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1. UVOD

vvvvvv

Znacna ¢ast metanu muze byt oxidovana metanotrofnimi bakteriemi, a tudiz mize dochdzet

ke sniZeni emise metanu.

Metanotrofni bakterie patii mezi gram-negativni Proteobacteria obsahujici vnitini
membranové systémy, které umoznuji oxidaci metanu. Tyto bakterie muzeme rozd¢lit na
dv¢ hlavni skupiny, a to typ I, ktery se fadi do tfidy Gammaproteobacteria, a typ II, ktery se

fadi to tfidy Alfaproteobacteria. Metanotrofni bakterie jsou v pfirod¢ velice rozsifené, 1ze je

najit jak ve vodg¢, tak v pade.

Jednim z hlavnich zdroji metanu je raSeliniSté. Je to ekosystém, ktery je trvale
zaplaven vodou, a je domovem pro mnoho zivo€ichl a rostlin. Metanotrofni bakterie se
v raseliniSti vyskytuji zejména na hranici dvou zén. Zoény S dostatkem kysliku a méné
metanu a zony s nedostatkem kysliku a vice metanu. Avsak na vyskytu téchto bakterii

Vv raselini$ti miize mit vliv napf. typ raSelinisté, chemické slozeni pidy nebo hloubka pudy.

Cil prace:
e Provést resersi o metanotrofnich bakteriich
e Kvantifikovat metanotrofni bakterie
o V riznych typech raselinist
oV riznych hloubkéch raselinist

e Zjistit vliv odvodnéni a revitalizace v riznych typech raselinist’



2. CYKLUS UHLIKU

24

predstavuje ptiblizné 40 — 50 % suSiny tkani zivych organismi. Nejvice uhliku je na Zemi
ulozeno ve form¢ fosilnich paliv, jako je ropa, uhli, pfirodni plyn nebo raselina. Zbyvajici
Cast piipada na zivé nebo odumielé organismy, atmosféricky oxid uhli¢ity (CO2) nebo
rozpustény oxid uhli¢ity ve form¢ napf. normalnich a kyselych uhli¢itand (Klaban, 1999).
Globalni cyklus uhliku fidi dva zakladni procesy, a to fotosyntéza a dychani. Suchozemské
rostliny pouzivaji jako zdroj uhliku pro fotosyntézu atmosféricky oxid uhli¢ity, zatimco

vodni rostliny rozpusténé uhli¢itany (Townsend et al., 2010).

Biologicky fixovany uhlik je degradovan saprotrofnimi mikroorganismy az na dvé
hlavni plynné formy uhliku, a to metan (CH4) a oxid uhli¢ity (Madigan et al., 2012). VétSina
pudniho uhliku je pfitomna v odumiclém organickém materialu. CO: je z atmosféry fixovan
predevsim fotosyntézou rostlin a moiskych mikroorganismi a vraci se zpét dychanim zvirat
(Obr. 1) a chemoorganotrofnimi mikroorganismy (Madigan et al., 2012). Metan je
v anoxickém prostiedi produkovén redukci oxidu uhli¢itého s vodikem a z nekterych
organickych sloucenin jako je acetat. V tomto prostfedi je metan nerozpustny a proudi
k oxickému prostiedi, kde je oxidovan na CO2 metanotrofnimi mikroorganismy (Madigan et

al., 2012).

Vymeéna uhliku mezi atmosférou a vodnim prostredi probiha diftzi ptes vodni hladinu,
a to vzdy ve sméru rozdilu relativnich koncentraci CO2. Uhlik do tohoto prosttedi vstupuje i
jako hydrogenuhlicitan, ktery se tvofi pfi zvétravani hornin bohatych na vépnik, jako jsou

vapence a kiida (Rajchard et al., 2002).
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Obr. 1: Schéma cyklu uhliku

(http://www.windows2universe.org/earth/Water/co2_cycle.html).

Lidska ¢innost vyznamné pfispiva ke vstupu Zivin (hlavné snadno dostupnych zdrojt
dusiku a fosforu) do ekosystémt a naruSuje mistni i globalni biogeochemické cykly
(Townsend et al., 2010). V poslednich 50 letech se zvysila hladina CO> v atmosféte o téméf
20% ptedevsim spalovanim fosilnich paliv. Tento narist CO2, hlavniho sklenikového plynu,

mize vést ke zvySovani teploty a ke globalnim zménam klimatu (Madigan et al., 2012).



3. METAN

Metan je chemicky pomérné stabilni molekula, ale specificka skupina bakterii, tzv.
metanotrofni, ho mohou snadno oxidovat (Madigan et al., 2012). Asi 25% metanu je
spojovano s téZbou a spalovanim fosilnich paliv a biomasy. 69% je vysledkem mikrobiélnich
procestt a dalSich 6% je zplsobeno chemickou vyrobou metanu z rostlinného materialu.

Vétsina atmosférického metanu pochdzi tedy z mikrobidlniho metabolismu (Conrad, 2009).

Metan se vyskytuje ve velkém mnozstvi v piirod€, je produkovan v prostfedi bez
kysliku metanogennimi Archaea a je to jeden z hlavnich plyni uvoliujici se z mocalu,
raSeliniSt, jezer a intestindlniho traktu savci. Velka loziska metanu se nachéazeji na dné moii

ve form¢ hydrati metanu (Madigan et al., 2012).

RaseliniSté jsou typickym zdrojem metanu. Cyklus metanu v raseliniStich zahrnuje
fadu biochemickych procesti, které se ftidi podle riznych chemickych, fyzickych a
biologickych faktord (Lai, 2009). Ekosystém raselinis$t’ je unikatni v tom, Ze vrstva raseliny
je vice jak 30 cm hluboka. Nejvyssi metanotrofni aktivita v raseliniStich je obvykle v zonach
nachazejicich se na hranici mezi aerobni a anaerobni zonou, kde pomér substratu (tedy CHa)
a kysliku je optimalni. Ve vétSich hloubkach metanotrofni bakterie trpi nedostatkem kysliku
k zahajeni oxidacni reakce, zatimco v mél¢ich hloubkach je k dispozici méné metanu pro
metanotrofni bakterie. Metanotrofni mikroorganismy mohou oxidovat zna¢nou ¢ast metanu,
ktery K nim proudi z anoxickych zon, a tudiz vyrazné omezit mnozstvi metanu uvolnéného
do atmosféry (Lai, 2009). Tok metanu je fizen n¢kolika vzajemné se ovliviiujicimi faktory,
mezi néZ patii 1 poloha hladiny podzemni vody, kterd urcuje zony anaerobni a aerobni
oxidace. Odvodnéni pudy je zavazna véc pro cely ekosystém raselinist, vedouci ke zméné ve
vegetaci, rychlosti rozkladu organické hmoty, ale také ke snizeni emisi metanu kvili zméné
v kvalit¢ a kvantit¢ organického substratu pro metanogenni Archaea a zvySené oxidaci
metanu metanotrofnimi bakteriemi. Produkce metanu je po odvodnéni pidy snizena, nebot’
s hloubkou raseliny klesa kvalita uhliku. Na druhou stranu pii zaplaveni raSelini$t’ je emise

metanu zvySend (Urbanova, 2013).

Vétsina metanu, produkovaného ve vodnich sedimentech, oxiduje na povrchu
sedimentu nebo ve vodnim sloupci aerobnimi metanotrofnimi bakteriemi a malé mnozstvi
metanu unika do atmosféry. Metan muze byt dilezitym zdrojem energie pro metanotrofni

bakterioplankton a potravni fetézec. Studie z poslednich deseti let ukazuji, Ze mnoho



metanotrofnich organismi slouzi jako dulezity zdroj potravy pro zooplankton a larvy hmyzu

(Conrad, 2009).



4. METYLOTROFNi A METANOTROFNI BAKTERIE

4.1. Obecna charakteristika metylotrofnich a metanotrofnich bakterii

Metanotrofni bakterie jsou skupinou gram-negativnich mikroorganismi, které maji
schopnost vyuzivat metan jako jediny zdroj uhliku a energie. Podskupinou metanotrofii jsou
metylotrofni bakterie, které jsou vyznamné rustem na metanolu a dalSich metylovanych

slouceninach, ale ne na metanu (Lidstrom, 2006).

Podobné¢ jako metanotrofni bakterie, jsou metylotrofni bakterie hojné rozsitené a lze je

najit jak v suchozemském, tak i vodnim prostiedi (King, 1992).

Velké mnozstvi znamych kment metylotrofnich bakterii jsou obligdtné¢ metylotrofni
druhy, které nejsou schopné rast na slouc¢eninach s C-C vazbou. Avsak, zejména skupina
bakterii rostoucich na metanolu a fakultativné metylotrofni organismy mohou rist na vice-

uhlikatych slouc¢eninach jako je cholin nebo pesticid karbofuran (Hanson and Hanson, 1996).

Metanotrofni bakterie jsou charakteristické piitomnosti specifického vnitiniho
membranového systému (Hanson and Hanson, 1996). Membrany u metanotrofnich bakterii
typu I jsou usporadany jako svazky diskové tvarovanych vackli umisténych po celé bunce
(Obr. 2). Na druhou stranu zastupci typu II maji membranu podél periferie bunky. Kli¢ovy
enzym pro metanotrofy, metan monooxygenaza, se nachazi pravé Vv téchto membranach
(Medigan et al., 2012). Obsahuji také metan oxidujici organelu, coz je cytoplasmaticky
prostor ohrani¢eny membranou, kde se nachazi enzymy. Zde také probiha pfenos elektronti
V systému specifickych enzymu pro katabolismus metanu
(http://biograph.be/concept/graph/C2752521/C1166869).



http://biograph.be/concept/graph/C2752521/C1166869

Obr. 2: Zastupce metylotrofnich bakterii Methylococcus capsulatus (typ I) charakteristickym

svym unikatnim membranovym systémem (Medigan et al., 2012).

Metylotrofni bakterie jsou urCitym zpiisobem blizké chemolitotrofnim bakteriim,
hlavné nitrifikaénim bakteriim. Bylo také napt. prokdzano, ze metylotrofové oxiduji i CO na
COg2, coz pro né ale nema fyziologicky vyznam, a vysvétlenim miize byt, Ze metanova

monooxygendza neodliSuje CO od CH4 (Kapralek, 1986).

Metanotrofni bakterie jsou schopné oxidovat amoniak, avSak nemulzou rlst
chemolitotroficky uZitim amoniaku jako jedinym elektronovym donorem. Oxidaci amoniaku
navic metanotrofni bakterie prevadéji toxicky amoniak na nitrat, ktery posléze mohou vyuzit

jako zdroj dusiku (Madigan et al., 2012).

Tyto bakterie a urcité druhy moiskych Skebli a hub vytvaii symbioticky vztah. Nékteré
Skeble ziji na motském dnu, v misté, kde je metan uvolfiovan v malém mnozstvi. Izolované
tkan¢ ve Skeblich konzumuji metan vysokou rychlosti Vv pfitomnosti kysliku. V téchto
tkanich se nachazi bakterie ve tvaru koku ve velkém mnoZstvi. Bakteridlni symbionti

obsahuji vnitini membranovy systém bakterii typu I (Madigan et al., 2012).



4.2. Ekologie metanotrofnich a metylotrofnich bakterii

Metanotrofni bakterie jsou aerobni bakterie vyuZzivajici jedno uhlikaté slouceniny

(Hanson and Hanson, 1996).

Metylotrofni bakterie jsou pomérné rozsitené v prirod¢ (King, 1992). Obyvaji Sirokou
Skalu vodnich i1 suchozemskych prostiedi riizné teploty, salinity a pH (Trotsenko and
Khmelenina, 2002). Vyskytuji se napf. v mocalech, fekach, ryZzovych polich, raSelinistich,
oceanech, rybnicich, skladkach a pidach (Hanson and Hanson, 1996). Metanotrofni baktrie

se také vyskytuji jako symbionti ve Skeblich a Pogonophora (Distel and Cavanaugh, 1994).

Metylotrofni mikroorganismy se podileji i na cyklu uhliku v ptirod¢, kde je pfeménény

CO2 na metan metanogennimi bakteriemi oxidovan zpét na CO2 (Klaban, 1999).

Je dokdzano, Ze metanotrofni bakterie typu I se vyskytuji zejména ve vodnim
prostfedi, zatimco typu II v ptidach (Singh, 2007). Podle Hansona a Hansona (1996), jsou
ob¢ skupiny bakterii pfizplisobeny k pteziti v riiznych podminkéch. Metanotrofni bakterie
typu I jsou nejlépe prizpisobeny riistu pii nizké koncentraci metanu, na druhou stranu riist
metanotrofnich bakterii typu II je upfednostiiovan pii vysoké koncentraci metanu a nizké

hladin€ dusiku, kysliku a médi.

Bakteridlni symbionti se nachazi ve vakuolach ZivociSnych bunék, kde je zajistovana

vymeéna plynt a moiské vody (Madigan et al., 2012).

VétSina metanotrofnich bakterii je mezofilnich a neutrofilnich. Znamena to, Ze
optimalni teplota pro rist je 25°C a pH 6-7. Avsak mnoho z téchto bakterii je schopno odolat
a prizptusobit se ruznym extrémnim podminkdm. U extrémnich zastupcli rozliSujeme
zastupce extremofilni, ktefi extrémni podminky vyZzaduji, a extremotolerantni, ktefi jsou
schopni jim odolat, ale nevyzaduji je (Trotsenko a Khmelenina, 2002). Piikladem
extremotolerantnich je napf. kmen Methylococcus capsulatus, ktery roste za aerobnich
podminek na minerdlnich pidach v teplotnim rozmezi 30-50 °C. Réstové optimum je pii
37°C (Rosypal a kol.,, 1981). Opa¢énym piipadem jsou bakterie psychrofilni a
psychrotolerantni, které se vyskytuji v prosttedi snizkymi teplotami (Trotsenko a

Khmelenina, 2002).



5. KLASIFIKACE METYLOTROFNICH A METANOTROFNICH
BAKTERII

Vétsina metanotrofnich bakterii spada do kmene Proteobacteria (Dunfield et al.,
2007). Dnes jsou metanotrofni bakterie klasifikovany do dvou hlavnich skupin na zakladé
jejich vnitini bunécné struktury, fylogeneze a asimilacni uhlikové cesty. Typ I asimiluji
jedno-uhlikaté slouceniny ptes ribuloso monofosfatovy cyklus a fylogeneticky se fadi do
tiidy Gammaproteobacteria. Do této skupiny patii druhy jako Methylomonas,
Methylobacter, Methylococcus, Methylomicrobium, Methylosphaera a Methylocaldum.
Oproti tomu metanotrofové typu II asimilujici C1 meziprodukty pfes serinovy cyklus a patii
do tfidy Alphaproteobacteria (Tab. I). Do této skupiny patii napt. druhy Methylosinus,
Methylocystis a Methylocella (Madigan et al., 2012). V tabulce | jsou ukazany nékteré druhy

metanotrofnich bakterii a jejich charakteristika.

Tab. I: Vybrané druhy metanotrofnich bakterii a jejich vlastnosti (Madigan et al.,
2012).

Organismus Fylogen_e ticka Vnitini membrany Asimilaéni cesta N2 fixace
skupina

Methylomonas Gama I R'bUIO§O , Ne
monofosfatova

Methylomicrobium Gama I R'bUIO§O , Ne
monofosfatova

Methylobacter Gama I R'bUIO§O , Ne
monofosfatova

Ribuloso

Methylococcus Gama I monofosfatova a Ano
Kelvindv cyklus

Methylosinus Alfa Il Serinova Ano

Methylocystis Alfa Il Serinova Ano

Methylocella Alfa Il Serinova Ano

Methylacidiphilum | Verrucomicrobiaceae | Membranové vacky Sermo‘gilﬁselvmuv Ano

Obé skupiny metanotrofnich bakterii obsahuji rozsahlé vnitini membranové systémy
pro oxidaci metanu (Madigan et al., 2012).

Metanotrofni bakterie typu I jsou také charakterizovany absenci enzymu a-ketoglutarat
dehydrogenazy v citratovém cyklu, zatimco organismy typu Il tento enzym nepostrada.
Nepfitomnost tohoto enzymu vede ke zmenSeni schopnosti organismu rust

chemoorganotrofn¢, a v dusledku toho zabranuje rGstu mnoha organickych sloucenin,



protoze reakce cyklu jsou velmi dilezité pro tvorbu NADH. To by mohl byt hlavni divod,
pro¢ metanotrofni bakterie typu I jsou obligatné metylotrofni bakterie (Madigan et al., 2012).

Pied nékolika lety byl objeven novy druh metanotrofni vlaknité bakterie Crenothrix
polyspora (Stoecker et al., 2006). Stejné tak Clonothrix fusca byla popsana jako
metanotrofni bakterie (Vigliotta et al., 2007). Jednalo se o piekvapivé objevy, jelikoz
vlaknité bakterie konzumujici metan nebyly znamy. Tyto nové objevené bakterie jsou uzce
podobné bakteriim typu I (McDonald et al.,, 2008). Nedavno byl objeven i1 kmen
Verrucomicrobia v horkych oblastech (Dunfield et al., 2007; Pol et al., 2007; Islam et al.,
2008), ktery je schopen oxidace metanu v extrémé acidofilnim prostiedi. Verrucomicrobia
byla zjisténa u 99% analyzovanych vzorkt pudy a predstavuje v priméru 23% ribosomalni
RNA (rRNA) sekvence (Freitas et al.,, 2012). Dalsi nové objevena denitrifika¢ni
metanotrofni bakterie Candidatus methylomirabilis oxyfera ve sladké vodé s obohacenymi
kulturami (Wu et al., 2012) vyvinula novy zpusob, jak zit na metanu. Kombinuje anaerobni
oxidaci kysliku denitrifikaci s normalnim dychanim ptes nové objevené vnitini acrobni cesty

pro vyrobu kysliku (Wu et al., 2012).

10



6. ENZYMY

Enzym, ktery oxiduje metan na metanol u metanotrofnich bakterii, je nazyvan metan
monooxygenaza (MMO). Jsou znamy dva druhy enzymd, a to membranova MMO (pMMO),
ktera predstavuje formu vazajici se na membranu, a cytoplasmaticki MMO (sMMO), ktera

se nachazi v cytoplasmé bunék (Lidstrom, 2006).

SMMO byla nalezena pouze u né¢kolika metylotrofnich kmenti (napi. u kmene
Methylosinus, Methylococcus, Methylomonas, Methylomicrobium a Methylocystis)
(Lidstrom, 2006), u metanotrofnich bakterii je nejlépe prostudovana u zastupce
Methylococcus capsulatus (Medigan et al., 2012). SMMO byla purifikovana z metanotrofii I
1 II. Tato MMO se sklada ze tii slozek: hydroxylazy (obsahuje tfi polypeptidy), komponent
B a reduktazu, ktera obsahuje flavin adenin dinukleotid- FAD (Lidstrom, 2006).

PMMO je vysoce nestabilni a vyskytuje se ve vSech dosud znamych kmenech
metanotrofnich bakterii (Lidstrom,2006).

U metanotrofnich bakterii, které obsahuji pMMO i sMMO, je exprese kazdého
enzymu regulovana médi. Pfi dostatku médi je vyjadiena pMMO a pii1 nedostatku sMMO.
Napi. u Methylococcus capsulatus a Methylosinus trichosporium bylo prokazano, ze tato

regulace se jiz vyskytuje na urovni transkripce (Nielsen et al., 1997).

11



7. METODY KVANTIFIKACE METANOTROFNICH BAKTERI{

7.1. Kvantifikace DNA

Kvantifikace DNA, tedy stanoveni jejiho mnozstvi v izolatu, je zddouci zejména tehdy,
pokud pracujeme se vzorky, u nichz je né€kdy velmi obtizné mnozstvi pfitomné DNA
odhadnout. Pfesné stanoveni je Casto dilezité pro uspéSnost dalsi analyzy. Kvantifika¢ni
metody miizeme rozdélit na nespecifické a specifické. Pomoci nespecifickych metod 1ze
stanovit mnoZzstvi veSkeré DNA v izolatu, tedy tzv. celkovou DNA. Specifickymi metodami

1ze kvantifikovat pouze ur€ity typ DNA (Rak a kol., 2008).
7.2. Stanoveni po¢tu metanotrofnich bakterii pomoci kvantitativni

real-timePCR (gPCR)

Polymerazova fetézova reakce je in vitro metoda, ktera se vyuziva pro enzymatickou
syntézu specifické DNA sekvence. Tato metoda vyuziva opakovanych cyklli denaturace
templatu, nasednuti primerd a polymerazu k amplifikaci specifické sekvence DNA,
stanovenou oligonukleotidovymi primery (Landre et al., 1995). Oligonukleotidové primery
hybridizuji vldkna na opacnych strandch a vyznacuji oblasti cilové DNA. Tyto
oligonukleotidy nasedaji na oddélené templatové DNA vlakno (Erlich, 1989). Pouziti
termostabilni DNA polymerazy, jako je Taq z Thermus aquaticus, umoziuje opakovat cykly
zahtivani pfi vysokych teplotdich nutné pro denaturaci bez pridavani vétSiho mnoZstvi
enzymi v kazdém cyklu (Landre et al., 1995). Tag DNA polymerdza ma také relativné
vysoké teplotni optimum pro DNA syntézu (75°C- 80°C) (Landre et al., 1995).

Kvantitativni real-time PCR (gPCR) je pfesna a vysoce propustna metoda. QPCR je
detekce a méteni produktli vytvoienych béhem kazdého cyklu PCR. Uziva se fluorescen¢ni
barvivo. To se vaze pouze na dvouvlaknovou DNA vyzafujici po excitaci flourescenci,
kterou lze detekovat. QPCR je Siroce rozsifena metoda pouzivana v biologii Kk pfesné
kvantifikaci specifickych geni nebo jejich exprese (Grinzinger, 2002). U metanotrofnich

bakterii se pouziva specificky gen pmoA pro metan monooxygenazu.

Pii kvantifikaci napf. denitrifika¢nich genii se vyuZivaji zpravidla degenerované
primery, tim roste pravdépodobnost tvorby primerovych dimert pii flourescen¢nim
vyhodnocovéani po kazdém cyklu, které mohou ovliviiovat miru flourescence produktt

reakce (Brownie et al., 1997). Protoze primery jsou pfitomny pii vysokych koncentracich,
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mohou mezi nimi vznikat slabé interakce. Primerové dimery mohou vytvaiet smési
artefaktd, které se casto zaménuji S vytézkem specifické PCR, tedy vedou Kk zakryti
skute¢nych vysledki kvantitativnich metod PCR (Brownie et al., 1997).
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8. MATERIALY A METODY

8.1. Popis lokality a metody odbéru vzorku

Porovnavali jsme pudy z riznych lokalit. Jednou z lokalit je Lakkasuo, vrchovistni
komplex nachazejici se ve Stfednim Finsku (61°48°N, 24°19’E) v nadmoiské vySce 150 m
n.m.. Tento komplex zahrnuje minerotrofni lagg-okrajovou cast raselini$té. Ro¢né v této
oblasti spadne 710 mm srazek, z toho asi 1/3 ve formé sné¢hu. Piida byla odebrana z téchto

Casti (Jaatinen et al., 2007):

e BOG P-piirozené ombrotrofni vrchovisté
= BOG L-dlouhodobé odvodnéné vrchovisté
» BOG S-kratkodobé odvodnéné vrchoviste
e FEN P-pfirozené minerotrofni (mezotrofni) slatinisté
* FEN L- dlouhodobé odvodnéné slatinisté

= FEN S- kratkodobé odvodnéné slatinisté

V ptivodni ombrotrofni ¢asti jsou vyznamné zastupci mechu jako napt. Pleurozium
schreberi nebo Aulacomnium palustre. V pivodni minerotrofni ¢asti 1ze nalézt zastupce jako
napt. Sphagnum flexuosum nebo Carex rostrata (Jaatinen et al., 2007). Dlouhodobé
odvodnéni zplsobilo zmény ve vegetaci. Ombrotrofni vrchovisté pokryvaji stromové
porosty jako napf. Pinus sylvestris a mezotrofni slatinisté¢ napf. Betula pubescens a Picea

abies.

V tabulce II jsou zndzornény fyzikéalné-chemické vlastnosti raSeliny ve Finsku.
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Tab. 1I: Fyzikalné-chemické vlastnosti raseliny pfirozené a dlouhodobé odvodnéné ve

Finsku (Peltoniemi, 2010).

BOGP BOG L FEN P FEN L
Celkem C (%) 48,97 50,40 4470 48,80
Celkem N (%) 0,87 1,48 2,11 1,52
Celkem P (%) 0,017 0,081 0,085 0,070
Podzemni voda 10,0 23,0 5.0 27,0
(cm)
pH vody 4.4 3,7 59 3,6

Dal§i druhy vzorkdi pochézeji z raSelinist z Narodniho parku Sumava v Ceské
republice. Tato lokalita se sklada ze dvou typu raSelinist, které byly ovlivnény

antropogennimi vlivy (Urbanova et al., 2012):

e BOG P-ptirozené vrchovisté
* BOG L-odvodnéné vrchovisté
e FEN P-pfirozené minerotrofni slatiniSté

=  FEN L-odvodnéné minerotrofni slatinisté

BOG P (48° 58° 34°“ N, 13°27° 24°° E) se nachazi 1200 m n.m. na centralni nahorni
plosing Sumavy. Klima nahorni plosiny je studené a vlhké s primérnou roéni teplotou 3,2°C
a souctem srazek 1300 mm/rok. Ostatni tii mista (BOG L-49° 10° 59¢“ N, 13°19° 6‘“ E; FEN
P- 49° 9¢ 19°° N, 13° 22° 8°“ E; FEN L-49° 10° 46°° N, 13° 19° 22‘° E) se nachazi
vV nadmoiské vySce 900 m n.m. v udoli feky Kifemelna. Klima v této lokalité je mirnéjsi.
Primérna teplota se pohybuje cca 4°C/rok a spadne zde cca 1000 mm/rok (Urbanova et al.,
2012).

V puvodnim vrchovisti rostou zastupci jako napi. Vaccinium uliginosum nebo
Sphagnum rubellum. Pavodni minerotrofni slatinisté tvoii zastupci jako Carex rostrata. Po
odvodnéni vrchoviste Betula pubencens pokryva celou plochu. Dale se v odvodnéném
prostiedi vyskytuji zastupci mechu Polytrichum strictum a Sphagnum russowii. V
odvodnéném minerotrofnim slatinisti se vyskytuje Carex rostrata nebo Molina caerulea
(Urbanova et al., 2012).
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V tabulce 111 jsou znazornény fyzikalné-chemické vlastnosti raseliny ze Sumavy.

Tab. Ill: Fyzikalné-chemické vlastnosti raseliny pfirozené a odvodnéné na Sumavé

(Urbanova et al., 2012).

BOG P BOG L FEN P FEN L
Celkem C (%) 47,90 48,40 43,40 32,80
Celkem N (%0) 1,86 1,42 1,72 1,50
Celkem P (%) 0,06 0,06 0,10 0,13
Podzemni voda 94 212 65 30,6
(cm)
pH vody 4.2 4.2 5,7 4.6

Manipulativni experimenty ve Finsku a Ceské republice byly provedeny v ramci
projektu Petry Strakové. Pro bakalaiskou praci bylo mym tkolem provedeni kvantifikace
DNA a gPCR z této pudy. Byly odebrany profily raSeliny do hloubky 50 cm. Po nasekani
platkt raseliny po 10 cm (0-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50 cm) byl kazdy platek zvazen a
vloZen do specidlniho sacku z jemné sitoviny (tzv. dekompoziéni experiment). Pfipravené
saCky s raSelinou byly zandany zpét do stejné hloubky, ze které byla raSelina vytaZena.
Odbér vzorku se tedy vztahoval jak na oxickou tak anoxickou vrstvu pudy. Jeden soubor
sacku byl vytazen po roce-podzim 2013, druhy soubor sacki bude vytazen dalsi rok podzim
2014 (Strakova, 2013).

V Ceské republice byl pouzit nasledujici experimentalni navrh (Obr. 3):

e Raselina z ptivodniho (neodvodnéného) raselinisté byla pienesena do odvodnéného

raSeliniSté = Drainage effect

e RaSelina z odvodnéného raSelinisté byla pfenesena do pivodniho (neodvodnéného) =

Re-wetting

e Raselina ponechana v ptivodnich podminkéch pro kontrolu
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Obr. 3: Experimentalni navrh pro Sumavu (©Strakova, 2013).
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8.2. Kvantitativni real-time PCR (qPCR)

Extrakce DNA z pidy byla provedena podle postupu Urich et al. (2008). Prace
obsahovala 1 mensi modifikace. Lyofilizované vzorky byly navazeny v rozmezi 0,045-
0,055¢. Po pridani 700 ul extrakéniho pufru byly vzorky dany do tiepacky (Labnet Vortex
VX 100) na 30 minut. Vzorky byly zkontrolovany a k tém, které byly nedostate¢né
navlhéené, bylo pfidano opét cca 200 ul extrakéniho pufru. Po napipetovani 700 pl fenol
chloroformu (pH 6,7) byl piidan krok zahrnujici 30 sekund bead-beatingu (Mini Bead
Beater, Biospec Products, USA). Dalsi kroky byly provedeny podle publikovaného postupu.

Gelovou elektroforézou, metodou pro separaci a analyzu makromolekul a jejich
fragmentd na zaklad¢ jejich velikosti a naboji, byla zjisténa uspé$nost izolace DNA
(Ptilohal). Elektroforéza probihala na 1% agarosovém gelu 45 minut pii 90 V a 500mA
(Obr. 4). Mnozstvi izolované DNA bylo kvantifikovano fluorescencné pomoci SybrGreen

podle postupu Leininger et al. (2006).

Obr. 4: Ptiklad extrahované DNA z vybranych vzorkt na agarosovém gelu. Potadi vzorku:

L-marker, vzorek 738-778.

Pomoci qPCR byl stanoven obsah genu pmoA, ptitomny u metanotrofnich bakterii. Po

neuspésném pokusu vytvoreni PCR standardu z bakterie Methylobacter luteus, byl pro
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stanoveni kalibra¢ni kiivky pomoci gradientové PCR pouzit standard, environmentalni klon,
ktery byl pfipraven Alici Chrondkovou v ramci projektu (GACR 526/09/1570: Spots of
methane production and consumption in terrestrial ecosystem: key for understanding
methane turnover, 2009-2013) klonovanim (TA Cloning Kit, Invitrogen) genu pmoA
amplifikovaného z DNA pastevni pady, za pomoci primeru Al89-F a Mb661-R, do
linearizované¢ho plazmidu pCR 2.1-Invitrogen (Nitkulincova, 2011). Kalibra¢ni kiivka
standardu byla vytvofena pomoci klasické PCR, ktera probihala za téchto podminek:
sekund, nasedani primeru pii 57°C po dobu 20 sekund, syntéza fetézci pii 72°C po dobu 45
sekund a elongace pti 72°C po dobu 8 minut. Uspé&snost amplifikace a velikost produktu byla
ovéfena gelovou elektroforézou. Z produktu byly desitkovym fedéni vytvoteny standardy
(101-10®). Po otestovani kalibraéni kiivky qPCR byla zkontrolovana velikost pozadovaného
produktu gelovou elektroforézou. Na zakladé vysledka bylo vybrano vhodné fedéni, které se

vyuzivalo pro kvantifikaci redlnych vzorkd.

Postup metody qPCR byly ptevzaty z prace Kolb et al., (2003) s malymi odchylkami.
V MasterMixu gPCR (Tab. Il1) byly pouzity degenerativni primery (5°-3°): A 189-F primer
(GGNGACTGGGACTTCTGG) a Mb661-R primer (GGTAARGACGTTGCNCCGG).

Koncentrace pouzitych primert byla 50uM. Slozeni MasterMixu je v tabulce IV.

Tab. IV: Slozeni MasterMixu qPCR pro jeden vzorek.

MasterMix (ul)
voda 7,62
FastStartSybrGreenMix 10,00
Primer A189-F (50uM) 0,24
Primer Mb661-R (50uM) 0,24
BSA 0,40
DMSO 0,50

Do jedné desticky (48 vzorktll) bylo postupné rozpipetovano 19 ul MasterMixu, poté
do dvou vzorki byl pfidan 1 pl PCR vody (negativ), do dalsich vybrané standardy (101-107)
a do ostatnich vzorkti 1 ul DNA templatu. VSe bylo napipetovano ve dvou opakovanich.

Amplifikace useki DNA byla provddéna na pfistroji StepONE RealTime PCR System
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(AppliedBiosystems, USA). Velikost pozadovaného produktu byla ovéfena gelovou

elektroforézou.

Pro shrnuti a vyhodnoceni namétenych dat pifi kvantifikaci a qPCR byly vyuzity
softwary Microsoft Office Excel a StepOne Software v2.3.
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9. VYSLEDKY A DISKUSE

9.1. Vliv ruznych hloubek, typi raseliniSt’ a lokalit na pocet

metanotrofnich bakterii

Na Obr. 5A,B je znazornéno primérné zastoupeni metanotrofnich bakterii ve dvou

typech raselini§té ze dvou lokalit (Lakkasuo, Sumava) a dvou hloubek. Vzorky z ptirozeného

raselinisté (PP) byly vlozeny zpét do ptirozeného prostiedi a vzorky z odvodnéné raseliny do

odvodnéného prostiedi (LL). Tyto varianty tedy slouzily jako kontrola.

3,0E+08 -

2,5E+08

2,0E+08

kopie pmoA genu/g

5,0E+07 -

0,0E+00

3,0E+08

2,5E+08 -

1,5E+08

kopie pmoA genu/g

5,0E+07 -

0,0E+00

1,5E+08 -

1,0E+08 -

2,0E+08 -

1,0E+08 -

A Lakkasuo
m FEN PP
W FENLL
BOG PP
BOGLL
[ |
0-10cm 20-30cm
B Sumava

0-10cm 20-30cm

Obr. 5: Pocet metanotrofnich bakterii vyjadieny v kopiich genu pmoA na gram pidy

v lokalité Lakkasuo a Sumava. PP-pfirozené raseliniité, LL-dlouhodobé odvodnéné

raSelinisté, NA-neanalyzovano.

21



Metanotrofni bakterie potiebuji vice kysliku, mély by se tedy pohybovat ve vétsim
mnozstvi na rozmezi mezi aerobni a anaerobni zénou, tj. zhruba na Grovni hladiny spodni
vody. Na Obr. 5A muzeme vidét, ze se v Lakkasuo metanotrofni bakterie nachazi v obou
hloubkach. V pfirozeném minerotrofnim (mezotrofnim) raselinisti (FEN PP) a dlouhodobé
odvodnéném raselinisti (FEN LL) pocet metanotrofnich bakterii konzistentné klesa s
hloubkou, zatimco v pfirozeném vrchovisti (BOG PP) a dlouhodobé odvodnéném vrchovisti

(BOG LL) je pocet metanotrofnich bakterii vyssi ve vétsi hloubce (20-30 cm).

Na Sumavskych lokalitaich (Obr. 5B) je ve FEN raselinisti hladina vody nizsi (cca 10
cm) nez na finské lokalit¢ Lakkasuo, tedy v pfirozeném raSelini$ti (FEN PP) mnoZstvi
metanotrofnich bakterii pokleslo s hloubkou, naopak u dlouhodobé odvodnéného raseliniste
(FEN LL) se zvysil pocet bakterii ve vétsi hloubce. V BOG raselinisti se pocet
metanotrofnich bakterii snizil ve vétsi hloubce. Vice metanotrofnich bakterii se vyskytuje ve
svrchni ¢asti raselinisté, bakterie nebyly detekovany ve spodni vrstvé. Divodem muize byt

vetsi kolisani hladiny vody.

9.2. Vliv revitalizace a odvodnéni na pocet metanotrofnich bakterii
Na Obr. 6A,B je znazornén relativni tbytek ¢i nartist mnozstvi metanotrofnich bakterii
po manipulaci s pidou z odvodnéného prostiedi do ptirozeného nebo z piirozeného prostiedi

do odvodnéného. Porovndvala se pouze minerotrofni raselinist¢ (FEN), pro kterd byla

dostupna naméfena data.
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Obr. 6: Vliv revitalizace a odvodnéni na relativni zménu v poctu metanotrofnich bakterii.
O-odvodnéné raselinisté, P-pfirozené raselinisté, O > P-pfeneseni z odvodnéné plochy na

pfirozenou, P > O-pfeneseni z pfirozené plochy na odvodnénou.

Na Obr. 6A mtzeme pozorovat, ze na lokalité Lakkasuo po pfeneseni Z odvodnéného
prosttedi do prostfedi pfirozeného ve svrchni vrstvé pocet metanotrofnich bakterii ubyl (o
59%), zatimco ve spodni vrstvé se mnoZstvi metanotrofnich bakterii vyrazné zvysilo (o
378%). Pii prenosu pudy z ptfirozeného prosttedi do prostfedi odvodnéného se pocet

metanotrofnich bakterii ve svrchni a spodni vrstveé zvysil.

Na lokalitd na Sumavé (Obr. 6B) po prenosu pidy z odvodnéného prostfedi z vrchni
vrstvy do vrchni vrstvy piirozeného raSelinisté, metanotrofni bakterie vymizely (ibytek o

100 %) a i ve spodni vrstvé doslo k vyraznému Ubytku poctu bakterii 0 80%. Po pienosu
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pudy z piirozeného prostfedi do odvodnéného mnozstvi metanotrofnich bakterii pokleslo jak

ve svrchni (2,9%), tak ve spodni vrstveé (78%).

Muzeme tedy fici, Ze mnozstvi metanotrofnich bakterii v obou lokalitach vyrazné
ubylo po preneseni z odvodnéného na pfirozené raselinisté. Po pfeneseni raseliny z ptirozené
plochy na odvodnénou plochu ve svrchni vrstvé finského 1 Sumavského raselinisté by mohlo
dojit k narGistu poctu metanotrofnich bakterii okyslicenim pidy po odvodnéni, avsSak
Kk nardstu doslou pouze na finském raselinisti. Pokles metanotrofnich bakterii v Sumavském
raSelini$ti muze byt zptisoben napf. kolisanim hladiny spodni vody, ktera mize mit vliv i na
metanogenni Archaea, které byly studovany v bakalaiské praci Lisalova, (2014). Pocet
téchto Archaei ve svrchni vrstvé Sumavského raselini$té poklesl o 63% i v disledku

okysli¢eni pudy.
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10. ZAVERY

Metanotrofni bakterie se vétSinou vyskytuji ve svrchnich vrstvach pudy diky vétsi
potiebé kysliku, a nejvice na rozhrani spodni vody, protoze potfebuji pfisun metanu od
metanogennich Archeae. OvSem naSe data ukazuji, Ze mohou byt pomérné pocetné i ve
spodnich vrstvach raSelinist. Vyskyt metanotofnich bakterii mize byt vyznamné ovlivnén

chemickym slozenim pudy, hloubkou a typem raseliniste.
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12. SEZNAM ZKRATEK

BOG L dlouhodobé odvodnéné vrchovisté

BOG P piirozené vrchovisté

BOG S kratkodobé odvodnéné vrchovisté

BSA bovine serum albumin

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

FAD flavinadenindinukleotid

FEN L dlouhodobé odvodnéné raseliniste

FENP pfirozené raseliniste

FEN S kratkodobé odvodnéné raseliniste

MMO metan monooxygenaza

NADH nikotinamid adenin dinukleotid dehydrogenaza
PCR polymerazova fetézova reakce

pMMO membranova metan monooxygenaza

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RNA ribonukleova kyselina

sMMO cytoplasmatickd metan monooxygenaza
Taq Thermus aquaticus
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13. PRILOHY

Ptiloha 1: Gelova elektroforéza pii kvantifikaci DNA.
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Ptiloha 2: Vyhodnoceni kvantifikace DNA v rtiznych lokalitach, typech a hloubkach
raSelinist’.

VA \/(Esr;\;a Lokalita raél-l)ill?iﬁté olti/ll;?:u pl;/(leils(t)(s)u ﬁﬁgfégsggég
281 0-10 Lakkasuo | FEN P P 1,52E+07
301 0-10 Lakkasuo |FEN P p 1,81E+07
306 0-10 Lakkasuo |FEN S S 4,88E+07
326 0-10 Lakkasuo | FEN S S 5,69E+05
331 0-10 Lakkasuo |FEN L L 6,35E+07
351 0-10 Lakkasuo | FEN L L 4,70E+07
356 0-10 Lakkasuo |BOG P p 3,53E+07
376 0-10 Lakkasuo |BOG P P neanalyzovano
381 0-10 Lakkasuo |BOG S S 1,04E+08
401 0-10 Lakkasuo |BOG S S 6,04E+06
406 0-10 Lakkasuo |BOG L L 2,99E+06
426 0-10 Lakkasuo |BOG L L 4,28E+06
581 0-10 Sumava |FEN P P 1,21E+08
606 0-10 Sumava |FEN P P 3,84E+07
611 0-10 Sumava |FEN L L 1,45E+07
636 0-10 Sumava |FEN L L 6,62E+06
641 0-10 Sumava |BOG P P 5,20E+07
656 0-10 Sumava |BOG P P 4,03E+08
661 0-10 Sumava |BOG L L 2,35E+08
676 0-10 Sumava |BOG L L 2,21E+07
431 0-10 Lakkasuo | FEN L p 3,97E+07
451 0-10 Lakkasuo | FEN L P 5,66E+06
456 0-10 Lakkasuo | FEN P S 4,45E+06
476 0-10 Lakkasuo | FEN P S 3,94E+07
481 0-10 Lakkasuo | FEN S L 4,13E+07
501 0-10 Lakkasuo | FEN S L 3,46E+06
531 0-10 Lakkasuo | BOG P S 1,10E+07
551 0-10 Lakkasuo |BOG P S neanalyzovano
556 0-10 Lakkasuo |BOG S L 1,60E+07
576 0-10 Lakkasuo | BOG S L 5,25E+06
681 0-10 Sumava |FEN L P nedetekovano
706 0-10 Sumava |FEN L p nedetekovano
711 0-10 Sumava |FEN P L 9,22E+07
736 0-10 Sumava |FEN P L 6,23E+07
741 0-10 Sumava |BOG L P nedetekovano
756 0-10 Sumava |BOG L P 2,16E+08
761 0-10 Sumava |BOG P L 1,33E+08
776 0-10 Sumava |BOG P L 3,04E+07
283 20-30 Lakkasuo | FEN P P 4 58E+06
303 20-30 Lakkasuo | FEN P P 2,80E+06
308 20-30 Lakkasuo | FEN S S 1,23E+06

w
(92}



328 20-30 | Lakkasuo |FEN S S 1,36E+06
333 20-30 Lakkasuo |FEN L L 1,98E+07
353 20-30 Lakkasuo | FEN L L 2,19E+07
358 20-30 Lakkasuo |BOG P P 8,34E+07
378 20-30 | Lakkasuo |BOG P P 1,20E+08
383 20-30 Lakkasuo |BOG S S 6,81E+07
403 20-30 Lakkasuo |BOG S S 2,41E+08
408 20-30 | Lakkasuo |BOG L L 4,61E+07
428 20-30 Lakkasuo |BOG L L 2,12E+07
583 20-30 Sumava |FEN P P 5,77E+06
608 20-30 Sumava |FEN P P 9,98E+07
613 20-30 Sumava |FEN L L 3,66E+07
638 20-30 Sumava |FEN L L nedetekovano
643 20-30 Sumava |BOG P P neanalyzovano
658 20-30 Sumava |BOG P P neanalyzovano
663 20-30 Sumava |BOG L L 3,19E+06
678 20-30 Sumava |BOG L L 2,49E+06
433 20-30 | Lakkasuo |FEN L P 4, 53E+06
453 20-30 | Lakkasuo |FEN L P 1,95E+08
458 20-30 | Lakkasuo |FEN P S 5,60E+06
478 20-30 | Lakkasuo |FEN P S 4,95E+06
483 20-30 Lakkasuo | FEN S L 7,65E+07
503 20-30 Lakkasuo | FEN S L 3,22E+06
533 20-30 Lakkasuo |BOG P S 1,62E+08
553 20-30 Lakkasuo | BOG P S 3,97E+08
558 20-30 | Lakkasuo |BOG S L 1,24E+07
578 20-30 Lakkasuo | BOG S L 3,20E+08
683 20-30 Sumava |FEN L P 7,12E+06
708 20-30 Sumava |FEN L p nedetekovano
713 20-30 Sumava |FEN P L 2,16E+07
738 20-30 Sumava |FEN P L 8,14E+05
743 20-30 Sumava |BOG L p 7,00E+06
758 20-30 Sumava |BOG L P 3,11E+06
763 20-30 Sumava |BOG P L 4,09E+06
778 20-30 Sumava |BOG P L 9,87E+06

P-ptirozené raselinisté, L-dlouhodobé odvodnéné raselinisté, S-kratkodobé odvodnéné raseliniste.
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