixace vzorku

Do 2ml zkumavky bylo odpipetovano 0,5 ml vzorku aktivovaného
kalu. Nasledné bylo pridano 1,5 ml rozmrazeného roztoku paraform-
aldehydu (4%). Smés byla zlehka promichana a po dobu tfi hodin po-
nechana inkubovat pfi 4 °C. Poté byla po dobu osmi minut pfi 3500 g
centrifugovana. Byl odstranén supernatant a kalova peleta byla resus-
pendovanav 1 mlsmési ethanol/fosfatovy pufr (EtOH/PBS) (1:1), toto
promyti probéhlo jesté jednou. Promytéa kalova peleta byla resuspen-
dovénav 1 mlsmési EtOH/PBS (1:1) a nasledné skladovana pfi-20 °C.

3.3 Dehydratace a nasledna hybridizace vzorkd

PfibliZzné 8 pl vzorku bylo pipetovéano na suché odmasténé podloz-
ni sklicko s epoxidovou vrstvou a ponechdno zaschnout. Nasledné
byl vzorek dehydratovan v roztocich ethanolu v rostouci koncentraci
50 %, 80 % a 96 % vzdy po dobu tfi minut a opét ponechan zaschnout.

Vzorek byl poté hybridizovan s vyuzitim genovych sond Tetl-266,
Tet2-892, Tet2-174, Tet3-654 a Tet3-19 oznacenych barvivem Cy3
(Tab. 3.1). Tyto sondy byly vyzdvizeny Nguyenem et al. (2011), ktefi
z celkem 10 sond pozorovali prave u téchto nejvyssi podil zastoupenti
Tetrasphaera. Zaroven jsou vyuzivany i v dalSich studiich, coz umoz-
nuje nasledné porovnavanivysledk( (Marques et al., 2017; Marques et
al., 2018; Close et al., 2021).

Hybridizacni pufr byl pripraven z 360 pl NaCl (5 mol-[), 40 pl Tris-HCl
(1 mol-l), 2 ul dodecylsiranu sodného (10%) a formamidu (FA) a ste-
rilnf destilované vody (dH,0) dle Tab. 3.1.

Na vzorek bylo pipetovéno 8 pl hybridizacniho pufru a 1 pl zvolené
oligonukleotidové sondy. Hybridizace probihala ve vihéené komUrce
(50ml centrifugacni zkumavce se savym papirem napusténym zbyt-
kem hybridiza¢niho pufru) pfi 46 °C po dobu dvou hodin.

Po skonceni hybridizace byl vzorek 15 minut pfi 48 °C promyvan v pro-
myvacim pufru. Ten byl pfipraven z 1000 pl Tris-HCl (1 mol-[%), 500 pl
EDTA (0,5 mol[Y) (pouze pokud byla koncentrace FA = 20 %), NaCl (5
mol:[*Y) dle Tab. 3.1, 50 ul dodecylsiranu sodného (10%) a doplnén
sterilni destilovanou vodou na 50 ml.

Po promyti byl vzorek oplachnut a ochlazen v ledové destilované
vodé a ponechan na vzduchu uschnout.

3.4 Kontrastovani vzorku

Pro vizualizaci celkové biomasy v preparatu bylo provedeno kontras-
tovani. Do jamky se vzorkem bylo naneseno mnozstvi roztoku DAPI
(1 pl'ml™) dostatecné pro pokryti celého vzorku a nasledovalo 15 mi-
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nut inkubace pfi 4 °C. Poté byl vzorek oplachnut a promyt ledovou
destilovanou vodou. Vzorek byl po zaschnuti skladovan pfi —-20 °C.

3.5 Mikroskopicka analyza a vyhodnoceni

Analyza vzorkt probihala na epifluorescencnim mikroskopu za vyu-
Ziti fluorescencnich filtr( pro vinové délky fluorochrom( Cy3 a DAPI.
Pozorovani probihalo pfi celkovém zvétseni 400x. Z pozorovani kaz-
dého vzorku bylo ndhodné pofizeno 20 fotografii. Tyto byly nasledné
vyhodnoceny pomoci softwaru DAIME (Daims et al., 2006), kde byl
zjistén pomeér plochy pozorovanych organismt a celkové plochy bio-
masy. Aby nedoslo k falesnému nadhodnocenti, byly dale vyuzity jen
ty vysledky, kde byl prekryv ploch pozorovanych organismu a celkové
biomasy alespor 95 %.

4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci této prace byly analyzovany vzorky ze 4 COV v Ceské
republice, které se lisily podobou technologické linky. Ve vzorcich byla
hodnocena pfitomnost organism0 hybridizujicich postupné se vsemi
péti sondami.

Vysledky procentualniho zastoupeni danych organismd byly vyneseny
do grafu na Obr. 4.1.

Ukazuje se, ze prestoze vzorky 2-4 pochazeji z COV, jez neaplikuji
zvysené biologické odstrafiovani fosforu, vyskytuji se na nich
pozorované organismy v souctu v rozpéti 6,5-12,8 % celkové biomasy.
Ve vzorku 1 (se zafazenym EBPR) bylo zjisténo 19,3% zastoupeni
Tetrasphaera. Dale je patrné, Ze s mnoZstvim zafazenych stupnl
na technologické lince COV zastoupeni rodu Tetrasphaera roste.
Nejvyssi zastoupeni vykazovaly bez ohledu na podobu technologické
linky organismy hybridizujici se sondami Tet1-266 a Tet2-892. Naopak

25,0 mTET3-654
BTET3-19
200 m TET2-892
nTET2-174
15,0
TET1-266

Zastoupeni vzhledem k celkové biomase
(%]
-
o
o

Oznadeni vzorku

Obrazek 4.1: Vysledné zastoupeni rodu Tetrasphaera ve vzorcich ctyr
Cistiren odpadnich vod lisicich se podobou technologické linky

Tabulka 3.1: Prehled vyuzivanych oligonukleotidovych sond pro detekci Tetrasphaera (Nguyen et al., 2011)

nazev sondy % FA FA [pl] dH,0 [pl] NaClv PP* [pl] cilova skupina sekvence (5'-3")
Tetl-266 25 500 1100 1490 Clone ASM31 CCCGTCGTCGCCTGTAGC
Tet2-892 5 100 1500 6300 Clone ASM47 TAGTTAGCCTTGCGGCCG
Tet2-174 20 400 1200 2150 TTVé ergrf'ennss”ls Ta "éfthﬂa lfier;fc‘;’la GCTCCGTCTCGTATCCGG
Tet3-654 35 700 900 700 nekultivovatelné Tetrasphaera GGTCTCCCCTACCATACT

Tet3-19 0 0 1600 9000 Clone ASM57 CAGCGTTCGTCCTACACA

*PP - promyvaci pufr
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V ramci kladd dominovaly organismy z kladu 2, nejméné bylo pfitom-
no zastupct z kladu 3. Rozlozeni zastupct Tetrasphaera u vzorku 1-3
bylo pfiblizné srovnatelné, vzorek 4 se mirné vymykal mensim zastou-
penim organismU hybridizujicich se sondou Tet1-266.

Celosvétové se zastoupeni Tetrasphaera v EBPR systémech pohybu-
je obvykle mezi 15 a 30 % biomasy (Marques et al., 2017; Liu et al,,
2019). Zastoupeni ve vzorku 1 tedy i v tomto ohledu odpovida typic-
kému EBPR systému. Ve vzorcich z COV s odstrariovanim dusiku bylo
po FISH se sondou Tetmix (zahrnujici Tet1-266, Tet2-174, Tet2-892
a Tet3-654) pozorovano 16-28 % (Liu et al., 2019). Ani jeden z tfi vzork{
zde analyzovanych nedosahl spodni hranice tohoto intervalu vyskytu
Tetrasphaera (Tab. 4.1). Jak je ale zminéno niZe, zaleZi i na kontrastni
[atce a konkrétni metodé pouzité pro kvantifikaci, jez v tomto review
¢lanku nebyly blize specifikovany.

Nguyen et al. (2011) analyzovali podobnym postupem vyuzitym
i v této praci, tedy podle Nielsena et al. (2009) za vyuziti stejnych sond
vzorky z péti danskych COV s EBPR a pozorovali srovnatelny vyskyt
Tetrasphaera se vzorkem 1 v této praci (19,3 %), a to mezi 15,92 27,2 %
vSech pfitomnych bakterii. Ve zminéné studii byl na rozdil od této pra-
ce ale vyskyt Tetrasphaera porovnéavan s celkovym vyskytem bakterif
znacenym sondou EUBmix, nikoli pomoci DAPI, které oznacuje veske-
rou biomasu. To miZze srovnani vysledkd zkreslovat, po barveni DAPI
bude pravdépodobné vykazovan nizsi vyskyt nez po barveni EUBmi-
xem, co7 je skutecnost, na niz je treba brat zretel.

I dalsi studie, napfiklad autord Dueholm et al. (2022), uvadi zastoupeni
Tetrasphaera na rtiznych typech COV z celého svéta. Pro systémy s pou-
hym odstranénim C je zde uvadéno 1% zastoupeni Tetrasphaera, pro
systémy s odstrariovanim dusiku a predenitrifikaci 2,5 % a pro systémy
s odstranovanim dusiku a fosforu pak 5,8 %. Tyto vysledky byly ovsem
ziskané sekvenaci a naslednou kvantifikaci, proto je nelze pfimo po-
rovnavat s vysledky jinych metod, jako je v této praci pouZita obrazova

Tabulka 4.1: Relativni podil zastupct rodu Tetrasphaera v celkové biomase

Vyskyt bakterii Tetrasphaera spp. v aktivovaném kalu 5

analyza po fluorescencniin-situ hybridizaci, kdy je vyhodnocovan podil
plochy organism0 ku plose celkové biomasy. Porovnani komplikuje téZ
nedostatecné mnozstviinformaci o jednotlivych systémech, ze kterych
byly odebrany a analyzovany vzorky, napr. informace o pripadném sra-
Zeni fosforu ¢i zafazenim regeneracniho stupné linky COV.

Obecné je nicméné nutné podotknout, Ze vlastni povaha zvolené
metody sebou nese pomérné vysokou chybu, je tedy vhodnéjsi vy-
sledky vyhodnocovat spise z hlediska trendu nez konkrétnich hod-
not. Pozorovany trend do urcité miry kopiroval ocekavani, tedy ze
nejvetsi zastoupeni bude mit rod Tetrasphaera v EBPR systému a nej-
mensi v systému s pouhym odstrafiovanim C. Prekvapivé vyznamné
zastoupeni mély pozorované organismy ve vzorku ze systému D-N,
tedy bez EBPR. Toto pozorovani nicméné opét podporuje stanovisko
prezentované Marquesem et al. (2017), Ze samotné zastoupeni téchto
organismu neni nutné vypovidajici o schopnosti kultury odstrafiovat
fosfor v pozadované mire.

Pozorované bylo Siroké spektrum morfologickych typd, ty se viak daly
v naprosté vétsine pfipadl zaradit do nékteré z nasleduijicich skupin:
tetrady, vlakna, vétevnaté struktury, koky ¢i tycinky a shluky kokd
¢i tycinek. Toto pozorovani, jehoZ vysledky jsou uvedené v Tab. 4.2,
bylo v nékterych pripadech v souladu s informacemi uvadénymi Ngu-
yenem et al. (2011) a Marquesem et al. (2018), uvedenymi v Tab. 2.1,
v nékterych spektrum zminéné v téchto studiich rozsifilo.

Klastry tetrad, které Nguyen et al. (2011) prezentuji jako typickou
morfologii pro vSechny sondy, nebyly viibec pozorovany ve vzorku
4 a ve vzorcich 2 a 3 se vyskytovaly jen v nizkém zastoupeni. Pouze
ve vzorku 1 byly klastry tetrad pozorovany po hybridizaci se vSemi
pouzivanymi sondami. To muze indikovat, Ze tetradové klastry jsou
typem morfologie zodpovédnym za EBPR. Tato morfologie byla nej-
castéji pozorovana po pouZziti sond Tet1-266, Tet2-174 a Tet3-654, coZ
odpovida spise dajim Marquese et al. (2018).

Tet1-266 [%] Tet2-174 [%] Tet2-892 [%] Tet3-19 [%] Tet3-654 [%] celkem [%)]
vzorek 1 5,2 3,6 73 0,8 2,3 19,3
vzorek 2 55 0,9 51 0,1 11 12,8
vzorek 3 5,0 0,9 3,9 0,2 2,1 12,1
vzorek 4 0,9 0,2 42 0,9 03 6,5
Tabulka 4.2: Vysledky pozorovani morfologie zastupcli rodu Tetrasphaera hybridizujicimi s péti uvedenymi sondami
morfologie tetrady vétevnaté vlakna koky/tycinky shluky koku/tycinek
o8 B SR R e B O B R BRSO BEU BVE Bhe R RO A e e R
cov sl slslslsl&slslslslslslslslslslslslsls]s
5 5 5 5 5 s 5 5 5 5 s 5 s 5 s 5 5 5 5 s
Tet1-266 + | 4= + R I I S e B B e B +
Tet2-174 + + = | | |+ | +- + +
Tet2-892 ++ + |+ + + + + + + + + +
Tet3-19 + + |+ |+ |+ + + + + +
Tet3-654 ++ +- + + + I + +

Pozn.: ,++“ znaci vyrazny vyskyt cilovych organismu oproti jinym typtim v daném vzorku, konkrétné u tetrad je timto znakem znacen i vyrazny vyskyt oproti jinym vzorkim;

L+ znadi typ bézny a nijak neobvykly;

,+-“znaci typ pozorovany obvykle ojedinéle v daném vzorku (méné nez v 5 snimcich sady);

prazdné pole znadi, Ze se dany typ morfologie v daném vzorku nevyskytoval viibec
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Vétevnaté struktury byly pozorovany ve vsech vzorcich po hybridizaci
se vsemi sondami mimo vzorky 1 a 4 se sondou Tet2-892. Vlakna se
prakticky nevyskytovala ve vzorku 4, ale ve vzorku 1 byla spolu s klast-

ry tetrdd prevazujici morfologii. Toto je opét vice v souladu s pozoro-
vanim Marquese et al. (2018), neZz Nguyena et al. (2011).

Po hybridizaci se sondou Tet3-19 byly pozorovany i dalsi morfologie
jako napf. vétevnaté struktury (Obr. 4.2 (f)) nebo koky, pfestoze Nguy-
enem et al. (2011) jsou zminovany pouze tetradové klastry.

Obecné tedy pozorovani morfologickych typt odpovidaji spise uda-
jim uvadénym Marquesem et al. (2018), prestoze v jejich studii se
jednalo o vzorky kultivované v laboratofi. OdliSnost pozorovani od in-
formaci uvadénych Nguyenem et al. (2011), ktefi analyzovali realné
vzorky z danskych COV, mize byt zplisobena rozdilnymi podminkami
v systémech COV (ve studii pouze EBPR systémy) i v regionech, kde se
COV nachézi, tedy v Dansku a v Ceské republice. Obecné je znamo,
Ze, protoze je prostredi aktivovaného kalu velmi komplexni a jedi-
necné, zavisi na substratu (sloZeni odpadnf vody) a technologickych
parametrech systému, mohou nekteré organismy vykazovat rozlicné
odlisnosti nejen v morfologii, ale i ve fyziologii ¢i genetické informa-
ci, ve srovnani s laboratorné péstovanymi Cistymi kulturami. Rozdily
mohou byt také disledkem postupného vyvoje a adaptace mikroor-
ganismdu.

Tyto zavéry také podporuji tvrzeni, Ze se zdaleka nejedna o zcela pro-
badanou oblast problematiky biologického ¢isténi odpadnich vod.

Nékteré priklady pozorované morfologie jsou vyobrazeny na Obr. 4.2.
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5 ZAVER
Bakterie rodu Tetrasphaera tvorily na COV se zavedenym zvysenym
biologickym odstrafovanim fosforu 19,3% biomasy, coz bylo v sou-
ladu s literarnimi zdroji. Pozorovany byly rovnéz na COV, kde zvyse-
né biologické odstranovani fosforu aplikovano neni, tam jejich podil
dosahoval 6,5-12,8 % biomasy, coz byly hodnoty niz$i nez uvadéné
v literature.

Nejvice zastoupené byly bakterie hybridizujici se sondami Tet1-266
a Tet2-892, dohromady tvofi 65-83% pfitomnych Tetrasphaera, na-
opak nejmeéne se vyskytujici byli zastupci hybridizujici se sondou
Tet3-19 (1,1-13,7% pfitomnych Tetrasphaera). Byla téZ vyvozena jista
zavislost zastoupeni bakterii rodu Tetrasphaera v aktivovaném kalu
na poctu stupntl technologické linky COV. S rostoucim poc¢tem prvkd

rostl i podil Tetrasphaera ve vzorku.

Pozorovani zastupci se vyskytovali v riiznych morfologiich, z nichz né-
které nebyly v literatufe pro danou sondu uvedeny. Typické tetradové
klastry se po hybridizaci se vSemi sondami vyskytovaly pouze ve vzor-
ku 1, tedy se zavedenym biologickym odstrafiovanim fosforu.

Ovéreni téchto zavérd bude predmétem dalsiho studia, kde bude roz-
Siten pocet vzorkd v rémci danych usporadani technologickych linek
cov.

6 PODEKOVANI

Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického vysokoskolského
vyzkumu - projekt €. A1_FTOP_2022_003

(a)

(c)

Obrazek 4.2: Priklady pozorovanych morfologii zastupcti rodu Tetrasphaera. (a) shluk tetradovych klastr(, vzorek 1, sonda Tet2-892; (b) vlaknité
struktury, koky, vzorek 2, sonda Tet2-892; (c) koky, vzorek 4, sonda Tet2-892; (d) vlaknité struktury, vzorek 1, sonda Tet2-174; (e) vétevnaté
metlickové struktury, vzorek 3, sonda Tet1-266; (f) vétevnaté struktury, vzorek 4, sonda Tet3-19. Pozorovani cerveného fluorochromu filtrem Cy3,

modré kontrastovani pomoci DAPI; zvétSeni 400x
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