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Anotace

Tato bakalatskd prace shrnuje piehled poznatkti o mikrobnim slozeni a funkcich
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spolecenstva vlivem odvodnéni. Soucasti této prace je navrh projektu zaméfeny na
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vyuziti stanoveni sloZeni mikrobniho spoleCenstva pro monitoring UspéSnosti

revitalizacnich opatfeni.
Annotation

This bachelor thesis summarizes current knowledge about microbial community
composition and function in peatlands with an emphasis on important function guilds of
microorganisms and the changes in microbial community structure due to drainage. The
thesis includes a project proposal to study microbial community composition among
different peatland types and the evaluation of restoration success using microbial

community composition determination.
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1 Uvod

1.1 Uvod do problematiky a cile

Ekosystémy raSelini$t’ zaujimaji pfiblizn¢ 3—4% zemského povrchu (Vitt, 2008)
a predstavuji asi polovinu vsSech svétovych moktfadl. Za dobu své existence
nahromadily vice atmosférického uhliku nez jakykoli jiny terestricky ekosystém
(Bragina et al., 2013). Je odhadovano, Ze v borealnich raselinistich je ulozeno 200450
Pg (10™) uhliku, coz piedstavuje asi 30% celosvétového pidniho organického uhliku
(Gorham, 1991; Gorham & Jannsens, 1992; Turunen et al., 2002). Obecnou pfi¢inou
téchto poznatkll je nerovnovaha mezi ¢istou primarni produkci rostlin a nedostate¢nou
dekompozici zplsobenou neptiznivymi podminkami prostiedi. Kli€ovou sloZkou
ekosystémi jsou mikroorganismy, jejichz vyznam je v planetdrnim kolob&hu zivin
nenahraditelny. Pro raSelini§t€¢ jsou charakteristickd spoleCenstva takovych
mikroorganismili, kterd se dokazala adaptovat na nepfiznivé az extrémni podminky
prostiedi. Tyto mikroorganismy ziji v trvale zamokieném a nutriéné¢ chudém prostiedi,
kde pH dosahuje spise kyselych hodnot. Mikroorganismy piedstavuji nejrozmanitéjsi
skupinu organismi zijici na Zemi s nepostradatelnymi funkcemi, které zajiStuji

piedevsim rozklad organické hmoty a kolob&h uhliku, dusiku a jinych Zivin a prvki.

Tato prace si klade za cil shrnuti dosavadnich poznatkl o slozeni a funkcich
mikrobialniho spoleCenstva v raSelinnych ekosystémech. DalSim z cili této bakalarské
prace je zjistit, jakym zpusobem se mikrobialni slozeni v raSeliniStich méni vlivem
odvodnéni. Projektova Cast je prostiednictvim ndvrhu zaméfend na slozeni mikrobniho
spoleCenstva jakozto ndstroje k vyhodnoceni degradace vlivem odvodnéni ¢i obnové
raselini$té po revitalizaci. Vzhledem k charakteru a rozsahu prace je tato bakalarska
prace zaméiend predevSim na vyznamnégjs$i skupiny mikroorganismi vyskytujicich se

v raselinistich a proto se zaméfuji na prokaryotni mikroorganismy - bakterie a archea.



2 Soucasny stav poznani

2.1 Obecna charakteristika ekosystému raselinist’

RaseliniSté jsou unikatni ekosystémy, které se vyznacuji akumulaci netplné
rozloZzené¢ho organického materialu, raseliny, ve velmi vlhkych podminkéch. Raselina je
definovana jako organickd hmota pochdzejici predev§im z vegetace, kterd ma
V hmotnosti suSiny 25% ¢i1 mén€¢ anorganické piimési (Andrejko et al., 1983).
Akumulace raSeliny probihd v fadu nékolik set az tisicii let. Tento organicky material se
nejdiive hromadi v hornim sloupci raselinisté, v tzv. aerobni vrstvé. Zde je praveé diky
nasyceni kyslikem v nelplné zamokienych podminkach pomérné znatelna rychlost
rozkladu. S piibyvajici hloubkou rychlost dekompozice s tbytkem kysliku rapidné
klesa. V prosttedi tzv. anaerobni vrstvy, se dekompozice s rostouci hloubkou snizuje az
na extrémné nizkou rychlost. Obecné lze fici, Ze mnoZstvi uhliku, které je uloZeno
v raSelini$ti zavisi na fotosyntéze (fixaci uhliku), aerobnim rozkladu ve svrchni
provzdusnéné vrstvé a nasledné na anaerobnich procesech, probihajicich pfedevsim ve
spodni trvale anaerobni vrstvé raSeliny, jakymi jsou napiiklad metanogeneze nebo

redukce sirana (Vitt, 2008).

Raselinisté jsou rozsiteny predevsim v chladnych oblastech severni polokoule,
kde srazky ptevazuji nad evapotranspiraci (Mitsch & Gosselink, 2000). Na zaklad¢
zdroje zivin a vody jsou rozd€lovany na minerotrofni a ombrotrofni. Jejich charakter je
dale ur¢en napiiklad odlisnym pH a slozenim vegetace (Rydin & Jeglum, 2006).
Ombrotrofni raSelini$té (vrchovisté) jsou na Ziviny chudé, nebot’ jediny zdroj Zivin
a vody pochazi z atmosférickych srazek. Maji kysely charakter (pH pfiblizné 4) s velmi
nizkymi koncentracemi minerald N a P. Raselinik (Sphagnum spp.) je zde diky pomérné
nizkym hodnotdm pH plidy dominantni sloZkou vegetace a tudiz také hlavni sloZkou
mikrobialniho potravniho fetézce. Minerotrofni raselini$té (Slatinisté¢) jsou naopak
nutricné bohatsi, zejména na minerdly Mg, K, P, Ca, jelikoz v€etné¢ atmosférickych
depozic ptijimaji vodu ptevazné z podzemni vody (Rydin & Jeglum, 2006). Pravé diky

vétsimu mnozstvi Ca a Mg se zde piida stava méné kyselou a tak se tento typ raseliniSt’



stava lépe pristupny pro rostlinstvo, jako jsou naptiklad rostliny z ¢eledi Sachorovitych
(Cyperaceae - napt. Carex spp., Eriphorum spp.), ale i pro nékteré stromy (Salix spp.,
Betula spp.) a kete (Vaccinium spp.) (Reddy & Delaune, 2008; Rydin & Jeglum,
2006). Kvili vyssim hodnotam pH (>4) a vét§iho obsahu Zivin vykazuji minerotrofni
raselini$té aktivnéjsi mikrobialni spolecenstva, coz se kuptikladu projevuje rychlejsim
rozkladem organické hmoty a vys$simi emisemi metanu (Keller & Bridgham, 2007,
Mandic-Mulec et al., 2014). V souvislosti S ptiznivéj§imi podminkami prostiedi
minerotrofnich raselini$t’ je v nich obecné pozorovana vyssi rozmanitost mikrobnich

spolecenstev (Dobrovol’skaya et al., 2012; Jaatinen et al., 2007; Lin et al., 2012;
Urbanova & Barta, 2016).

2.2 Mikroorganismy v raselinistich a jejich funkce

Ackoli se kvuli extrémnim charakteristikdm raSeliniSt mtize zdat, ze tyto
ekosystémy nemaji ptili§ reprezentativni niku, jejich mikrobiocen6za zahrnuje Sirokou
fadu taxonomickych a funkénich skupin. Dle soucasného systému dé€leni se
v raSelini$tich nachazeji mikroorganismy vsSech tii fylogenetickych domén Bacteria
(dale v textu ,,bakterie), Archaea (,,archea®) a Eukaryota (Fungi) (,,houby*). Z hlediska
stavby bunky patfi nékteré z téchto mikroskopickych organismi mezi prokaryota

(bakterie a archea), jiné mezi eukaryota (houby a né€ktefi prvoci a fasy).

Mikroorganismy v raSeliniStich jsou zvlast¢ dulezité, nebot jsou zde téméft
jedinymi nenahraditelnymi klicovymi ¢initeli ovliviujici toky a premény uhliku, dusiku
a jinych dualezitych prvka. Eukaryotické houby a prokaryotické bakterie jsou hlavnimi
dekompozitory slozitych organickych molekul. Tyto dvé skupiny rozkladact hraji
zvlasté dilezitou roli ve svrchni oxické vrstvé raseliny, zvlast€ houby, které jsou
V tomto misté povazovany za primarni dekompozitory. Houby jsou obecné vazany na
aerobni vrstvu raSeliny. Ve srovnani s bakteriemi jsou houby lépe pfizpiisobeny
podminkam jako je niz§i pidni vlhkost, rostou rychleji pfi nizSich teplotach, jsou
tolerantngjsi vuci kyselému prostiedi a jsou schopny rozsahlych symbiotickych forem
s kofeny rostlin (Peltoniemi et al., 2012; Pietikdinen et al., 2005; Thormann, 2006).
Krom¢ toho produkuji specifické extracelularni enzymy, které dokaZou rozkladat

slozitéjsi 1atky napf. taniny, fenoly, celulozu, chitin, pektin a skrob, které jsou zpocatku



pro jiné skupiny dekompozitord v raselinistich t€zko dostupné (Thormann et al., 2001;
2002; 2003). Nicméné¢ Winsborough & Basiliko (2010) ve své studii uvadi, ze
VvV provzdusnéné vrstvé raseliny jsou bakterie vice dekompoziéné aktivni nez houby.
Rychlost dekompozice pomoci bakterii je ziejmé vyssi v situacich, kdy houby jsou
vystaveny vys$im stresovym faktorim (Wang & D'Odorico, 2013). V raseliniStich
predstavuji houby podil asi 15-30% z pritomnych detekovanych mikroorganisma (Tveit
etal., 2013).

Bakterie jsou uzplsobeny k rozkladu celé fady substrati a predstavuji Siroké
spektrum funk¢nich a taxonomickych skupin. V misté bohatych na Ziviny jako je
naptiklad rhizosféra se mohou stat dominantnimi dekompozitory. Ackoli jsou bakterie
aerobnimi i anaerobnimi mikroorganismy, jejich rozmanitost s vétsi hloubkou v ptdé
pozvolné klesa (Rydin & Jeglum, 2006). Tento fakt potvrzuje studie Morales et al.
(2006) kde bylo zjisténo, ze abundance bakterii v anaerobni vrstvé raseliny byla sice
vys8i nez ve vrstvé aerobni, avSak spoleCenstvo bakterii zde bylo méné rozmanité.
Autofi se domnivaji, ze vyS$i pocCet bakterii v anaerobni vrstvé koreluje se snizenim

predace nebo kompetice mikroorganismy ptitomnych v provzdusnéné vrstve.

Archea jsou povazovdna za extrémofilni mikroorganismy ptizpiisobené
atypickym podminkdm jako je naptiklad vysoka teplota, vysoké koncentrace soli,
extrémni kyselost nebo anaerobie (Paul, 2007). V dasledku toho je pfitomnost archei
v raSeliniStich spiSe spojena S anacrobnim prostfedim, kde se WucCastni procesu
metanogeneze (metanogenni archea). Nicméné v archealni doméné se nachazeji i jiné
funk¢éni skupiny organismi jako jsou napiiklad amoniak-oxidujici nebo sulfat-

redukujici (Herrmann et al., 2012; Muyzer & Stams, 2008; Paul, 2007).

2.3 Faktory ovliviaujici mikrobialni spoleé¢enstvo v raselinistich
2.3.1 Pudni vihkost a dostupnost kysliku

RaseliniSté jsou stale nebo periodicky zaplavované mokiadni ekosystémy, kde
hladina vody urcuje hranici mezi aerobnimi a anaerobnimi procesy. Rozkladné procesy
se v raSeliniStich méni v zavislosti na hloubce a tedy na dostupnosti kysliku. Vlivem

hromadéni dal§iho organického materidlu se prave starSi organickd hmota dostava do



nizsich vrstev az do anaerobniho prosttedi, kde je anaerobnimi mikroorganismy déle
rozkladana. Aerobni dekompozice spocivad v primarnim rozkladu, jako je naptiklad
rozklad vysokomolekularnich latek na latky jednodussi a je z hlediska energetické
bilance vynosnéjsi nez rozklad anaerobni (Rydin & Jeglum, 2006). Naopak, anacrobni
dekompozice ma nizky energeticky vynos, je Casto neuplnd a v zavislosti na
redukovanych podminkéch prostiedi je zavisla na jinych elektronovych akceptorech nez
je kyslik. Mezi elektronové akceptory anaerobni dekompozice patii predevSim nitraty,
oxidy Mn*" a Fe*, sulfaty a oxid uhli¢ity (Reddy & DeLaune, 2008). Anaerobni
dekompozice je tedy komplexni systém procesli, které na sebe postupné navazuji.
Kone¢nym produktem anaerobniho rozkladu v nejvice redukovanych podminkach miize

byt metan.

Rozdé&leni pidniho profilu v raselin€ je déleno na tti zdkladni vrstvy 1) akrotelm,
i) mezotelm a iii) katotelm. Nejsvrchnéjsi vrstva raseliny, akrotelm, dosahuje mocnosti
ptiblizné 0-30 cm, je sloZena pfevazné z zivoucich rostlin a je zde nejvétsi prokotfenéni.
Skrze opad rostlinné produkce zde dochazi ke vstupu velkého mnoZstvi uhliku do
degradacnich procest. Pro tuto vrstvu jsou charakteristické houby a aerobni bakterie,
které zde zahajuji rozklad. Houby v této vrstvé mohou byt Iépe ptizpisobeny na nizsi
vlhkost nez bakterie (Peltoniemi et al., 2009). Nicmén¢ vétSina hub neni anaerobni a tak
je jejich existence omezena na povrchu raselinisté a v okoli kofeni aerenchymatickych
rostlin. Lin et al. (2014) v této wvrstvé raSeliny zaznamenali pfFitomnost
taxonu  Acidobacteria, y-Proteobacteria  (Sinobacteraceae), a-Proteobacteria

(Acetobacteraceae) a Verrucomicrobia (Chthoniobacter).

Mezotelm predstavuje piechodovou zOénu mezi oxickym akrotelmem
a anoxickym katotelmem. Tato ptechodova oblast se vyznacuje kolisanim hladiny vody
(cca 30-50 cm) a jedine¢nou ekologickou nikou reprezentujici rozmanitost chemickych
a fyzikalnich vlastnosti, rychlou vyménou iontt, tudiz jsou zde ptitomny jak anaerobni,

tak i aerobni mikroorganismy. Pro mezotelm je charakteristicky intenzivni rozklad.

Katotelm (cca >50 cm) je bez piistupu kysliku konstantné saturovan vodou
aproto je zde nizky a velmi pomaly rozklad organického materialu. V katotelmu

dominuji prevazné archea, pfedev§im metanogenni archea (Lin et al., 2014).



2.3.2 Vegetace a dostupnost zivin

V¢Etsi mineralni bohatost slatinist’ se odrazi na vys$sich hodnotach pH a nasledné
na jejich druhové bohatsi vegetaci. Vrchovisté jsou naopak mineralné chudsi a jsou tak
obecné limitovana zivinami N, P ale i Mg a Ca. Kysela a nutricné chuda vrchovisté
byvaji pievazné pokryta mechy z rodu raseliniku (Sphagnum spp.), které kvuli relativné
vysokému obsahu fenolickych latek tézko podliéhaji rozkladu (Rydin & Jeglum, 2006).
Naopak, vegetace slatinist’ je prizpisobena na vysokou hladinu vody, a proto jsou zde
véetné raseliniku hluboce kofenici rostliny, zvlasté cévnaté rostliny (napi. Carex spp.
a Equisetum spp.), jenz jsou na trvale zamokiené podminky uzptsobeny specialnim
druhem rostlinného pletiva, aerenchymem. Aerenchym umoziuje transportovat kyslik
do kofenovych ¢asti téchto rostlin, coz miZze vysvétlovat doCasnou piitomnost
nékterych obligatné ¢i fakultativné aerobnich mikroorganismi Vv okoli kotfent (Jaatinen
et al., 2005; Reddy & Delaune, 2008). Nizka intenzita dekompozice mize byt patrna
také u opadu ostticovitych rostlin a dievité vegetace. V nepiiznivych podminkach
raSelini$t’ je tento rostlinny material pomérné resistentni a jeho netplny rozklad trva
v fadu nékolika desitek let. Zbytky rostlin v raselinistich, pfedev§im v téch, kde jsou
limitovany zivinami, maji vysoky pomér C:N:P, coz ve vysledku vede k nizsi rychlosti
dekompozice a vys$si akumulaci pudni organické hmoty a celkové se prodluzuje
residenéni ¢as opadu. Za normalnich podminek uvoliuji rostliny do piady kofenové
exsudaty, jako jsou naptiklad sacharidy, aminokyseliny, organické kyseliny a dalsi latky
podporujici bakteridlni rtst a aktivitu. Tyto latky jsou zdrojem snadno dostupné energie
a zdrojem uhliku pro plidni mikroorganismy. Slozeni kofenovych exsudath se lisi
V z&vislosti na rostlinném druhu, vyvojovém stadiu rostliny a na pfirodnich podminkéch

(Reddy & DeLaune, 2008).

2.3.3 Teplota

Vétsina mikroorganismt v boredlnich raSeliniStich jsou psychrotolerantni, tedy

adaptované na Zivot pii nizkych teplotach, ackoliv optimalni teplota psychrotolerantnich



mikroorganismil pro rist se pohybuje kolem 20 °C (Master & Mohn, 1998). Nicméné
teplota patii mezi fidici faktory ovlivitujici biogeochemické procesy v mokiadech.
Zvyseni teploty obecné vede ke zvySeni mikrobidlni aktivity, nasledn¢ také ke zvySeni
spotteby kysliku a ke snizeni redox potencidlu a ovliviiuje rust, aktivitu a pieziti
mikroorganismt (Rydin & Jeglum, 2006; Reddy & DeLaune, 2008). Hej et al. (2008)
ve své studii zjistili, Zze zvySenim teploty se snizovala diverzita a mnozstvi vétSiny
archedlnich mikroorganismii. Ackoliv je prumér ro¢nich teplot v boreélnich raselinistich
relativné nizky, bylo zjiSténo, Ze teplotni optimum pro metanogenezi je blizko 25 °C
a pro metanotrofni spoleenstva 15-20 °C (Dedysh et al., 1998; Metje & Frenzel, 2005).
Avsak 1 pfi 4 °C vykazuji metanogeni relativné vysokou aktivitu (Metje
& Frenzel, 2005). Teplota se v raSelinistich méni Vv pribéhu roku v zavislosti na
lokalnich podminkach klimatického charakteru a zaroven se méni teplota s hloubkou
(Vitt, 2008). Naptiklad v unoru muze teplota v hloubce 20 cm dosahovat teploty 0,1 °C
a v srpnu téhoz roku 13,5 °C, coz muze zpusobovat (in)aktivaci né&kterych

mikroorganismu (Juottonen et al., 2008).

2.3.4 pH

Obecné¢ pH ovliviiuje tadu procesi jako je naptiklad mikrobialni
aktivita, rozpustnost a ionizace anorganickych a organickych slouc¢enin (Paul, 2007).
Nicméné hodnota pH je podle nékterych studii jednim z fidicich faktort ovliviiujici
mikrobni diverzitu a sloZeni vegetace (Fierer & Jackson 2006; Hartman et al., 2008).
Obecné je znamo, Ze slatini$té s vy$$im pH maji vys$si mikrobialni diverzitu a aktivitu
nez vrchovisté s kyselejsim charakterem (napt. Kim et al,, 2008; Lin et al., 2012;
Peltoniemi et al., 2009). Optimalni pH pro rust a vyvoj vétsiny archealnich metanogenti
se pohybuje spiSe kolem neutrdlnich hodnot, av8ak optimalni pH pro bakterie je
v dusledku jejich fyziologické rtiznorodosti §irsi (Zinder, 1993). Napiiklad nékteré
acidobakterie vykazuji ristové optimum pii pH 3,5-4,5, jiné pii 5,5-6,5 (Pankratov et
al., 2008). | ptestoze jsou raSelini§té prirozené¢ spise kyselé biotopy, vétSina
mikroorganismil v nich se na neptiznivé podminky adaptovala a mizeme tak o nich fici

7e jsou acidotolerantni.



2.4 Taxonomické skupiny mikroorganismu v raselinistich
2.4.1 Bakterie

Bakterie v raSeliniStich zaujimaji asi  70-80% z celkového poctu
mikroorganisml (Tveit et al., 2013). Celkova diverzita bakteridlniho spolecenstva je
obecné vysSs$i v minerotrofnich raseliniStich nez ve vrchovistich, zfejm¢ v dusledku
vyssiho pH, které je dle nekterych studii jednim z determinac¢nich faktort mikrobialni
diverzity (Fierer & Jackson 2006; Hartman et al., 2008). Dominantni skupinou
v raSelinistich jsou Acidobacteria a Proteobacteria, jejichz pomérné zastoupeni se méni
s pH a dostupnosti zivin, coz pfedev§im souvisi s typem raSelinisté. Acidobacteria
predstavuji 20-50% vsech bakterii ve slatinistich (Hamberger et al., 2008; Kraigher et
al., 2006; Urbanova & Barta, 2014) a 60-80% ve vrchovistich (Braginet et al., 2013;
Lin et al., 2012; Urbanova & Barta, 2014). Ve vrchovistich tvofi Acidobacteria
dominantni skupinu, protoze jsou dobife adaptované na kyselé a zivinami chudé
podminky raSelinist. Pocetnost Acidobacteria klesa s rostoucim pH a Vv bakterialnim
spoleenstvu minerotrofnich raSelini$t’ jsou nahrazovany jinymi skupinami. Naopak
zastoupeni  Proteobacteria roste od vrchovist, kde piedstavuji 10-35%,
k minerotrofnim raselini$tim, kde tvoii 15-50% bakteridlniho spole¢enstva (Lin et al.,
2012; Serkebaeva et al., 2013; Sun et al., 2014; Urbanova & Barta, 2014; 2016). Dalsi
vyznamné skupiny bakterii v raSeliniStich jsou Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Planctomycetes, Firmicutes, Bacteroidetes, Chloroflexi a Chlamydiae a jejich
procentualni zastoupeni v bakteridlnim spole¢enstvu se vétsinou pohybuje od ~1% do
10% (Bragina et al., 2013; Lin et al., 2012; Serkebaeva et al., 2013; Urbanova & Barta,
2014; 2016). Kmeny, které byly detekovany se zastoupenim do 1% a pouze jen
v nékterych studiich jsou napi. Chlorobi a Nitrospirae (Urbanova & Barta, 2014,
Dedysh et al., 2006; Lin et al., 2012).



2.4.1.1 Acidobacteria

Acidobacteria predstavuji abundantné nejvyznamnéjsi kmen detekovany
v raSeliniStich, coz predstavuje jejich moznou adaptaci na kyselé podminky. Ackoliv
toho o jejich roli v rozkladnych procesech neni ptili§ znamo, nedavna studie objevila, ze
1/3 detekovanych genti enzymu lakazy (-fenol-oxydazy) nalezi kmenu Acidobacteria,
coz mize indikovat jejich vyznam pfi rozkladu fenolickych sloucenin jako je naptiklad
lignin (Ausec et al., 2011). Rozklad sloucenin aromatického charakteru acidobakteriemi
byl potvrzen na zakladé metagenomickych analyz ve studii Lin et al. (2014) a to na
zéklad¢ genil kodujicich enzymy lakazy a dioxygenazy. Na zakladé dalSich studii se
predpoklada jejich potencialni uloha pti degradaci celulozy (Ward et al., 2009;
Pankratov et al., 2011a; 2011b). | pfestoze jsou Acidobacteria detekovani rtiznymi
molekuldrnimi metodami a v raseliniStich se zjevné jednd o jednu z nejvyznamnéjSich
taxonomickych skupin, jejich bliz§i poznani na urovni nizSich taxonomickych kategorii

je zatim nedostate¢né.

2.4.1.2 Proteobacteria

Tento kmen bakterii je obecné délen na celkem pét tfid a-, p-, y-, o-
a e-Proteobacteria, pficemz pro raSelinistni ekosystémy jsou charakteristické prvni ¢tyii
ttidy. Proteobacteria tvoii velmi metabolicky raznorodou skupinu, jenz dokaze
metabolizovat Sirokou $kalu substrati a pouzivat ruzné slouceniny jako elektronové
donory. Piikladem muze byt studie z minerotrofniho raselinisté, kde byly nalezeny
zastupci proteobakterii Sirokého metabolického spektra, naptiklad bakterie fixujici dusik
Bradyrhizobium sp., Devosia sp., nitrifikaéni Nitrosospira sp., denitrifika¢ni
Alcaligenes sp. ¢i sulfat-oxidujici bakterie Thiobacter a Thiobacillus (Kraigher et al.,
2006).

Abundance zastupct tiidy a-, -, a y-Proteobacteria roste od vrchovist' ke
slatinistim (Urbanova & Barta, 2014). Zastupci tfidy o-Proteobacteria, konkrétnéji rodt
Methylocella, Methylocapsa a Methylocystis jsou znamy svou schopnosti oxidovat
metan (Andersen et al., 2013). Burkholderia bryophila, zastupce tiidy S-Proteobacteria,

je velmi rozsifeny druh v mnoha studovanych raSelinistich, ktery vyuziva rizné



organické kyseliny, cukry, alkoholy a nckteré aromatické slouceniny (Bragina et
al., 2013; Morales et al., 2006; Sun et al, 2014). Zastupci ttidy oJ-Proteobacteria,
konkrétngji tady Syntrophobacterales a Desulfovibrionales jsou znami jako sulfat-
redukujici mikroorganismy (Hanson & Hanson, 1998; Morales et al., 2006). Mimoto je
titida o-Proteobacteria diky pomérné metabolické rozmanitosti jednou z klicovych
skupin ve vrchovistich (Morales et al., 2006). Zastupci této tiidy obsahuji kromé sulfat-
redukujicich i1 fermenta¢ni nebo zelezo-redukujici bakterie. Jako vedlejsi produkt jejich
metabolismu je H,, ktery vyuzivaji metanogenni archea ¢i acetogenni bakterie. Mimo
jiné, ve studii Urbanova & Barta (2014) ptedstavoval fad Syntrophobacterales ve
vrchovistich az 95% mikroorganismi tfidy J-Proteobacteria, zatimco ve slatinis§ti mél

zastoupeni asi 0 polovinu nizsi.

2.4.1.3 Actinobacteria

Actinobacteria jsou riznorodou bakterialni skupinou, avSak vétSina znamych
zéastupct tohoto kmene jsou aerobni, ale dokazi se ptizptisobit i anoxickym podminkdm
(Kotiaho et al., 2013). Serkebaeva et al. (2013) detekovali v anaerobni vrstvé dokonce
0 néco vice Actinobacteria (10,7%) nez ve vrstvé aerobni (9,5%). V ombrotrofnich
raSeliniStich, kde jsou vyznamnou soucasti vegetace mechy rodu Sphagnum, patii
Actinobacteria mezi vyznamnou slozku dekompozi¢nich mikroorganismi. Diky
produkci extracelularnich enzymd, které maji podobné vlastnosti jako enzymy
produkované né€kterymi houbami, dokazi rozkladat lignin, chitin, pektin, celulozu
a huminové kyseliny, coz jim mMimo jin¢ umoziuje piezit v prostiedi s nizkou

dostupnosti uhliku (Paul & Clark, 1996; Peltoniemi et al., 2012).

2.4.2 Archea

Piestoze archea piedstavuji pouze 1-2% z celého mikrobniho
spolecenstva, n¢které jejich skupiny hraji vyznamnou roli v anaerobnim rozkladu.
Pfitomnost archei je typicka ptfedev§im pro anaerobni vrstvu raseliny. Tento fakt
potvrzuje studie Lin et al. (2014), kde abundance archea rostla s hloubkou a v katotelmu

predstavovala az 60% mikrobniho spoleCenstva, pfiemz v provzdu$néné vrstvé
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predstavovala méné nez 1%. Diverzita archei je obecné vyssi ve slatiniStich nez ve
vrchovistich. Dominantni skupinou jsou piedev§im metanogenni archea. Avsak
nemetanogenni archea mohou piedstavovat metabolicky velmi rtznorodé skupiny
adaptované na anaerobni podminky. RozsSifené nemetanogenni archea reprezentuji
zastupci z kmeni Thermoplasmata, Marine Bentic Group A (MBGA) nebo
Miscellaneous Crenarchaeota group (MCG). Castymi nemetanogennimi zastupci na
vrchovistich jsou i archea z tadu Thaumarchaeota, jenZz mohou mit schopnost
nitrifikace (Puglisi et al., 2014; Urbanova & Barta, 2016).

Nejprostudovanéjsi archealni skupinou jsou Vv soucasné dobé metanogenni
archea, ktera se d¢éli do péti fada - Methanopyrales, Methanobacteriales,
Methanococcales, Methanomicrobiales a Methanosarcinales a jejich zastoupeni
Vv raSeliniStich se 1i§i s ménicimi se environmentalnimi podminkami jako je pH, teplota
¢i slozeni vegetace (Garcia et al., 2000; Rooney-Varga et al., 2007). Piikladem je fad
metanogeni Methanomicrobiales, ktery se vyskytuje hlavné ve vrchovistich, zatimco
Methanobacteriales ve slatinistich (Lin et al., 2014; Urbanova & Barta, 2014; 2016).
Podobné jako wu bakterii, také diverzita metanogennich archei roste podél
ekohydrologického gradientu od vrchovist k minerotrofnim raSelinistim (Urbanova

& Barta, 2016).

2.5 Vyznamné funkéni skupiny mikroorganismu v raselinistich

Ve srovnani s taxonomickou hierarchii jsou do funkénich skupin zafazovany
mikroorganismy, které v ekosystému zajistuji podobné nebo stejné procesy, tedy maji
podobny metabolismus. Funkéni skupiny hraji v raSelinistich nepostradatelnou roli,
avSak soucasné poznéani o téchto skupindch v raSelinistich je stile jesté na pocatcich.
Jsou predevSim studovany metanogenni (napi. Juottonen et al., 2005; 2006; 2008;
Kotiaho et al., 2010) a metanotrofni mikrobni specialisté (napt. Jaatinen et al., 2005;
Gupta et al., 2012) nebo sulfat-redukujici bakterie (napt. Pester et al., 2012). Navzdory

vvvvvv

Acidobacteria, ktera tvofi vyznamnou souéast mikrobialniho spolecenstva raselinist.

| pfestoZe se tedy zdjem o studium mikroorganismi v raseliniStich v poslednich

dvou desetiletich zna¢né zvysil, jsou rizné skupiny mikroorganismui a jejich specifické
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funkce stale nedostate¢né prozkoumany. Nejasna naptiklad zlstava otazka souvislosti

druhové rozmanitosti a funkce v ramci mikrobnich spolecenstev (Andersen et al., 2013).

2.5.1 Metanogenni archea

Metanogenni  archea  pfedstavuji z  ekologického hlediska  jednu
z nejvyznamnéjSich funkénich skupin mikroorganismi v raSeliniStich, jelikoz
koncovym produktem jejich metabolismu je metan (CH,). Metan je po oxidu uhli¢itém
druhym nejvyznamnéj$im sklenikovym plynem, jenz ma o 20-30x vys$si potencial
v absorpci tepla nez ma oxid uhli¢ity (CO;). Ro¢né je z raSelinist do atmosféry
uvolnéno 30-40 Tg metanu, coz z globalniho hlediska odpovida asi 6-7% z celkovych
emisi metanu vypusténych do atmosféry za rok (Cicerone & Oremland, 1988;
Khalil & Rasmussen, 1983).

Metanogenni archea jsou obligatné anaerobni mikroorganismy, kteti v raseliniStich
zajistuji proces metanogeneze - proces, kterym se rozumi produkce metanu
v anoxickych podminkach. Metanogeneze je poslednim stupném anaerobni degradace
organické hmoty, kde vyslednymi produkty jsou CH4 a CO,. Tato specificka funkéni
skupina mikroorganismi funguje v mokfadnich padach s nizkym redukénim
potencialem (Ej) <-200 mV (Reddy & Delaune, 2008; Le Mer & Roger, 2001). Podle
metabolickych cest a tedy vyuzivaného substratu jsou metanogenni archea rozdélovana

do tii skupin (Garcia et al., 2000; Madigan & Martinko, 2006):
1) hydrogenotrofové oxidujici H; a redukujici CO,
4H, + CO,—CH, + 2H,0

ii) metylotrofové metabolizujici metylové slouceniny jako metanol (CH3;OH),
metylaminy (CHsNHs"), dimetylaminy [(CH3)NH;")], trimetylaminy [(CHs)sNH],
metylmerkaptan (CH3SH) nebo dimetylsulfid [(CH3),S]

ii1) acetotrofové vyuzivajici acetat k tvorbé metanu

CH3;COOH — CH4 + CO,
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Hydrogenotrofové piedstavuji 77% znamych metanogennich druhi (Le Mer & Roger,
2001). Avsak 2/3 produkce metanu pochazi z acetotrofni metanogeneze. Acetat je
nejpouzivanéj$im substratem pro metanogenezi v mnoha sladkovodnich anaerobnich
ekosystémech (Schulz & Conrad, 1994).S ohledem na typ raSelinist¢ jsou
hydrogenotrofové dominujici skupinou v ombrotrofnich raSeliniStich, zatimco
acetotrofové v raseliniStich minerotrofnich (Cadillo-Quiroz et al., 2006; Galand et al.,
2005). Vyskyt acetotrofnich metanogent je ve slatiniStich vyss$i ziejmé v dusledku
pritomnosti ostficovitych rostlin, které poskytuji dostatek substratu (Strom et al., 2003).
Nektera raseliniSté vSak vykazovala opaéné vysledky, nez jsou obecné uznavané trendy
Vv zastoupeni hydrogenotrofnich a acetotrofnich metanogent (Bréduer et al. 2004). To
muze byt zplisobeno specifickymi environmentalnimi podminkami dané¢ho mista, avSak
nejsou pro to zcela jasna vysvétleni. Zajimavy je fad Methanosarcinales, ktery zahrnuje
vétSinu metanogennich acetotrofi a metylotrofii. Jejich pfitomnost byla mimo
raSeliniSté potvrzena ve sladkovodnim a motfském sedimentu nebo ve vyhnivacich
nadrzich (Garcia et al., 2000). Zajimavé je také procentudlni zastoupeni tohoto fadu v
porovnani s nékterymi studiemi. Ve studii Lin et al. (2014) tvofil dominantni slozku
archedlni komunity, naopak ve studii Urbanova & Barta (2014) byli jeho zastupci pouze

v minoritnim zastoupeni, tedy méné nez 1 %.

Faktor, ktery vyrazn¢ reguluje metanogenezi je hladina podzemni vody a tedy
stabilita anaerobnich podminek. S tim souvisi i koncentrace ostatnich elektronovych
akceptort jako jsou NO3. SO,%; Fe**, v jejichz ptitomnosti je metanogeneze limitovana
(Rydin & Jeglum, 2006). Metanogeni jsou znami jako kompeti¢né slabé organismy,
proto jsou V piitomnosti jinych elektronovych akceptori snadno vykonkurovani jinymi
skupinami mikroorganismi, které vyuZzivaji acetat jako substrat ¢&i H' ionty (napf.
acetotrofni, homoacetogenni, siru-redukujici ¢i Fe-redukujici bakterie). Dalsimi faktory
jsou dostupnost a kvalita organického materialu (napt. Cerstvy opad nebo kofenové
exsudaty), na nichz zavisi 1 dostupnost substrdtu pro metanogeny a jiné funkcni
skupiny. Dostupnost substratu pro metanogeny, a tedy i jejich aktivita, je zavisla na
pochodech jinych mikroorganismi, konkrétné na hydrolytickych, fermentacnich
a acetogennich bakteriich (Reddy & DelLaune, 2008).
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2.5.2 Metanotrofni bakterie

Metanotrofni bakterie (metan-oxidujici bakterie, MOB) se narozdil od
metanogend podileji na snizovani emisi metanu z raseliniSt’ (moktadd) jeho oxidaci
a hraji vyznamnou roli ve vyslednych emisich metanu unikajicich do atmosféry. MOB
patii do skupiny obligatné acrobnich gram-negativnich bakterii vyuzivajici metan jako
jediny zdroj uhliku a energie (Hanson & Hanson, 1996). Podle afinity k metanu jsou

MOB rozdélovany na dva typy:

typ | MOB) oxiduji metan pii koncentracich <12 ppm, coz je hodnota blizka
koncentraci metanu v atmosféfe. Patii sem c¢eled Methylococcaceae (napf.
Methylobacter sp., Methylococcus sp., Methylomonas sp.) z kmene y-Proteobacteria,
jehoz zastupci byvaji detekovani pfedev§im v aerobni vrstvé raseliny (Lin et al., 2012;
Serkebaeva et al., 2013). Je odhadovano, ze MOB typu | dokazi oxidovat az deset
procent z celkového mnozstvi mikrobialni spotfeby metanu. MOB tohoto typu jsou
nalézany také v nékterych lesnich piidach a v plidach s neutralnim pH (Andersen et al.,

2013; Hanson & Hanson, 1996).

typ Il MOB) oxiduji metan pii koncentracich >40 ppm. Patii sem celed
Methylocystaceae (Methylosinus sp.) z kmene a-Proteobacteria (Lin et al., 2012).
Byvaji povazovany za vyznamnou a ¢asto dominantni skupinu MOB v raselinistich.
Vyskyt tohoto typu MOB je typicky pro ekosystémy s vyznamnou piitomnosti
metanogeni a tedy vysokou koncentraci metanu, kterym jsou vcetné¢ raseliniSt

naptiklad ryzova pole nebo skladky (Le Mer & Roger, 2001; Urbanova & Barta, 2014).

V raselinistich jsou MOB ptitomny v provzdusnéné vrstvé raseliny a v aerobni
rhizosféte rostlin s aecrenchymem (Gilbert & Frenzel, 1995). Nejvyssi aktivita MOB je
tésné¢ nad hladinou podzemni vody, kde je dostatecné mnozstvi metanu a kysliku
zaroven (Jaatinen et al., 2005; Juottonen, et al., 2012; Sundh et al., 1994). Bylo
zaznamenano, ze néktefi zastupci MOB dokazi vyuzivat jiné elektronové akceptory,
jako jsou nitraty (NOs3) (Reddy & DeLaune, 2008) nebo sulfity (SO4*) (Smemo
& Yavitt, 2011). Naopak Vv piitomnosti amonnych iontii NH," miize byt aktivita a rist
MOB zpomalena (Le Mer & Roger, 2001).
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Z taxonomického hlediska byl v raSeliniStich detekovan pouze kmen
Proteobacteria, v ttidach o- a y-Proteobacteria. MOB typu I, Methylocystaceae tvotili
dominantni slozku MOB jak ve vrchovisti, tak ve slatiniSti se zastoupenim 0,8-1,6%
z celkového mikrobialniho spolecenstva (Lin et al., 2012). Druhové slozeni MOB se 1isi
mezi vrchovisti a slatiniSti v zavislosti na pH a vegetacnim slozeni (Jaatinen et al.,
2005). Prevladajicim rodem ve vrchovistich je MOB rodu Methylocystis, ktery je
tolerantni k nizkému pH (Dedysh et al., 2003). Ve studii Urbanova & Barta (2014)
zaujimala ¢eled’ Methylocystaceae 1,6% bakterialniho spoleCenstva ve vrchovisti a 2%
ve slatinisti, @ naopak MOB typu I, ¢eled Methylococcaceae, tvotili 0,2%. Ruzné
skupiny metanotrofli se mohou liSit v ramci tolerance k do¢asnému zaplaveni. Zastupci
celedi Methylocystaceae (rod Methylosinus a Methylocystis) byli nalezeni v anaerobni
a aerobni vrstvé raseliny, a pfedpokldda se, Ze diky fermentaci zasobni slouceniny
poly-B-hydroxybutyratu maji schopnost snaset dlouha obdobi nedostatku kysliku
v anaerobnich podminkach (Vecherskaya et al., 2009). Naproti tomu celed
Methylococcaceae byla detekovana pouze ve vrstvé aerobni a neni schopna tolerovat

dlouhodobéjsi obdobi bez kysliku (Sarkebaeva et al., 2013).

2.5.3 Sulfat redukujici mikroorganismy

Sulfat redukujici mikroorganismy (SRM) jsou soucasti kolob&éhu siry, a proto
jsou povazovany za dulezitou slozku substratovych piemén v ekosystémech, piestoze
pfedstavuji velmi maly zlomek mikrobidlni populace v raSelinistich (<1%).
Taxonomicky jsou fazeny do kment Proteobacteria (resp. o-Proteobacteria)
a Firmicutes (Bharathi, 2008; Pester et al., 2012). SRM jsou obligatné anaerobni
organismy, které oxiduji organické slouCeniny na CO, a zaroven redukuji sulfat
(SO4%), ktery pouzivaji jako terminalni akceptor elektronu, na sirové slouceniny, Gasto

HS.

V mokiadech tkvi dalezitost SRM ptedevsim v mineralizaci siry, ale svymi
metabolickymi cestami se vyznamné podileji také na cyklu uhliku a dusiku (Muyzer
& Stams, 2008). V anaerobnich podminkach, pro které je charakteristicky nizky redoxni
potencial (En) <-100 mV, kompetituji tyto mikroorganismy O substrat predev§im

s fermentacnimi, metanogennimi a acetogennimi bakteriemi (Muyzer & Stams, 2008;
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Reddy & Delaune, 2008). Metabolicka riznorodost SRM dovoluje degradovat Siroké
spektrum organickych nizkomolekularnich latek jako je naptiklad acetat, etanol, malat
nebo laktat (Reddy & Delaune, 2008). V dusledku toho jsou SRM zavisli na
metabolitech jinych funkénich skupin, zejména nékterych fermentacnich bakterii
(Reddy & Delaune, 2008). Navic nedokazi syntetizovat hydrolytické enzymy a proto
nejsou schopny hydrolyzovat polymery (jako napiiklad celulozu ¢i skrob) (Muyzer
& Stams, 2008). Pfi sezonnim kolisani hladiny vody dokazi SRM v oxickych
podminkéach povrchové raseliny oxidovat redukované sloudeniny siry na SO42. Oxidace

SO4* miZe nastat také kolem kofent rostlin (Smemo & Yavitt, 2011).

2.5.4 Nitrifikaéni mikroorganismy

Dusik je vyznamnym biogennim prvkem, jenz ma stavebni, nutri¢ni a esencialni
charakter. Prvotnim zdrojem pudniho dusiku je atmosféra, odkud se pomoci
dusik-fixujicimi  mikroorganismy dostava do puadniho prostiedi. Pusobenim
amonifika¢nich bakterii je do pidy uvoliiovan amoniak. V $ir§im méfitku je amoniak
jednim z koncovych produkt rozpadu organického materidlu a odpadnim produktem
bunééného metabolismu (Ward, 2008). Procesem nitrifikace, jeZ je nezbytnou soucasti
procesu cyklu dusiku, se rozumi oxidace amonného iontu (NH4") na ion dusitanovy
(NO2) a dusi¢nanovy (NOg3). Tento fetézec reakci probiha pii dostate¢ném nasyceni
kyslikem, v aerobni vrstvé nebo v samotné raselin¢ v okoli kofenii acrenchymatickych
rostlin (Rydin & Jeglum, 2006). Z ekologického hlediska je nitrifikace vyznamnym
procesem v pude, jelikoz jsou do prostiedi vypoustény dusikaté ionty NOj,, které
rostlindm slouzi jako zdroj dusikaté vyzivy. NOs je vSak velmi mobilni iont a miize
dochazet k jeho vyplavovani z ekosystému a tedy zne¢isténi podzemnich a povrchovych
vod a acidifikaci. Nitrifikacni mikroorganismy jsou podle oxidovaného substratu
rozd&lovany na dvé skupiny: i) amoniak-oxidujici mikroorganismy, které oxiduji NH;"
na NO; a ii) nitrit-oxidujici mikroorganismy, které¢ oxiduji NO;  na NO; (Reddy
& Delaune, 2008)

Oxidaci amoniaku =zajistuji mikroorganismy z kmene Proteobacteria,
konkrétnéji rody Nitrosomonas, Nitrosospira a Nitrosococcus (Kowalchuk & Stephen,

2001). Bakterie z rodu Nitrosomonas a Nitrosococcus oxiduji NH;" na NO,’, zatimco
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bakterie rodu Nitrobacter zajistuji oxidaci druhé casti reakce, NO; na NOj
(Liou & Madsen, 2008). Vyjimkou aerobni oxidace amoniaku je jeho oxidace
V bezkyslikatém prostfedi (annamox). Na procesu annamox se podili zejména
mikroorganismy z fadu Planctomycetales konkrétnéji rody Brocadia, Kuenenia,
Scalindula a Anammoxoglobus. Existence téchto organismt byla zatim prokazana pouze
v moiskych a pobfeznich sedimentech a Vv usti nékterych ek (Francis et al., 2007).
Schopnost nitrifikace byla vsak identifikovana i pro zastupce z fylogenetické domény
archea. Prikladem je kmen Thaumarchaeota, jehoz nitrifika¢ni zastupci se vyskytuji
nejen v moiskych ale 1 ve sladkovodnich terestrickych ekosystémech. Konkrétni
zastupce tohoto kmene, Nitrosotalea devanaterra, byl objeven v ombrotrofnim

a v minerotrofnim raselinisti (Herrmann et al., 2012; Puglisi et al., 2014).

2.5.5 Denitrifikaéni mikroorganismy

Denitrifikace je uzce spojena s nitrifikaci, kdy je vysledny produkt nitrifikace,
NOs, redukovan na N;O nebo na molekularni dvouatomovy N; V anaerobnich
podminkach. Ve skutecnosti se jedna o vicefazovy proces, kdy je NO3z™ redukovan ve
vice krocich za pritomnosti specifickych enzymi. Prostou difuzi je N,O vypoustén do
atmosféry, kde se stava soucasti sklenikovych plynt. Denitrifikacni bakterie tak
ochuzuji raselinnou piidu o anorganickou dusikatou vyzivu, kterd je dulezita pro rust
a vyvoj rostlin. Denitrifikace probihd v podminkach za nizkého obsahu kysliku nebo
V jeho uplné absenci pti redoxnim potencialu (Ep) <-85 mV (Reddy & DeLaune, 2008).
V hlubSich vrstvach raseliny je denitrifikace limitovana nedostatkem elektronovych
akceptord, hlavné v kyselych ombrotrofnich raSeliniStich, kde je zasoba NOj3 iontu
minimalni (Mandic-Mulec et al.,, 2014; Wieder & Vitt, 2006). Fylogeneticky patii
denitrifika¢ni bakterie jak mezi bakterie tak i archea. Nejvice denitrifika¢nich bakterii je
fazeno do kmene y-Proteobacteria (napt. Pseudomonas stutzeri, P. aeruginosa a P.

fluorescens).

2.5.6 Acetogenni bakterie
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Produktem acetogennich bakterii je acetat (CH3COOH), ktery v raselinistich plni
funkci jako vychozi substrat pro nékteré metanogeny a sulfat-redukujici bakterie
(Muyzer & Stams, 2008). Naopak acetogenni bakterie Si konkuruji o CO,
a Hy s hydrogenotrofnimi metanogeny (Kotsyurbenko et al., 2001). N¢které acetogenni
bakterie produkuji misto acetatu laktat nebo etanol (Drake et al., 2006). VétSina
izolovanych acetogend byla nalezena v anoxickych podminkach pii pH pohybujici se
kolem neutralnich hodnot (Drake, 1994). Lin et al. (2014) zaznamenali piitomnost
klicového enzymu acetogennich mikroorganismii formyltetrahydrofolat-syntetasy
v mezotelmu a katotelmu, coz znaci pievahu oxidace CO; v anaerobnich podminkach.

Taxonomicky se acetogenni bakterie fadi do kmene Firmicutes.

2.5.7 Mikroorganismy rozkladajici celulézu a lignin

V raseliniStich je rostlinny opad tvofen piedev§im z tézko rozlozitelnych latek
ligninového charakteru, ktery je prostfednictvim extracelularnich enzymu bakterii a hub
postupné¢  degradovan.  Rozlozitelnost téchto sloucenin klesd v  pofadi
celuldoza > hemiceluloza > lignin (Reddy & DeLaune, 2008). Houby jsou vnimany jako
primarni dekompozitofi z hlediska produkce nékterych enzyma jako jsou lignocelulozu-
degradujici enzymy, lakaza-, lignin-peroxidazy a celulazy (Paul, 2007). Produkce
podobnych enzymit, piedevsim lignin degradujicich, byla prokazana u tiidy
Actinomycetes (kmen Actinobacteria), avsak efektivita bakteridlnich enzymui neni tak
vysoka jako u hub (Brown & Chang, 2014). Celulolytické enzymy dokazi produkovat
nékteré bakterie, jako jsou napiiklad Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces
a Clostridium. Je pfedpokladana zavislost mezi diverzitou mikroorganismu
rozkladajicich celulézu a klimatickymi podminkami, jakymi jsou mnoZstvi srdzek
a teplota (Dobrovol’skaya et al.,, 2012). V této studii bylo zjisténo, ze pii srazkoveé
suchém mésici dominovali Cytophaga, Myxococcales a Streptomyces, zatimco pfi
dlouhotrvajicich destich byli v mensiné. Celulolyticky zastupce aktinomycet,
Acidothermus cellulolyticus, je vyskytem typicky pro prostiedi termalnich prament,
avSak na zakladé¢ sekvenacni podobnosti byl detekovan iV minerotrofnim raselinisti

(Peltoniemi et al., 2009).
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2.6 Zmény v mikrobnim spolec¢enstvu raselinist’ viivem
odvodnéni

Odvodnénim jsou naruSeny fyzikalné-chemické vlastnosti raseliny, avsak
v disledku odvodnéni dochazi i k postupnym zménam v druhové skladbé vegetace
anasledn¢ i ve struktufe mikrobialniho spolecenstva. NaruSeni pfirozeného vodniho
rezimu odvodnénim je vazné naruSeno fungovani raSelinného biotopu a zpusobuje
pfedevS§im rozkolisani hladiny podzemni vody a jeji pokles. Nasledkem toho se
rozsifuje aerobni zoéna raSeliny, ktera poskytuje piiznivéjsi podminky pro aerobni
skupiny rozkladact, jako jsou néktera spoleCenstva gram-negativnich bakterii a hub
(Jaatinen et al., 2008; Peltoniemi et al., 2009). Rozkladem a sesedanim se méni
objemova hmotnost raseliny a dochazi tim k jejimu zvySovani (Jaatinen et al., 2005;
Urbanova & Barta, 2016). V disledku hydrologickych zmén se obménuje i pfirozena
skladba vegetace. Ustupuji aerenchymatické rostliny s hlubokymi kofeny, jako jsou
nékteré druhy ostficovitych a Sachorovitych rostlin a jsou tak ¢asto nahrazovany lu¢nimi
¢1 lesnimi druhy s mélkym zakofenénim. Piikladem suchomilné;$i vegetace mohou byt
nékteré kefickovité druhy (Vaccinium uliginosum, V. myrtillus. Ledum palustre) c¢i
dokonce porosty stromi (Betula pubescens, Picea abies; Pinus sylvestris) a v krajnich
piipadech mize dochazet az k zalesnéni (Laine et al., 1995). V mechovém patru jsou
raSeliniky nahrazovany jinymi druhy mechorostd a dochazi k jejich fragmentaci
(Jaatinen et al., 2007; Peltoniemi et al., 2009; 2012; Urbanova & Barta, 2016). Do
raselinného ekosystému se tak dostava vyssi mnozstvi aromatickych, karboxylovych ale

i fenolickych slou¢enin (Blodau & Siems, 2012).

Je nutno zdlraznit, ze v soucasné dob¢ existuje velmi malé mnozstvi praci, které
se zabyvaji strukturou mikrobniho spoleCenstva na odvodnénych raseliniStich. Dalsi
minimum studii, jenz se zabyva touto problematikou, se vénuje urc¢ité¢ funkéni skupiné
(napf. Jaatinen et al., 2005). Vzhledem k nedostatku studii na tuto problematiku ¢erpam
ptedevs$im z prace Urbanova & Barta (2016). Tato studie zjistila, Ze vlivem
dlouhodobého odvodnéni (>40 let) se snizila mikrobialni rozmanitost ve studovaném
slatini$ti a naopak, diverzita mikroorganismii na vrchovisti mirné vzrostla. Na
vrchovisti k vyraznym zménam v bakteridlnim sloZeni nedoslo, i po odvodnéni zde stale

dominovaly bakterialni kmeny Acidobacteria (~80%) a Proteobacteria (~11%),
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minoritni zmény se udaly pouze v drobném narGstu kmentt Planctomycetes,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Actinobacteria a Elusimicrobia (o 0,12-1,55% vlivem
odvodnéni). Nicméné na slatinisti byly zmény patrnéjsi. Abundance dominantniho
kmene Acidobacteria se zvysila z 51% na 75% vlivem odvodnéni a naopak kleslo
zastoupeni Proteobacteria (z 23% na 12%) a Verrucomicrobia (z 10,6% na 3,2%).
Zména vlivem odvodnéni byla pozorovana také v nartstu abundance kmene Nitrospirae
(z 1,7% na 5%) a mén¢ patrnéj$i nartst u Planctomycetes (z 0,97% na 1,2%). Ostatni
taxonomické skupiny kmenti Bacteroidetes, Actinobacteria, Elusimicrobia, Chloroflexi
a Chlorobi vykazovaly vlivem odvodnéni na slatinisti pokles (o 0,6—1,75%). Relativné
podobné slozeni mikrobniho spolecenstva na vrchovisti mezi pfirozenym a naruSenym
raSelinistém mulze byt zplisobeno malymi zménami biogeochemickych vlastnosti
raseliny. Vrchovisté se tedy zdaji byt odoIn€jsi vii¢i odvodnéni, jelikoz jsou ptirozené
oligotrofni a kyselé¢ s nizkou dostupnosti substratu (Kraigher et al., 2006; Urbanova
& Barta, 2016). NavySeni abundance kmene Acidobacteria na minerotrofnim slatinisti
muze byt zpisobeno jejich degradac¢ni schopnosti aromatickych sloucenin, které jsou

vnaseny do raselinného biotopu zménou vegetacniho pokryvu.

Naproti tomu vyznamné zmény se vlivem odvodnéni udaly v archealnim
spole¢enstvu studovanych raselinist. V pfirozeném vrchovisti dominovali metanogenni
Methanomicrobia (68%) a méné zastoupené byly nemetanogenni skupiny MBGA,
MCG, Thermoplasmata a Thaumarchaeota (9-7%). Odvodnénim narostla abundance
pravé nemetanogennich kmeni MBGA (~62%) a Thermoplastmata (~29%). Podobny
trend vykazovalo i minerotrofni slatinis§té, kde v pfirozeném stavu dominovali pro
slatini§té typické Methanobacteria (~48%) spolu s Methanomicrobia (~25%).
Odvodnéni zpisobilo vyrazny Gstup metanogennich skupin (<1%) a vedlo k dominanci
nemetanogennich kmeni Thaumarchaeota a MBGA (Urbanova & Barta, 2016).
V disledku odvodnéni je tedy vyrazné snizena produkce CHa. Ackoliv tvori
nemetanogenni archea po odvodnéni dominantni skupinu, jejich funkce je v raselinistich

stale nejasna.

Hladina podzemni vody tvofi hranici mezi aerobnimi a anaerobnimi procesy
a odvodnénim se tato hranice posunuje hloub&ji do pldniho profilu. Metanogenni
spolecenstva jsou snizenim hladiny vody zatlacena hloubéji do plidniho profilu,

a ackoliv se pfedpoklada, ze jsou schopny piezit v ramci aerobni vrstvy v tzv.
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anaerobnich mikro-habitatech, jejich aktivita mize byt z diivodu nedostatku vhodného
substratu pro jejich rust zna¢n¢ limitovana. Metanotrofni bakterie jsou zivotni strategii
zavislé na pritomnosti metanogennich specialistd, a proto vlivem odvodnéni dochazi
s poklesem metanogentt i K poklesu abundance metanotrofnich bakterii v disledku
nedostatku substratu (Jaatinen et al., 2005). Jaatinen et al. (2005) studovali, jak se MOB
méni vlivem odvodnéni v ombrotrofnim vrchovisti a oligotrofnim slatinisti. Ackoliv
byli MOB detekovani v obou typech raselinist’ i po dlouhodobém odvodnéni, byl
zaznamenan vyrazny pokles oxidace CHa, zejména ve slatinisti (o ~ 85%) v porovnani s
vrchovistém (o ~ 30%). Pokles MOB byl zaznamenan také ve studii Urbanova & Barta

(2016) kde ¢etnost MOB klesla 0 60-90% v porovnani s neodvodnénymi plochami.

2.7 Zavéry

Mikrobni spolecenstva se vyznamné podileji na biodegradaci, substratovych
pfeménach, kolobéhu prvka a Zivin, a prestoze patfi mezi nejmensi znamou sloZku
bioty, jejich funkce jsou nenahraditelné. V ombrotrofnich a minerotrofnich
nenaruSenych raSelinistich se od sebe liSi v abundanci a aktivité, avSak pii pohledu na
detailngjsi taxonomickou hierarchii mohou obsahovat i odlisné mikrobialni skupiny. To
je zpusobeno o0dlisnymi environmentalni podminkami téchto typu raSelinist’ jako je

piedevsim pH, dostupnost zivin ¢i vegetacni slozeni.

Zménou vodniho rezimu raselinisté vlivem odvodnéni je narusena jeho pfirozena
schopnost vazat vodu, ziviny a akumulovat organickou hmotu. Odvodnéni tedy vede ke
zméné biogeochemickych vlastnosti raseliny a ke zméné rozkladnych procesu.
Dusledkem je nejen zména uhlikové bilance ekosystému, ale pifedev§im zména ve
slozeni spolecenstva mikroorganismii a jeho fungovani. RozSifena aerobni vrstva
umoznuje rozSifeni aerobnich spolecenstev, piedevS§im acidobakterii. Naopak,
spoleCenstva anaerobnich mikroorganismii, pfedev§im metanogendi, jsou zatlacena
hloubéji do pludniho profilu, kde je niz$i dostupnost substratu. Degradace raseliniSt’
vlivem odvodnéni je jedno z aktualnich témat, jehoz disledkem je ztrata cennych
ekosystémovych funkci raSelini$t, jakymi je pravé akumulace uhliku ¢i dilezita role
V hydrologii a biodiverzité¢ krajiny. Z tohoto divodu se v poslednich né€kolika deseti

letech pfistupuje k revitalizaci raSelinis$t, jejichZ cilem je navraceni tohoto cenného
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ekosystému do jeho pivodniho stavu. Mikrobni spoleCenstva raselinist’ citlivé reaguji
na zmény environmentalnich podminek a mohou byt tak vyuzita k detekci naruseni, ¢i
obnovy ekosystému po revitalizaci (Nurulita et al., 2016). A proto se mikrobnim
spoleCenstvem jakozto vhodnym nastrojem k vyhodnoceni stavu ekosystému zabyvam

Vv projektové ¢asti této bakalarské prace.
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3 Projekt

3.1 Cile projektu

Projekt navrhuje studium slozeni mikrobidlniho spolecenstva se zaméfenim na
bakterie a archea na dlouhodobé odvodnéném a revitalizovaném raselinisti dvou typu.
Cilem je nejen vyhodnoceni uspé$nosti revitalizace, ale i otestovani vhodnosti analyzy
sloZeni mikrobidlniho spolecenstva jako indikatoru naruseni ¢i obnovy ekosystému.
Ziskané vysledky poslouzi k porovnani s mikrobidlnim spoleenstvem na pfirozeném

raSelinisti stejného typu.

3.2 Hypotézy

Dlouhodobé odvodnéni vede obecné ke zméndm ve slozeni mikrobniho
spolecenstva. Na odvodnénych raSeliniStich je ocekavana celkové niz$i bakteridlni
diverzita a dominance kmene Acidobacteria. Vlivem odvodnéni dojde k nahrazeni
metanogennich skupin nemetanogennimi zastupci archei. Po revitalizaci by mélo
dochazet k postupnému navratu pavodnich metanogennich a metanotrofnich
spoleenstev a k obnoveni celkové rozmanitosti a pocetnosti bakterialnich skupin.
Predpokladame, ze revitalizovana raselinisté budou vykazovat podobnou mikrobialni

strukturu jako pfirozena raselinisté stejného typu.

3.3 Navrh projektu
3.3.1 Charakteristika lokalit

Pro tcely projektu byla vybrdna vzdy jedna odvodnénd a jedna revitalizovana
lokalita pro vrchovi§té a minerotrofni radelini§té nachazejici se v oblasti Sumavy.
Z dosavadnich odbérti raSeliny jsou dostupné data o sloZeni mikrobialniho spolecenstva
na ptirozenych raselinistich vcetné biogeochemickych charakteristik raseliny (napft.

Urbanova & Barta, 2014, 2016).
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Zhuirské louky — odvodnené a revitalizované minerotrofni raseliniste

Lokality se nachazi na mirnych svazich a okrajich nivy horniho toku Kiemelné
v nadmoiské vysSce 900 m n.m. (49°10'50 N, 13°19'18 E). Jedna se o rozsahly komplex
odvodnénych minerotrofnich raselinist pobliz byvalé osady Zhtfi zapadné od
Hartmanic. Cést raSelinist byla vroce 2014 revitalizovana. Vegetaéni struktura je
riznoroda v zavislosti na intenzité odvodnéni jednotlivych casti raselinisté. Na vlh¢ich
Iépe zachovanych ploskach se vyskytuji porosty ostiice zobénkaté (Carex rostrata)
s vysokou pokryvnosti raselinikdi. Naopak na suchych degradovanych ¢astech prevazuji
druhy jako ostfice obecna (C. nigra), o. tieslicovita (C. brizoides), bezkolenec modry

(Molinia caerulea) a smilka tuha (Nardus stricta) bez mechového patra.
Ptaci slat’ — odvodnéné vrchovisté

Odvodnéné vrchovisté se nachazi pobliz Filipovy Huti v blizkosti byvalé Pta¢i nadrze
v nadmoiské vysce 1130 m n.m. (48°59'11 N, 13°30'38 E). Pievladaji zde ketickové
formace s dominantni vlochyni bahenni (Vaccinium uliginosum), podél odvodnovacich ryh
doslo k sifeni kle¢i (Pinus x rotundata) a smrku (Picea abies). T¢leso raselinisté protina

jedna Siroka odvodiiovaci ryha a po obvodu jej obklopuji dalsi odvodiovaci ryhy.
Schachtenfilz- revitalizované vrchoviste

Revitalizované vrchovisté se nachazi v oblasti Modravskych slati. Lezi v nadmoiské
vySce 1140 m n.m a jeho rozloha ¢inni 1,2 ha (49°1'42 N, 13°24'20 E). Revitaliza¢ni
opatieni byla provedena v roce 2008 pichrazenim odvodnovacich ryh. Raselinisté je
pokryto piedev§im porosty suchopyrku trsnatého (Trichophorum caespitosum)
Vv centralnich ¢astech a kefickovitou vegetaci s dominantni vlochyni bahenni (Vaccinium
uliginosum) na okrajich a podél piavodnich odvodnovacich kanalid. Vegetace
vrchovistnich Slenkl zcela chybi. Podél zaplavenych kanalli dochézi k §iteni suchopyru
pochvatého (Eriophorum vaginatum), raselinikti a naopak zde ustupuji keti¢ky a doslo

k odumfeni jednotlivych stromd smrku.

3.3.2 Odbér vzorku

Na kazdé lokalité bude odebrana vrstva raseliny z hloubky 10-30 cm, ktera

reprezentuje vrstvu s vyznamnou mikrobidlni rozmanitosti a aktivitou. Vzorky budou na
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kazdé lokalité odebirany v ndhodném rozmisténi, avSak v dostatecné vzdalenosti od
odvodinovacich ryh (>10 m) tak, aby byla zachycena heterogenita stanovisté. Z kazdé

lokality bude odebrano 8 vzork, takze se celkem ziskd 32 ptidnich vzork.

Odbér vzorkl bude proveden pomoci finského pidniho odbéraku (Finnish box
corer) pomoci n¢hoz ziskame neporuseny pidni vzorek z potiebné hloubky s prufezem
6x5 cm. Thned po odbéru budou vSechny neporusené pudni vzorky obaleny
potravinovou folii, uzavieny do plastovych sacku, fadné oznaCeny a transportovany

v chladicim boxu na ledu do laboratofre.

Po odebrani téchto pidnich vzorkti budou zaroven z kazdé lokality odebrany
vzorky pro zjisténi objemové hmotnosti raseliny (g.dm™). Tento krok bude zajistén
pomoci Kopeckého (fyzikalnich) valeckii o jeho znamém objemu (obvykle 100 cm3)
a hmotnosti. Ve stfedové hloubce horizontu piidniho profilu (asi 20 cm) bude valeckem
odebran neporuseny pudni vzorek v osmi opakovanich na kazdé lokalité. Zavérem se
valecky uzaviou vicky, ozna¢i a ulozi do plastového pytle. Zpracovani vzorkd bude

zapocato hned druhy den po dokonceni odbéru..

Zaroven bude zaznamenano druhové slozeni vegetace v misté¢ odbéru na plose
1 m% Bude stanovena procentudlni pokryvnost jednotlivych druhii cévnatych rostlin
a procentualni pokryvnost mechorostti s rozdélenim na raSeliniky a ostatni mechy.
Kazda plocha bude zdokumentovéana fotografii. Navrhované lokality jsou soucasti
dlouhodobych vyzkumi (plochy jsou zahrnuty do Programu revitalizace Sumavskych
mokradii a raselinist) a jsou tak vybaveny sondami pro méfeni vysky podzemni hladiny

vody a dataloggery pro zaznamenavani meteorologickych charakteristik.

3.3.3 Homogenizace a uchovani vzorku

Pro analyzu DNA budou vzorky V laboratofi odebirany z neporusené¢ho ptidniho
kéru. Ten bude sterilnim noZzem podéIn€ roziiznut a z vnitini nové roziiznuté strany
budou 1zi¢kou odebrany cca 2 g pidy po celé délce profilu. Odebrané vzorky budou
v eppendorfovych zkumavkach okamzité¢ po odbéru zamrazeny v -80 °C do doby
zahdjeni analyz. Nasledné¢ bude zbyld ¢ast neporuSeného vzorku homogenizovana

ru¢nim promisenim a vzorky budou déle skladovany pti 4 °C do dalSich analyz.
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3.3.4 lzolace DNA

Pro izolaci mikrobialni DNA z piidnich vzorkti bude pouzit extraktor Power soil
DNA Isolation kit (Mo Bio Laboratories, Inc., USA). Podrobnéjsi postup izolace
podléhd samotnému navodu a pokynim vyrobce extraktoru s nékolika nasledujicimi
upravami. K lepS§imu naruSeni gram-pozitivnich bunécnych stén bude pouzit Mini bead-
beater (BioSpec Products, Inc., USA) o rychlosti 6 m.s* po dobu 45 vtefin. Kvalita
extrahované DNA bude ovéfena elektroforézou (1% w/v, 8V/cm po dobu 45 minut) a
kvantifikovdna pomoci technologie SybrGreen. Po dokonceni bude kazdé
vyextrahované DNA uloZeno do 1,5 ml eppendorfové zkumavky a zmrazeno pfi teploté

-20 °C.

3.3.5 Sekvenace DNA

Na zaklad¢ sekvenace ziskané DNA bude zjiSt€no relativni zastoupeni
bakterialnich a archaeéalnich skupin. Sekvena¢ni analyzu bude prostiednictvim odborné
sluzby zajiStovat profesionalni sekvenacni laboratof SEQme. Jelikoz tento krok bude
zajistén pomoci servisni sluzby, neni predmétem presnéjSiho popisu pii navrhovani této
studie. Nasledné bioinformatické zpracovani dat ziskanych sekvenaci bude také

provedeno formou externi sluzby.

3.3.6 Doplnujici laboratorni analyzy

V ramci této studie jsou navrhnuta dalsi laboratorni méfeni, kterymi budou
zjistény hodnoty nékterych biogeochemickych parametrti raSeliny, které vyznamné
ovliviiuji slozeni a aktivitu mikrobialniho spoleCenstva, anebo jsou piimo odrazem
mikrobidlni aktivity. Zaroveh mohou slouzit jako indikatory UspéSnosti revitalizace.

Vsechny tyto analyzy budou provedeny v laboratornich podminkach na KBE, PfF JU.

Ze vzorkll odebranych do fyzikalnich valeckd bude stanovena objemova
hmotnost raseliny (g.dm?®). Valegky se vysusi pii teploté 105 °C do konstantni
hmotnosti po dobu 48 hodin, vychladi se, zvazi a dopocte se objemova hmotnost

raSeliny. Z ¢asti neporuSenych pidnich vzorkli bude stanoven stupenn humifikace podle
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von-Post indexu. Objemova hmotnost raseliny poukazuje na miru rozloZenosti raseliny,

podobné jako von-Post index.

Pro kazdy vzorek bude stanoveno aktivni pH pidy, jenz ma bezprostiedni
fyziologicky vyznam, jelikoz, vCetné¢ samotného slozeni mikrobidlniho spolecenstva,
ovlivitluje 1 aktivitu mikroorganismii, biogeochemické procesy probihajici v pudé
a procesy pfijmu zivin organismy. Do lahviéek o objemu cca 50 ml bude piesné
odvazeno 5 g homogenizovaného ptdniho vzorku a bude pfidano 25 ml destilované
vody. Pidni suspenze se v uzaviené nddobé kratce intenzivné protiepe a necha dvé

hodiny odstat. Hodnota pH se zméti pomoci pH-metru (pH 3151, WTW, Némecko).

Za UcCelem zjiSténi mikrobidlni aktivity bude zméfena v laboratornich
podminkach aerobni i anaerobni potencidlni produkce CO; jako ukazatel aerobni
a anaerobni mikrobialni respirace a produkce CHy jako ukazatel aktivity metanogennich
spolecenstev ¢i ukazatel dostupnosti a kvality substratu. Pro stanoveni aerobni respirace
bude do uzaviratelné sklenéné lahve (sérovky) umisténo 10 g homogenizované raseliny,
lahvi¢ka bude uzaviena vzduchotésnou gumovou zatkou. Plynny objem (headspace)
této zkumavky bude tvofen vzduchem pro dodrzeni aerobnich podminek. Pro stanoveni
anaerobni respirace bude podobné do sklenéné lahve umisténo 10 g homogenizované
raseliny, sérovka bude uzaviena vzduchotésnou zatkou. Atmosféra v sérovkach bude
profouknuta plynem N, pro vytvofeni anaerobnich podminek. Vzorky budou
inkubovany po dobu 30 dni pii teploté 10 °C, ptfi¢emz béhem inkubace bude kazdy
tyden zaznamenana koncentrace plynia CO; a CH4 v headspace sérovky. Koncentrace

bude méfena pomoci plynového chromatografu (Agilent, 6850 a 6890, USA).

Pro stanoveni celkového obsahu zdkladnich zivin C, N a P a jejich poméri
v raSeliné budou pouZity vysuSené a namleté vzorky. Celkovy obsah C a N bude
stanoven pomoci Micro-cube Elementar, Némecko. Celkovy fosfor bude stanoven

pomoci mineraliza¢ni metody kyselinou chloristou (Kopacek et al., 1995).

3.3.7 Cinnosti v ramci projektu a éasovy plan projektu

Navrhovany projekt bude probihat od biezna prvniho roku do unora druhého

roku. V ramci ptipravné faze projektu probihajici v mésicich bfezen—kvéten budou
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zajistény materidlni potfeby projektu (viz Finan¢ni ndklady) a nemateridlni potieby
(ziskani povoleni o vstupu do chranéného tizemi, dohoda o zaptjceni automobilu pro
pohyb vterénu a zajisténi specialisti (pro terénni prace - botanik pro determinaci
slozeni vegetace, dva odborni specialisté v oboru véetné jedné osoby zpisobilé fizeni
automobilu a pro laboratorni pokusy budou zajisténi dva laboratorni specialisté).
Vzorkovani pady (viz Odbér vzorkid) probéhne ve dvou dnech v poloviné Cervna.
Nasledujici den po odbérech ptidnich vzorkt se v laboratoii zhomogenizuji vzorky (viz
Homogenizace a uchovani vzorkil) a za¢ne se S ptipravou vzorkd pro izolaci a nasledné
laboratorni méfeni. Po Gspé$né izolaci bude extrahovana DNA zaslana na suchém ledu
do sekvenacni laboratofe, kde bude zajisténo jeji podrobné zpracovani. Poté bude

nasledovat bioinformatické zpracovani ziskanych dat bioinformatikem. Laboratorni

meéteni (viz Dopliujici laboratorni analyzy) bude probihat v mésicich ¢ervenec—srpen.

Zpracovani a vyhodnocovani vysledkt probéhne v mésicich fijen—listopad.
Nasledné¢ bude autorem projektu vypracovana zavérecna zprava (prosinec—leden).
Vysledky budou v tinoru nasledujiciho roku odprezentovany na katedrovém seminaii

KBE.

Tab. ¢ 1: Casovy harmonogram projektu

1 v \% Vi Vil Vil 1X X XI X | 1

piiprava projektu

odbér vzorki

izolace DNA

sekvenace DNA

laboratorni analyzy

zpracovani vysledku

zavéreéna zprava

prezentace vysledk
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3.3.8 Finanéni naklady

Celkové naklady projektu ¢ini 248 tis. K¢&. Pro ucely projektu bude potizovan drobny
dlouhodoby hmotny majetek zahrnujici ptidni odbérak a fotoaparat. DalSi pottebny
dlouhodoby majetek (plynovy chromatograf aj.) bude pro ucel projektu zprostiedkovan
pomoci zapujceni na pracovisti KBE, PiF JU. Pro ucely projektu nebude potfizovan
zadny drobny dlouhodoby nehmotny majetek. Polozka materidl obsahuje izola¢ni kit,
chladici box na vzorky, sacky a folie na uchovavani vzorki véetné popisovacu, sklenéné
sérovky na méfeni respirace, sterilni noZe, fyzikalni valecky a drobné laboratorni nacini
jako je laboratorni sklo a ostatni pomucky (kadinky, 1zicky, vazenky...) véetné
eppendorfovych zkumavek a Spicek a potfebnych chemikalii a plyni. Doplitkové
(rezijni) néklady ¢ini 15 % z celkovych ndkladi projektu. Polozka sluzby zahrnuje
naklady na sekvenaci (400 Kc&/vzorek), vcetné transportu vzorkli do laboratofe na
suchém ledu, stanoveni celkového obsahu zivin C, N (150 K¢&/vzorek)
a P (100 K¢/vzorek) véetné externi analyzy dat bioinformatikem. Cestovni naklady
zahrnuji finance potfebné na pohonné hmoty automobilu a diety troj¢lenného tymu
vramci dvoudenniho odbéru. V polozce mzdy jsou zahrnuty mzdy pro laboratorni
specialisty, ktefi budou zajiStovat zpracovani pudnich vzorkid. Pocitano je s 50%
uvazkem a polovicni jednordzovou odménou za 14-ti denni izolaci DNA (polozka
OON). Jednordazovou odménou (t¢z OON) bude taktéz ohodnocena terénni prace
trojClenného tymu. Odména autora projektu za zpracovani zaveérecné zpravy
a odprezentovani vysledka je taktéz zahrnuta v kolonce OON. Povinné zakonné odvody
¢inni 34% z hrubych mezd, do nichz neni zahrnuta jednorazova odména OON
pod 10 000 K¢&/mésic.

Tab. é&. 2: Celkové naklady projektu

PoZadovano (v K¢)
Veécené naklady
Drobny dlouhodoby hmotny majetek (pfedméty, piistroje a zatizeni do 40 10 000
tis. K¢)
Drobny dlouhodoby nehmotny majetek (napi. software do 60 tis. K<) 0
Material 12 000
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Doplitkové (rezijni) naklady 32 500

Cestovni naklady 3500
Mzdové naklady

Mzdy 75000
Sluzby 53 000

Ostatni osobni naklady - OON

Dohoda o provedeni prace odbéri vzorkt trojélenného tymu 6 000
Izolace DNA dvojclenného tymu 15 000
Zpracovani zpravy a odprezentovani vysledki 15 000
Jiné

Povinné zakonné odvody 25 500
Celkové naklady projektu 248 000

3.4 Oc¢ekavané vystupy projektu

Projekt navrhuje studium sloZzeni mikrobniho spoleCenstva na revitalizovanych
a odvodnénych slatiniStich a vrchovistich jakozto vhodného néstroje k vyhodnoceni
degradace ¢i uspéSnosti revitalizace. Data z kontrolnich nenaruSenych raselinist’ budou
ziskéna z predchozich studii, které jiz na Sumavskych lokalitdch probéhly (Urbanova
& Barta, 2014). Na odvodnénych raSeliniStich obojiho typu je Vv porovnani
s pfirozenymi plochami pfepokladan pokles metanogennich skupin a naopak vzestup
acidobakterii. Data ziskand ze sekvenace mohou dale slouzit k vyhodnoceni degradace
téchto odvodnénych ploch. Vzhledem k nedostatku studii 0 vlivu odvodnéni
a revitalizace na slozeni mikrobniho spoleCenstva v raSeliniStich budou tyto poznatky
ptinosné pro rozsifeni znalosti v tomto oboru. Predpoklada se, Ze na revitalizovanych
studovanych plochach bude dochazet k obnové jeho ptivodniho mikrobialniho slozeni,
a pokud se revitalizovanému raselini$ti navrati tato ptirozena skladba, mizeme fici, ze

revitalizace byla uspésna.

V souvislosti s navrhovanymi pracemi laboratornich analyz budou zjistény

zakladni charakteristiky raSeliny, které jsou nedilnou soucasti pro stanoveni aktivity
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mikrobniho spolecenstva a podminek prostiedi. Tyto analyzy slouzi k determinaci
vztahi mezi slozenim mikrobniho spoleCenstva a s dulezitymi environmentalnimi

faktory prostiedi (napt. pH, objemova hmotnost,...).

Projekt prispivda k rozsifeni znalosti o vlivu odvodnéni a revitalizace na
ekosystém raselinist’ se zaméfenim na zmény v mikrobidlnim spolecenstvu. Ziskané
vysledky mohou byt pouzity jako podklad pro dal$i studie a ptispét k navrzeni

vhodného monitoringu raSeliniSt’ po revitalizaci.
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