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Anotace:

Tato prace se zabyva charakteristikou mikrobialniho spolecenstva a to predev§im
metanogennich Archaei v pfirozenych a odvodnénych raselinistich. Metanogenni Archaea
jsou striktné anaerobni mikroorganismy Zijici v hlubSich anoxickych vrstvach raseliniSté.
Tudiz, cilem této prace bylo zjistit, jak odvodnéni ovliviluje mnozstvi a diverzitu

metanogennich Archaei v zavislosti na riznych hloubkach, typech raselinisté a typu opadu.

Annotation:

This work deals with attribute of microbial communities, especially methanogenic
Archaea in pristine and drained peatlands. Methanogens are strictly anaerobic
microorganism thus they live in deeper anoxic layers of peatlands. Therefore, the aim of this
study was to determine how the drainage affects the amount and diversity of methanogens

depending on different depths, types of peatlands and litter type.
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1 Uvod

Stale se po celém svéte nachdzeji raselinisté, kterd byla v minulych stoletich odvodnéna
pro tézebni a lesnické ucely. Timto rozvratem prostfedi se snizuje vodni hladina raSelinist’,
odryva se tak diive vodou nasycena ptida a méni se anaerobni prostfedi na aerobni. Kvuli
vétsi koncentraci kysliku Vv hlubSich vrstvach, klesd mnozstvi metanogenti obyvajici
pfirozené anaerobni prostfedi a spolu s nimi se snizuje i produkce metanu. Podle tvorby
metanu jsou metanogeni rozdéleni na hydrogenotrofni, acetoklastické a metylotrofni.
RozlozZeni a diverzita metanogennich celedi vyuzivajici rizné drahy metanogeneze zavisi na
hloubce atypu raselinisté. Vyrazny vliv ma odvodnéni také na vegetaci raselinist’, ktera
souvisi s kvalitou a mnozstvim organickych substratti dostupnych pro metanogeny. Dale na
teplotu, pH a zménu pidnich chemickych latek. Spolu s metanogeny ma odvodnéni také vliv

na syntrofni bakterie, s kterymi jsou vétSinou ve vzajemné prospésné symbioze.



2 Literarni prehled
2.1. Metanogenni Archaea

Metanogenni Archaea jsou striktné anaerobni mikroorganismy patiici do kmene
Euryarchaeota, domény Archaea. Tato rozmanita skupina Archaei je na zakladé podobnosti
16S rRNA genu (Angel et al., 2012) rozdélena na c¢tyii téidy Methanobacteria,
Methanococci, Methanomicrobia, Methanopyri (Whitman et al., 2014), které se déli na Sest
radi  Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanocellales,
Methanosarcinales a Methanopyrales (Obr. 1). Doposud bylo jiz popsano dvanact Eeledi,
desitky roda a druhti (Angel et al., 2012).

_f"'f—'_ Celed I. Methanobacteriaceae

Tiida I. Methanobacteria ————— Rad . Methanobacteriales —

Celed II. Methanothermaceae

Celed I Methanococcaceae
Ttida II. Methanococci ————— Rad I. Methanococcales {
Celed II. Methanocaldococcaceae

Celed I. Methaonomicrobiaceae
Celed II. Methanocorpusculaceae
Rid I Methanomicrobiales =

W Celed III. Methanospirillaceae
Ttida I1I. Methanomicrobia Celed IV. Methanoregulaceae
Celed I. Methanosarcinaceae
Rad 1T Methanosarcinales =
T Celed II. Methanosaetaceae
Rad I1I. Methanocellales ——————— Celed I. Methanocellaceae
Ttida IV. Methanopyri —— Rad L Methanopyrales ——— Celed I. Methanopyraceae

Obr. 1: Taxonomicka klasifikace metanogennich Archaei (Upraveno podle Tabatabaei et al.,
2010).

Metanogenni Archaea produkuji velké mnozstvi metanu jako kone¢ny produkt jejich
energetického metabolismu. V procesu metanogeneze preménuji substraty na plynny metan
(CH,) aziskavaji energii potfebnou pro jejich rust (Whitman et al., 2014). Mezi hlavni
substraty této pfemény patii H, + CO,, mravencéan a acetat. Mohou byt vyuzivany ale i dalsi
jednouhlikaté slouceniny jako napf.: metanol, dimetylamin, dimetylsulfat a n&které
jednoduché alkoholy jako jsou isopropanol, isobutanol a etanol (Conrad, 2007). Nez se vSak

tyto jednoduché slouceniny dostanou k metanogennim Archaeim, musi projit pomérné



slozitym metabolismem dal§ich mikroorganismt, které osidluji nejblizsi okoli. Produkty
aerobniho metabolismu jsou v hlubsich vrstvach pad pfeménovany dale metabolismem
anaerobnim. Anaerobni degradace organické hmoty (Obr. 2) zahrnuje nékolik kroki:
hydrolyzu polymert hydrolytickymi mikroorganismy, tvorbu Kkyselin z jednoduchych
organickych slou¢enin pomoci fermentacnich bakterii, tvorbu acetatu z fermentacnich
metaboliti homoacetogenich bakterii (Dubey, 2005) a metanogenezi, ktera se déli podle
substratd na tii drahy. Hydrogenotrofni draha, ve které je oxid uhli¢ity (CO,) + vodik (Hy),
pfipadné mravencan redukovan pomoci Cl-vazebnych meziproduktt na metan (Hedderich
et al., 2006). Vodik je produktem anaerobni degradace organické hmoty fermentujicimi
a syntrofnimi bakteriemi, které¢ jsou ¢asto napomocné metanogennim Archaeim. Druhym
typem je drdha acetoklastickd, kde je acetat oxidovdn na oxid uhliity, ktery je dale
redukovan na metan. (Conrad, 1999). Ve tieti metylotrofni draze je nejprve redukovana
metylova skupina na metyl-koenzym M, ktery je v dalSim kroku pfeménén na metan.
Ackoliv maji tyto tfi drahy rozdilny zacatek, vSechny konci stejnym enzymatickym krokem
katalyzovanym metyl-koenzym M reduktazou (MCR), kli¢ovym enzymem VvV metanogenezi
(Borrel et al., 2011).

Bylo zjisténo, Ze se metanogeni vyskytuji pouze v anaerobnim prostfedi s omezenym
mnozstvim elektronovych akceptorti dusi¢nanti, siranti a zelezitych kationtt (Kamal et al.,
2008). Byli nalezeni v tundie, sladkovodnich jezerech, mok¥adech, ryzovych polich,
moiskych sedimentech, ale i v gastrointestinalnim traktu hospodaiskych zvitat (Singh et al.,
2011). Metanogeni jsou pfevazné mezofilni, schopné fungovat v rozmezi teplot 20 — 40 °C.
Také byli nalezeni Vv extrémnich prostiedich, jako jsou hydrotermalni praduchy, kde

prospivaji pii teplotach 100 °C (Dubey, 2005).

2.2  Syntrofie a metanogenni spolecenstva

Metanogenni Archaea v procesu metanogeneze dokazi preménit fermentacni
produkty H, + CO,, mravencan i acetat na metan (Whitman et al., 2014), ale delsi fetézce
tékavych mastnych kyselin (butyrat, propionat), alkohold a aromatickych mastnych kyselin
(Schink et al., 2006) musi byt nejprve metabolizovany specializovanou skupinou
mikroorganismi nazyvanych syntrofové (Whitman et al., 2014). Syntrofie je specidlni typ
symbiotické spoluprace mezi dvéma metabolicky odlisSnymi mikroorganismy, které vsak
jsou na sobé metabolicky zavislé (Schink et al., 2006). Syntrofie hraje klic¢ovou roli zejména

v mikrobialni degradaci organické hmoty v anaerobnim prostiedi a pifimo
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ovlivituje metanogenni spolecenstvo (Dolfing, 2014). Zakladem této syntrofni spoluprace je
ptenos elektront a vodiku (Chojnacka et al., 2015), pfi kterém se za optimalnich podminek
vytvaii nepatrné mnozstvi volné energie rovnomérné rozdélené mezi partnery (Mclnerney et
al., 2008). Syntrofni bakterie (Obr. 2) pusobici béhem oxidace alkohol, mastnych kyselin
a aromatickych sloucenin se podle taxonomického systému na zikladé sekvencnich
podobnosti 16 rRNA tadi pouze do dvou skupin: Grampozitivni bakterie s nizkym obsahem
G + C a b-Proteobakterie (Schink et al., 2006). Piikladem syntrofni spoluprace je degradace
butyratu syntrofni bakterii Syntrophomonas wolfei a metanogenni Archaei Methanospirillum
hungate. Methanospirillum hungate udrzuje velmi nizkou koncentraci vodiku a mravenéanu,
coz umoznuje energeticky pfiznivou degradaci butyratu pomoci Syntrophomona wolfei
(Sieber et al., 2014).
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Obr. 2: Anaerobni degradace organické hmoty zahrnujici metanogenni Archaea a syntrofni

bakterie (Lai, 2009).

2.3 Produkce metanu a jeho vliv na Zivotni prosti-edi

Metan, jeden z dulezitych stopovych plynid v atmosféfe, spoleéné s oxidem
uhli¢itym a oxidem dusnatym patii mezi hlavni plyny podilejici se na sklenikovém efektu

a klimatickych zménach (Edwards et al., 1998). Celosvétove jsou emise metanu kolem 500 —



600 Tg ro¢né (Kirschke et al., 2013), z ¢ehoz piiblizné 40% je z prirodnich zdroji, prevazné
raSelinis$t’. Dal§imi zdroji metanu (60%) jsou ryzova pole, stfevni fermentace hospodaiskych
zvitat, skladky a spalovani fosilnich paliv (Abdalla et al., 2016). Hodnoty emisi metanu
z ptirodnich a antropogennich zdroji béhem let 2000 az 2009 jsou shrnuty v Tabulce I.
Metan je, jak jiz bylo feCeno, kone¢nym produktem rozkladu pudni organické
hmoty metanogenimi Archaei (Bergman et al., 1999). Pouze asi jen jedna tietina
vyprodukovaného metanu unikd do atmosféry. Zbylé dvé tietiny metanu jsou oxidovany
metanotrofnimi bakteriemi v aerobnich zénach pud a sediment (Thauer, 1998). Metan je
uvoliiovan tfemi raznymi mechanismy: difizi po koncentracnim spadu, kypénim (metan ve
formé plynnych bublinek) nebo pfenosem pies kofeny cévnatych rostlin (Galland, 2004).
Vysledné mnozstvi uvolnéného metanu do atmosféry je tedy dano jednak aktivitou
metanogenniCh Archaei a metanotrofnich bakterii, ale i pfitomnosti rizné vegetace (Borrel
et al., 2011). Mezi dalsi faktory ovliviiuyjici metanogenezi patii mnozstvi a kvalita

dostupnych substratt, pH a teplota (Bergman et al., 1999).

Tab. I: Hodnoty atmosférického metanu z obdobi 2000 - 2009 (Ciais et al., 2013).

Emise metanu 2000 - 2009 (Tg yr™)

Ptirodni zdroje celkem 347
Moktady a raSelinisté 217

Ostatni zdroje (sladkovodni jezera, termiti, oceany, hydraty metanu) 130

Antropogenni zdroje celkem 331
Zemé&délstvi a skladky 200
Ostatni zdroje (fosilni paliva, spalovani biomasy) 131
Soucet zdrojii celkem 678

2.3.1 Rozdéleni metanogennich Archaei podle tvorby metanu

Priblizné¢ dvé tfetiny vyprodukovaného metanu pochdzi z acetoklastické drahy
metanogeneze, nicméné substraty H, + CO; jsou dal§imi vyznamnymi prekurzory metanu

(Horn et al., 2003). Bylo zjisténo, ze i morfologie metanogenich Archaei ma zasadni vliv na



to, ktery substrat dokazi vyuzit, prikladem mutze byt ¢eled” Metanobacteriaceae, u které byly
popsany pouze ¢tyti morfologicky odlisné rody, které vSak maji zasadni vliv na vyuzivani
substrati (Garcia et al., 2000). Dlouhé nebo kratké tycky rodu Methanobacterium méni
H, + CO, nebo mravenc¢an + alkohol na metan, zatimco koky rodu Methanospaera méni
pouze H, + metanol. Oproti tomu napf. tycky celedé Methanothermaceae vyuzivaji pro
metanogenezi hydrogenotrofni drahu (Whitman et al., 2006). Vsichni zastupci z dalsi celedé
Methanosarcinaceae produkuji metan acetoklastickou drahou, ale jsou schopni pouzivat
i metylové slouceniny: metanol, trimetylamin (Conrad, 2007), naopak mraven¢an neni
vyuzivan zadnym druhem této celed¢ (Whitman et al., 2014). To dalsi celed
Methanosaetaceae obsahuje pouze obligatni acetotrofy (Garcia et al., 2000). Naptiklad rod
Methanosaeta ma vysokou afinitu k acetatu, proto jsou tyto metanogenni Archaea schopni
rast i pti velmi nizké koncentraci acetatu na rozdil od druhi Methanosarcina, kteti vyzaduji
koncentraci vyssi. Pokud je tedy koncentrace acetatu dostateéné vysokd, mohou rast
mnohem rychleji nez druhy Methanosaeta (Conrad, 2007). Metanogenni Archaea z ¢eledé
(Sakai et al., 2014), (Oren, 2014),

Methanomicrobiaceae, Methanococcaceae a Methanospirillaceae pouzivaji stejné substraty,

Methanocellaceae Methanoregulaceae

H, + CO; i mravencéan, avSak n¢které kmeny Methanospirillaceae jsou schopné navic vyuzit
i 2—propanol nebo 2—butanol (Garcia et al., 2000). V Tabulce Il jsou zobrazeny metanogenni

Celedé a substraty, které nejcastéji vyuzivaji pii metanogenezi.

Tab. 1I: Hlavni substraty metanogeneze.

Celed’ Substraty Draha
Methanobacteriaceae H; + CO,, mravencan, alkoholy =~ Hydrogenotrofni
Methanocellaceae H, . CO,, mravencan Hydrogenotrofni
Methanococcaceae Hz + CO,, mravencan Hydrogenotrofni
Methanomicrobiaceae H, + CO,, mravencan Hydrogenotrofni
Methanosaetaceae Acetat Acetoklasticka

Mathanosarcinaceae

Methanospirillaceae
Methanoregulaceae

Methanothermaceae

Acetat, metanol, trimetylamin
H, + CO,, mravencan, alkohol
H, . CO;, (mravencan)

H2 + COZ

Acetoklasticka, Metylotrofni
Hydrogenotrotni
Hydrogenotrofni
Hydrogenotrofni




2.4 RasSelinisté

Raselinist¢ zaujimaji znacnou ¢ast zemského povrchu a jsou vyznamnou
celosvétovou zasobarnou uhliku (Turunen et al., 2002). Definovana jsou jako piechodna
prostiedi mezi suchozemskym a vodnim ekosystémem, ktery zajiStuje zékladni
hydrologické, ekologické a biogeochemické funkce (Rezanezhad et al., 2016). Mezi hlavni
funkce raselinist’ patii zadrzovani vody, biodiverzita a udrzovani hladiny podzemnich vod
(Mitra et al., 2005).

Raselinny ekosystém je rozdélen podle obsahu zivin na ombrotrofni vrchovisté
(BOG) a minerotrofni slatini$t¢ (FEN). Kvuli umisténi a antropogennimu zne¢isténi jsou
raSeliniS§té vystavena rozdilnému piijmu zivin, coz ma velky vliv na rostlinné sloZeni
a mikrobidlni spolecenstva (Gore, 1983). Chudsi ombrotrofni vrchovisté, Siroce rozsifena
v severnich zemépisnych sitkach, ziskavaji vodu a ziviny pouze ze srazek. Tato vrchovisté
se vyznacuji jedineCnou vegetaci a faunou, kterd se pfizpusobila kyselému (pH <4)
achudému prostredi (Marti et al., 2015) snizkou koncentraci mineralnich soli
a chladngjsimi teplotami (Kotsyurbenko et al., 2007). Prevladaji zde mechy Cceled¢
Sphagnaceae, typické druhy bylinného patra jsou Calluna vulgaris, Eriophorum vaginatum,
masozravé rostliny Drosera rotundifolia, Sarracenia purpurea a dievina Pinus sylvestris
(Andersen et al., 2013). Vyzivové bohatsi minerotrofni slatini$té pfijimaji vodu a Ziviny
z podzemnich vod (Clymo, 1983) a tvofi je pfevazné zakrslé druhy Betula a Salix. Pro
bylinnou vrstvu je charakteristicka celed Cyperaceae s dominantnimi druhy Carex,
Trichophorum a Scirpus (Andersen et al., 2013). Podle obsahu Zivin jsou rozdéleny na tii
skupiny: oligotrofni (pH = 4,5), mezotrofni (pH ~ 5,5) a eutrofni (pH 5,5 — 7,5) slatiniste
(Galand, 2004). Vétsi mikrobialni aktivita a diverzita je pozorovana na zivinové bohatSich

slatinistich ve srovnani s chuds$imi vrchovisti (Urbanova et al., 2015).

2.4.1 Metanogenni spolecenstva a raSeliniSté

Mikrobidlni rozmanitost raselinist je charakterizovana organismy, které jsou
fyziologicky i metabolicky adaptované na prostiedi s omezenymi podminkami (Andersen et
al., 2013). Anaerobni podminky dulezité pro metanogenni Archaea se vyskytuji pod urovni
hladiny vody (Kotiaho et al., 2010). Spolu s teplotou, hloubkou pudy a vegetaci je hladina
vody jeden zhlavnich environmentalnich faktori ovliviujici slozeni metanogenniho

spolecenstva (Lin et al., 2015). Raselinné pudy jsou charakterizované heterogenni strukturou
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smensimi poéry (Weiss et al. 1998) poskytujici vhodné anaerobni mikro-stanovisté
metanogennim Archaeim, které jsou diky tomu schopné pfezit nepfiznivé podminky

(Valentine, 2007).

Ve vrchovistich (BOG) pievazuje tvorba metanu hydrogenotrofni drahou na rozdil
od slatinist, kde je vyuzivana spiSe draha acetoklasticka. Obecné, je acetoklasticka draha
uptfednostinovana ve svrchnich vrstvach raselinist€¢ ve spojeni s labilnim uhlikem, zatimco
metanogenni Archaea vyuzivajici hydrogenotrofni drahu pievazuji v hlubsich vrstvach (Lal,

2009) s mén¢ reaktivnimi, dale rozlozitelnymi slou¢eninami uhliku (Juottonen et al., 2005).

2.4.2 Odvodnovani raSelinist’

Vétsina raSelini$t’ v centralni Evropé byla v minulosti odvodilovdana pro lesnické
ucely, nyni je snaha o jejich opétovnou revitalizaci. Odvodnovani snizuje vodni hladinu
raSelini$t’ a dfive vodou nasycené organické padni vrstvy Se vystavuji aerobni oxidaci
(Hiraishi et al, 2014). Dochazi tedy ke zméné v kvalité organické hmoty a mife jejiho
rozkladu (Urbanova et al., 2013). Déale ma odvodnéni velky vliv na vegetaci, dominantni
druhy raselinist’ jsou postupné nahrazovany lesni vegetaci, prevazné dievinami (Komulainen
et al, 1999; Minkkinen et al., 2006). Odvodnovani obvykle vede ke zvySovani emisi oxidu
uhli¢itého (COy), zatimco emise metanu diky vét§i koncentraci kysliku v hlubsich vrstvach
prudce klesaji (Minkkinen et al., 1999). Hlavnim divodem nizSich emisi metanu po
odvodnéni je zména kvantity a kvality organickych substratti pro metanogenezi (Galand et
al., 2005) a také absence jednoduchych uhlikatych sloucenin v hlubsich vrstvach raselinist
diky potlaceni anaerobnich fermenta¢nich bakterii (Urbanova et al., 2013). Dlouhodobé
odvodnovani tedy zeslabuje anaerobni vrstvu, kde je produkovan metan a naopak zesiluje
vrstvu aerobni (Landry et al., 2012), tudiz se snizuje mnozstvi i diverzita metanogennich
Archaei v raseliniStich (Yrjala et al., 2011). Zmény jsou vyraznéj$i a nastavaji mnohem
rychleji v Zivinové bohatSich minerotrofnich slatinistich oproti chud$im ombrotrofnim

vrchovistim (Laiho et al., 2003, Urbanova et al., 2015).

2.5  VIiv typu opadu na sloZeni metanogennich spolecenstev

Vegetace je jeden zdulezitych faktord ovliviiujici mikrobidlni spolecenstvo

raSelinis$t’ (King, 1996). Hraje vyznamnou ulohu pfi tvorb¢ a transportu metanu do atmosféry



(Roura et al., 1999), nebot’ vice jak 80% celkovych emisi metanu v raseliniStich je
zprostiedkovano pres listy nebo stonky rostlin (King, 1996). Mnozstvi emitovaného metanu
se li§i podle pritomnych charakteristickych druhui rostlin, kdy emise ve Sphagnum-
dominantnich vrchovistich jsou nizsi oproti Carex-dominantnim slatinistim (Larmola et al.,
2010). V mezotrofnich slatinistich navic pronikaji kofeny cévnatych rostlin do anoxické
vrstvy a umoziiuji potencialnim substratim metanogennich Archaei jako naptiklad acetatu
prostoupit do hlubsich vrstev raselini$té, coz je pfinosem pro acetoklastické metanogeny

(Galand et al, 2005).

Odvodnovani také vyrazné ovliviiuje vegetaci raselinist. Ostiice Carex lasiocarpa
a Carex rostrata jsou dulezité rostliny pro tvorbu raseliny na mnoha mezotrofnich
slatinistich, avsak pfi poklesu vody relativné rychle mizi. Naopak Eriophorum vaginatum je
jedinym druhem, ktery muze prospivat i v susSich oblastech. Pti poklesu hladiny vody se
vyskyt mech rodu Sphagnum snizuje a nahradily je mechy rodu Pleuzorium schreberi
(Laiho, 2006).



3 Cile a hypotézy

Cile prace:

Vypracovat literarni reSerSi o metanogennim spolecenstvu v raselinistich.

Ur¢it vliv hloubky, typu raselinisté, opadu a odvodnéni na mnozstvi a diverzitu metanogenti.

Hypotézy:

Mnozstvi metanogenii poroste s hloubkou raselini§t¢ a bude vyS$i na minerotrofnim
slatinisti. Odvodnéni raselini$té zpusobi pokles v mnozstvi metanogenti. Mnozstvi

metanogent bude rtizné v riznych typech opadu.
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4 Material a metody

Vzorky rostlinného opadu byly po deseti letech odebrany z finského raselinisté
Lakkasuo vramci dekompozi¢niho experimentu Petry Strakové (Strakova et al., 2012).
Vzorky byly nasledné pouzity k izolaci DNA a kvantifikaci pomoci kvantitativni PCR v této

diplomové praci.

4.1 Lokalita Lakkasuo

Finské raSelinisté Lakkasuo (61° 48" N, 24° 19" E) je v nadmotské vysce 150 m n. m.
Rocni srazkovy uhrn je v této oblasti okolo 710 mm, kdy z jedné tfetiny jde o srazky snéhové.
Priimérné ro¢ni teploty od ledna do Cervence se pohybuji v rozmezi od -8,9 do 15,3 °C (Jaatinen
et al., 2007). Experiment zahrnoval mezotrofni slatinisté¢ (FEN) a ombrotrofni vrchovisté (BOG)
na plochach pfirozenych (PR), kratkodobé odvodnénych (STD) a dlouhodobé odvodnénych
(LTD), vzdy ve dvou opakovanich.

Typické rostliny pro plvodni mezotrofni slatinist¢ (FEN) jsou Carex rostrata,
Potentilla palustris, Menyanthes trifoliata a mechy Sphagnum fallax a Sphagnum
magellanicum. Jiz po kratkodobém odvodnéni slatinisté pokryvaji stromové porosty Pinus
sylvestris a Betula pubescens. Dlouhodobé odvodnéni mize mit dramaticky vliv na druhy
Carex, které uplné vymizi, ale také na mechy, kde po odvodnéni dominuje Pleurozium
schreberi. Pro pfirozené ombrotrofni vrchovisté (BOG) jsou charakteristické mechy Sphagnum
balticum, Sphagnum fuscum a bylinné druhy Eriophorum vaginatum a Andromeda polifolia.
Vegetace po kratkodobém odvodnéni zlistava stejna, naopak dlouhodobé odvodnéni miize
zpusobit velké zmény. Odvodnéné vrchovisté je tvofeno dievinou Pinus sylvestris, mechy
Pleurozium schreberi a Sphagnum russowi (Jaatinen et al., 2007).

V lokalit¢ Lakkasuo byly také méfeny chemické parametry pudy, jako napiiklad
uhlik (C), dusik (N), fosfor (P), hlinik (Al), bor (B), vapnik (Ca), zelezo (Fe), draslik (K),
hoi¢ik (Mg), nebo popelovina. Také byly méfeny chemické parametry opadu, vzdalenost

k vodni hladin¢ raselini$té, vzdalenost k povrchu raselinisté nebo pH (Strakova et al., 2010).

4.2  Vzorky rostlinného opadu

Tato studie zahrnovala tfinact riznych typt rostlinného opadu, které reprezentovaly

rostlinné druhy typické pro pfirozené a odvodnéné raselinisté. Byl zde zahrnut opad mecht
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(Sphagnum angustifolium, Sphagnum fallax, Sphagnum balticum, Sphagnum fuscum,
Pleurozium schreberi), listovy opad (Betula nana, Carex lasiocarpa, Eriophorum
vaginatum, Ledum palustre, Rubus chamaemorus, Pinus sylvestris), dievity opad (Pinus
sylvestris) a koteny (Pinus sylvestris). Vzorky opadu byly vlozeny do opadovych sacku
a inkubovany po dobu deseti let ve svych ptirozenych podminkach, tj. v podminkach, kde by
byl dany typ rostlinného materialu pfirozen¢ vyprodukovan a nésledné rozkladan. Opadové
saCky s nadzemnimi ¢astmi cévnatych rostlin tak byly instalovany na povrchu raselinisté, do
vrstvy opadu daného druhu; saCky s mechem také na povrchu raselinist€¢ do mechovych
»chomacklt tésné pod Zivou (zelenou) vrstvu mechu. Sacky s kofeny byly instalovany
vertikalné v profilu raseliny do hloubky 0 — 10 cm a 20 — 30 cm pod povrchem. Po uplynuti
inkubacni doby byly sacky prevezeny do laboratote, kde byl jejich zbyvajici obsah vyc¢istén
od pfipadnych ptfidanych (vrostlych) materidlli, lyofilizovan a uchovan zamrazeny pro

nasledné mikrobialni analyzy.

4.3 Izolace DNA

DNA ze vzorku rostlinného opadu byla izolovana pomoci kitu MO BIO PowerSoil®
DNA Isolation Kit dle protokolu vyrobce. Koncentrace izolované DNA ve vzorcich byla
mefena pomoci QUANTUS QuantiFluor® dsDNA Systém (Promega) podle piilozeného
postupu od vyrobce. V této metod€ se vyuziva fluorescenéni dvou-fetézcové DNA vazebné
barvivo, diky kterému je mozno kvantitativn€ stanovit 1 malé mnoZzstvi dvou-fetézcové DNA

(ds DNA).

4.4  Kvantifikace celkového mnoZstvi Archaei a metanogenu

Kvantitativni PCR byla pouZita ke zjisténi obsahu genit 16StDNA specifickych pro
celkové Archaca a mcrA genu specifického pro metanogeny. Tyto dva geny byly
kvantifikovany dle stejného postupu. Standardy byly amplifikovany klasickou
polymerazovou reakci (PCR) a uspesnost amplifikace byla ovéfena gelovou elektroforézou.
Produkt byl ptecistén pomoci QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) a byla zméfena
koncentrace. Dale byly nafedény vzorky s DNA templatem na pfiblizné mnozstvi 10 — 20 ng
a pripraveny reakéni smési odlisné pro kazdy gen, ze kterych bylo pro reakci pouzito 17 ul
MasterMixu a 3 pl templatu. Kalibraéni kiivka standardu byla vytvofena desitkovym

fedénim a byla pipetovana jako pétibodova. Vzorky byly pipetovany na 48 jamkovou
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desticku ve dvou opakovanich, jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda. Byla
provedena qPCR na pfistroji StepONE Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems, USA).

Pro kvantifikaci genu celkovych Archaei (ARC) byl pouzit standard druhu
Pyrococcus furiosus (DSM 3638), ktery byl amplifikovan pomoci PCR za uvedenych
94 °C po dobu 10 s, cyklus nasedani primert pii 60 °C po dobu 30 s a syntéza novych
fetézcu pii 72 °C po dobu 30 s. V reakéni smési pro gPCR bylo pouzito 4,6 ul PCR H;0,
10 pl FastStart Universal SYBR Green Master (Rox), 1 ul primeru F, 1 ul primeru R a 0,4 ul
albuminu  z  hovéziho séra (BSA). Byly pouzity primery ARC787F
(ATTAGATACCCSBGTAGTCC) a ARC1059R (GCCATGCACCWCCTC) o koncentraci
0,5 uM, velikost produktu 273 bp (Yu et al., 2005).

Gen mcrA se pouziva jako specificky marker pro detekci a rozliSeni metanogenniho
spolecenstva (Juottonen et al., 2006), bylo s nim pracovano jiz v bakalaiské praci Lisalova
(2014). Pro kvantifikaci tohoto genu byl pouzit standard rodu Methanosarcina
35 cyklt denaturace pti 95 °C po dobu 30 s, cyklus nasedani primert pti 50 °C po dobu 60 s,
syntéza novych fetézcli pii 72 °C po dobu 60 s, elongacni faze pii 72 °C po dobu 8 minut. V
master mixu pro qPCR bylo pozito 5,9 ul PCR H,0, 10 pl FastStart Universal SYBR Green
Master (Rox), 0,1 pl primeru F, 0,1 pl primeru R, 0,4 pl albuminu z hovéziho séra (BSA)
a 0,5 ul dimetylsulfoxidu (DMSO). Byly pouzity primery ME1 (5‘-GCM ATG CAR ATH
GGW ATG TC-3°) a MCRIR (5°-ARC CAD ATY TGR TCR TA-3%) o koncentraci 0,3 uM,
velikost produktu 280 bp (Hales et al., 1996).

4.5 Gelova elektroforéza

Vzorky, u kterych byla kiivka tani posunuta, byly kontrolovany pomoci gelové
elektroforézy. Na 1% agarozovy gel bylo napipetovano 4 pl vzorku, 1 ul Loading Dye a 2 ul
Syber Green. Pro porovnani velikosti bylo napipetovano 5 ul Gene Ruler DNA Ladder 100
bp spolu s 2 ul Syber Green. Elektroforéza probihala 50 minut pii napéti 90V a proudu
500mA.
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4.6  Sekvenace a vyhodnoceni dat

Vzorky byly sekvenovany v laboratofi Argonne National Laboratory, Lemont,
lllinois. Analyza kvality sekvenci a vytvofeni OTU tabulky (vyjadiuje distribuci
jednotlivych OTU = “mikrobialnich druhd* ve vzorcich) byla provedena s pomoci skolitele,
jelikoz vyzaduje hlubSi znalosti bioinformatiky. Po odstranéni maélo kvalitnich
(g < PhredScore 20) a kratkych sekvenci zbylo pro dalsi analyzy 4 612 932 sekvenci.
Vlastni OTU tabulka vytvofena pomoci algoritmu uparse 8.1, taxonomické piifazeni pomoci
algoritmu utax s vyuzitim databaze ARB Silva 119. Nasledné byla data vyhodnocena
ve statistickém programu STAMP v. 2.0.6 (Parks et al., 2014). Relativni zastoupeni ¢eledi
(%) bylo prepocitano na absolutni mnozstvi pomoci qPCR (kopie genu/g ptudy). Absolutni

hodnoty byly log (x+1) transformovany pro ziskani normalni distribuce.

Vliv typu raselinisté¢, opadu, odvodnéni nebo hloubky na mnozstvi a diverzitu
metanogenti byl méfen jako rozklad variability pomoci redundan¢ni analyzy (RDA)
v programu CANOCO 5 za pomoci konzultanta, oddélené pro opady z povrchové vrstvy
a kofeny Pinus sylvestris. Pro méfeni vlivu na mnozstvi metanogeni byly jako vysvétlovana
data pouzity absolutni hodnoty metanogent, pro méfeni vlivu na diverzitu metanogent byly
absolutni hodnoty standardizované po vzorcich. Déle byly pomoci metody postupné selekce
charakteristik prostiedi vybrany jednotlivé parametry prostiedi, které nejlépe korelovaly
s variabilitou mnozstvi a diverzity metanogent. Signifikance byla testovana pomoci Monte

Carlo permutacniho testu.
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S) Vysledky

Mnozstvi a diverzita metanogenniho spoleCenstva byly porovnavany pro rtzné
hloubky (povrch =0 c¢m, svrchni vrstva = 0 — 10 ¢m, spodni vrstva = 20 — 30 cm). Dale pak
pro rizné typy raselini§t¢ (FEN = minerotrofni slatinis§t¢, BOG = ombrotrofni vrchoviste¢)
aruzné typy opadu, typické pro zkoumané raselinisté. V neposledni fad¢ byl sledovan vliv

miry odvodnéni (PR = pfirozena plocha, STD = kratkodobé¢ odvodnéna plocha,

LTD = dlouhodobé odvodnéna plocha).

5.1  Vliv hloubky na metanogenni spoleenstvo

Mnozstvi celkovych Archaei bylo vyssi ve vSech hloubkach slatinisté oproti
vrchovisti. Ve slatinisti (Obr. 3A) se mnozstvi celkovych Archaei zvySovalo s hloubkou,
bylo piiblizn¢ 8x vétsi ve spodni vrstvé raSelinis§té oproti povrchu a vrstvé svrchni. Na

vrchovisti (Obr. 3B) neméla oproti slatinisti hloubka na Archaea vyraznéjsi vliv.
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Obr. 3: Mnozstvi celkovych Archaei ve slatinisti (A) a vrchovisti (B) v zavislosti na

hloubce.
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Podobn¢ jako u celkovych Archaei tomu bylo u metanogent, ve slatinisti bylo
zjisténo vyssi mnozstvi metanogend nez na vrchovisti. Ve slatinisti (Obr. 4A) se mnozstvi
metanogent postupné zvySovalo s hloubkou, kdy ve spodni vrstvé bylo pfiblizné 7X vice
metanogent oproti povrchu. MnozZstvi metanogenti na vrchovisti (Obr. 4B) bylo do hloubky

10 cm pfiblizn€ stejné, naopak ve spodni vrstvé vyrazné narostlo.
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Obr. 4: Mnozstvi metanogent ve slatinisti (A) a vrchovisti (B) v zavislosti na hloubce.

Relativni zastoupeni metanogennich celedi se ve slatinisti (Obr. 5, FEN) zvySovalo
s hloubkou, v nejhlubsi vrstvé se oproti povrchu objevily navic ¢eledé Methanospirillaceae
a Methanococcaceae. Relativni zastoupeni metanogennich ¢eledi vrchoviste (Obr. 5, BOG)
se naopak vibec neménilo. Ve slatinisti byly oproti vrchovisti navic celedé

Methanocellaceae, Methanospirillaceae a Methanosaetaceae. Relativni  mnozstvi
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Methanosaetaceae se ve spodni vrstvé slatinisté¢ (Obr. 5B, FEN) zvysilo oproti povrchu

0 10% a Methanobacteriacea 0 35%, naopak relativni mnozstvi Methanocellaceae se snizilo

0 50%. Celed’ Methanoregulaceae byla na povrchu slatini§té zastoupena piiblizné 15%, poté

se ve svrchni vrstve snizila ptiblizné na 1% a nasledné se v hloubce 30 cm opét zvysila a to

0 9%. Relativni mnozstvi Methanococcaceae se v nejhlubsi vrstvé vrchovisté (Obr. 5B,

BOG) snizilo oproti povrchu 0 35%, naopak pocet Methanoregulaceae se zvysil o 30%.

Relativni mnozstvi Methanosarcinaceae se snizilo ve spodni oproti svrchni vrstvé 0 15%.

U celed¢ Methanobacteriaceae nebyl zaznamenan Zadny vétsi pokles ani nartst.
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Obr. 5: Relativni zastoupeni metanogennich Celedi ve slatinisti (FEN) a vrchovisti (BOG)

v zavislosti na hloubce. Data jsou prezentovana v relativni Skale. A - % z celkového

Archaealniho spoleCenstva, B - % z metanogennich Archaei
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5.2 Vliv odvodnéni raseliniS§té na metanogenni spolecenstvo

Mnozstvi celkovych Archaei se Vv obou raseliniStich s odvodnénim snizilo a vliv
odvodnéni byl vice patrny na slatinisti (FEN) oproti vrchovisti (BOG). Mnozstvi Archaei ve
slatinisti (Obr. 6A) bylo po kratkodobém odvodnéni (STD) 3x mensi oproti pfirozené plose
(PR). Dlouhodobé odvodnéni (LTD) uz nemélo na metanogeny dal$i vyraznéjsi vliv,
mnozstvi ziistalodvodnéni oproti pfirozené ploSe také snizilo a mnozstvi ztistalo podobné

i po dlouhodobém odvodnéni.
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Obr. 6: Mnozstvi celkovych Archaei ve slatinisti (A) a vrchovisti (B) v zavislosti na

odvodnéni raseliniste.
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Mnozstvi metanogent ve slatinisti (Obr. 7A) linearné klesalo s odvodnénim, po
kratkodobém odvodnéni se snizilo 5X a po dlouhodobém odvodnéni pfiblizné 6x oproti
ptirozené ploSe. Mnozstvi metanogenti na vrchovisti (Obr. 7B) po kratkodobém odvodnéni
bylo 2x mensi nez na pfirozené plose, avSak jejich hodnota po dlouhodobém odvodnéni opét

narostla.
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Obr. 7: Mnozstvi metanogent ve slatinisti (A) a vrchovisti (B) v zavislosti na odvodnéni

raSeliniste.
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Relativni zastoupeni metanogennich Celedi se na slatinisti (Obr. 8, FEN) i vrchovisti

(Obr. 8, BOG) snizovalo s odvodnénim raselinisté. Na ptirozené plose slatinist¢ (PR) bylo

bohat§i relativni zastoupeni metanogennich celedi na rozdil od dlouhodobé odvodnéné

plochy (LTD), kde ztistaly pouze &eledé Methanoregulaceae a Methanobacteriaceae. Celed’

Methanospirillacea se objevila v malém mnozstvi pouze nna kratkodobé odvodnéné plose

(STD) slatinisté. Na ptirozené plose vrchovisté byly metanogenni celedé rovnomérné

rozvrstveny, avSak po kratkodobém odvodnéni vymizela &eled Methanosarcinaceae.

Relativni mnoZstvi Methanobacteriaceae se na vrchovisti snizilo z 30% na 4% a nasledné se

po dlouhodobém odvodnéni zvysilo na 70%. Relativni mnozstvi Methanococcaceae se

naopak po kratkodobém odvodnéni zvysilo o 36% a poté se po dlouhodobém odvodnéni

snizilo 0 31%. FEN
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Obr. 8: Relativni zastoupeni metanogennich ¢eledi ve slatinisti (FEN) a vrchovisti (BOG)

Vv zévislosti na odvodnéni raSelini§té. Data jsou prezentovdna v relativni Skale. A - %

z celkového Archaeélniho spolecenstva, B - % z metanogennich Archaei
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Redundanéni analyza (RDA) povrchové vrstvy raselinisté (Obr. 9A) ukazala, ze
nejvetsi vliv na mnozstvi metanogeni (Obr. 9A, Tab. I1I) mélo odvodnéni (9,4% vysvétlené
variability, p = 0,002) a nasledné typ raselinisté (4,7% vysvétlené variability, p = 0,004),
naopak nejméné ovliviioval mnozstvi metanogenu typ opadu (2,8% vysvétlené variability,
p = 0,078). Vliv odvodnéni byl vyrazné vétsi ve slatinisti (18,3% vysvétlené variability,
p =0,002) oproti vrchovisti (4,7% vysvétlené variability, p = 0,03). Bylo zjisténo, ze tato
variabilita také souvisela s pidnim draslikem (K), popelovinou (ASH) a vySkou vodni
hladiny (Tab. IV). Podobné vysledky byly ziskany pro relativni zastoupeni metanogennich
celedi (Obr. 9B, Tabulka I11), na které mélo nejvétsi vliv odvodnéni a typ raselinisté (13,7%
a 13,9% vysvétlené variability, p < 0,05), vliv typu opadu nebyl zadny. Vliv odvodnéni se
zdal byt veétsi ve slatinisti (21,3% vysvétlené variability oproti 7,9% na vrchovisti), ale test
nebyl statisticky signifikantni. Ve slatinisti pievladaly c&eledé Methanocellaceae,

Methansaetaceae a Methanobacteriaceae oproti vrchovisti, kde byla nalezena celed

Methanococcaceae.
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Obr. 9: Ordina¢ni diagram redundan¢ni analyzy (RDA) zobrazujici mnozstvi a relativni
zastoupeni metanogennich Celedi povrchové vrstvy slatinisté¢ (FEN) a vrchovisté (BOG)
Vv zavislosti na odvodnéni raseliniSté. PR — piirozend plocha, STD — kritkodob& odvodnénéa plocha,

LTD — dlouhodobé odvodnéna plocha
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Tab. 1lI: Vysledky redundanéni analyzy (RDA) znazormujici procento celkové variability
vV mnozstvi a relativnim zastoupeni metanogennich Celedi vysvétlené typem raSelinisté,

odvodnénim a typem opadu.

Relativni zastoupeni

MnoZstvi
metanogennich celedi
Testované zdroje  Vysvétlena P Vysvétlena P
variability variabilita (%) variabilita (%)
Typ raselinisté 4,7 0,004 13,9 0,01
Odvodnéni 9,4 0,002 13,7 0,036
Typ opadu 2,8 NS 0 NS

NS - Neni signifikantni

Tab. IV: Parametry prosttedi v RDA analyze majici signifikantni vliv na mnoZstvi

metanogenti povrchové vrstvy slatinisté a vrchoviste.

Testované zdroje variability Vysvétlena variabilita (%) P

Vyska vodni hladiny 15,8 0,002
Pldni popelovina 7,9 0,002
Pidni K 4,0 0,002
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5.3  Vliv opadu na metanogenni spole¢enstvo

Ve slatinisti (Obr. 10A) bylo oproti vrchovisti (Obr. 10B) vice opadi osidlenych

metanogeny. V obou raSelinistich bylo nejvice metanogent na kofenech Pinus sylvestris.

Relativni zastoupeni metanogennich ¢eledi bylo vyraznéjsi ve slatinisti, kde bylo nalezeno

6 celedi oproti vrchovisti, kde byly nalezeny 4 celed¢. Ve slatinisti byly nejvice zastoupeny

celedé Methanocellaceae a Methanobacteriaceae, na vrchovisti ¢eledé Methanobacteriaceae,

Methanococcaceae a Methanoregulaceae.
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Obr. 10: Relativni zastoupeni metanogennich ¢eledi v zavislosti na riznych typech opada ve

slatinisti (A) a vrchovisti (B). BN - L: Betula nana leaves, CL - L: Carex lasiocarpa leaves, EV - BS:

Eriophorum vaginatum basal sheaths, EV — L: Eriophorum vaginatum leaves, LP — L: Ledum palustre leaves,

PiS — B: Pinus sylvestris branches, Pis — N: Pinus sylvestris needles, PiS - R: Pinus sylvestris roots, Pleus:

Pleurozium schreberi, RCH — L: Rubus chamaemorus leaves, SA: Sphaghum angustifolium, SF: Sphagnum

fallax, SB: Sphagnum balticum, SFU: Sphagnum fuscum.
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54  VIiv hloubky a odvodnéni na metanogenni spoletenstvo u Kkofenid Pinus
sylvestris

Mnozstvi metanogent u kofenti Pinus sylvestris bylo méfeno ve svrchni (0 — 10 cm)
a spodni (20 — 30 cm) hloubce. Ve slatinisti (Obr. 11A) se oproti vrchovisti (Obr. 11B)
s odvodnénim linearné snizovalo mnozstvi metanogent U obou hloubek. Na pfirozené (PR)
a dlouhodobé odvodnéné plose (LTD) slatinisté bylo vétsi mnozstvi metanogend ve spodni
vrstve, na kratkodobé odvodnéné plose (STD) bylo mnozstvi v obou vrstvach podobné. Na
vrchovisti se linearné snizovalo mnozstvi metanogenti ve spodni vrstve, zatimco ve svrchni
vrstvé bylo nejvice metanogenti na kratkodobé odvodnéné plose. Bylo to pravdépodobné
zpusobeno jednim ze vzorkd, ktery byl fadové posunut. Vzorek byl ve vyhodnocovani

ponechan, jelikoz byla provedena pouze dvé opakovani.
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Obr. 11: Vliv hloubky a odvodnéni na mnoZstvi metanogenti U kofent Pinus sylvestris ve

vrchovisti (A) a slatinisti (B).
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Dle RDA analyzy svrchni (0 — 10 cm) a spodni (20 — 30 cm) vrstvy u kofent Pinus
sylvestris bylo mnozstvi metanogenti (Obr. 12A, Tab. V) nejvice ovlivnéno typem (24,4%
vysvétlené variability, p = 0,002) a odvodnénim (14,3% vysvétlené variability, p = 0,016)
raSeliniSté, nejmensi vliv na né méla hloubka (5,7% vysvétlené variability, p = 0,032).
Odvodnéni mélo vyrazné vétsi vliv na mnozstvi metanogenti ve slatinisti (41,2% vysvétlené
variability, p = 0,018) oproti vrchovisti (9% vysvétlené variability, NS). Stejn¢ tomu bylo
i s vlivem hloubky (slatinisté 26,6% vysvétlené variability, p = 0,026 oproti vrchovisti 0%
vysvétlené variability, NS). Mnozstvi metanogeni klesalo v gradientu piirozené (PR),
kratkodobé (STD) a dlouhodobé odvodnéné (LTD) raselinisté. Spole¢enstva metanogenti se
Vv pfirozenych plochéach raselinisté vyrazné liSila, avSak po odvodnéni se jejich podobnost
pomalu setkavala. Mnozstvi pidniho vapniku (Ca) a fosforu (P) také souviselo s touto
variabilitou (Tab. VI). Podobné vysledky byly =ziskany pro relativni zastoupeni
metanogennich celedi (Obr. 12B, Tab. V), na které mélo nejvétsi vliv odvodnéni a typ
raSelinisté (20,8% a 19,2% vysvétlené variability, p < 0,01), vliv hloubky byl zanedbatelny.
Vliv odvodnéni se zdal byt o néco vétsi ve slatinisté (34,4% vysvétlené variability oproti
27,4% na vrchovisti), podobné jako vliv hloubky (11,5% vysvétlené variability na slatinisti
oproti 10,1% na vrchovisti), ale testy nebyly statisticky signifikantni.
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Obr. 12: Ordina¢ni diagram redundancni analyzy (RDA) zobrazujici mnozstvi a relativni
zastoupeni metanogennich ¢eledi svrchni (0 — 10 cm) a spodni (20 — 30 cm) vrstvy slatinisté

(FEN) a vrchovist¢ (BOG) u kotent Pinus sylvestris v zavislosti na hloubce a odvodnéni
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raselini§té. PR — piirozena plocha, STD — kratkodobé odvodnéna plocha, LTD — dlouhodobé odvodnéna

plocha

Tab. V: Vysledky redundan¢ni analyzy (RDA) znazornujici procento celkové variability
vV mnozstvi a relativnim zastoupeni metanogennich celedi vysvétlené typem raselini$te,

odvodnénim a hloubkou.

Relativni zastoupeni

MnoZstvi
metanogennich celedi
Testované zdroje = Vysvétlena P Vysvétlena P
variability variabilita (%) variabilita (%)
Typ raseliniste 24,4 0,002 19,2 0,006
Odvodnéni 14,3 0,016 20,8 0,008
Hloubka 57 0,032 2,6 NS

NS = Neni signifikantni

Tab. VI: Parametry prosttedi v RDA analyze majici signifikantni vliv na mnoZzstvi

metanogentll svrchni a spodni vrstvy slatini$té a vrchoviste.

Testované zdroje variability Vysvétlena variabilita (%) P
Pidni Ca 36,8 0,026
Pidni P 17,9 0,026
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5.5  Syntrofni bakterie v zavislosti na hloubce

Ve slatinisti i vrchovisti se s hloubkou zvySovalo relativni zastoupeni celedi

syntrofnich bakterii. V obou typech raSelinist’ pievladala celed” Acetobacteraceae. Ve

slatinisti (Obr. 13, FEN) se s hloubkou zvySovalo relativni mnozstvi syntrofnich bakterii.

Oproti tomu ve vrchovisti (Obr. 13, BOG) Kk nardstu nedochéazelo. U obou typa raselinist

bylo nejvétsi relativni zastoupeni ¢eledi syntrofnich bakterii v nejhlubsi vrstvé (20-30cm),

coz mohlo souviset i s vyssim relativnim zastoupenim metanogennich ¢eledi (viz Obr. 5)
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Obr. 13: Relativni zastoupeni Celedi syntrofnich bakterii ve slatinisti (FEN) a vrchovisti

(BOG) v zavislosti na hloubce. Data jsou prezentovana v relativni Skale. A - je %

z celkového bakterialniho spolecenstva, B - % z syntrofnich bakterii
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5.6  Syntrofni bakterie v zavislosti na odvodnéni raselini$té

Celkové relativni mnozstvi syntrofnich baterii po dlouhodobém odvodnéni (LTD)

Kleslo pouze u slatinisté (Obr. 14, FEN), naopak u vrchovisté (Obr. 14, BOG) se jejich

relativni mnozstvi téméf nezmeénilo. S odvodnénim vSak kleslo mnozstvi relativniho

zastoupeni syntrofnich Celedi (tj. snizila se jejich diverzita). U slatiniste jiz po kratkodobém

odvodnéni (STD) dominovala ¢eled” Acetobacteraceae a V mensi mife byla zastoupena

I ¢eled” Syntrophaceae. Po dlouhodobém odvodnéni (LTD) dominovala jiz pouze celed

Acetobacteraceae. Ve vrchovisti dominovala na vech plochach ¢eled” Acetobacteraceae.
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Obr. 14: Relativni zastoupeni Celedi syntrofnich bakterii ve slatinisti (FEN) a vrchovisti

(BOG) v zavislosti na odvodnéni raselinisté. Data jsou prezentovana v relativni Skale. A - je

% z celkového bakteridlniho spolecenstva, B - % z syntrofnich bakterii
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5.7  VIliv chemickych parametrii piidy na abundanci metanogennich ¢eledi

Metanogeni byli dale ovliviiovani chemickymi parametry pady. V Tabulce VII je
znazornéno jak metanogeni korelovali s riznymi chemickymi latkami, ale také s pH nebo se
vzdalenosti od povrchu raSelini§t¢ (DS). Nejvyznamnéji  korelovala  Celed
Methanococcaceae a to se vSemi vybranymi parametry, u ostatnich ¢eledi nebyly korelace
signifikantni. Ukazany jsou pouze signifikantni korelace pro vybrané celedé a chemické

parametry pudy (p < 0,05).

Tab. VII: Vybrané korelacni koeficienty chemickych parametri piady ovliviiujici

metanogeny.

Celed’ DS pH C N P Ca Fe ASH
Methanococcaceae

(= 29) -045 058 -0,39 047 042 053 049 0,52
Methanocellaceae NS NS NS NS NS NS NS NS
Methanomicrobiaceae Ns NS NS NS NS NS NS NS
Methanospirillaceae  ns NS NS NS NS NS NS NS
Methanosarcinaceae  nNs NS NS NS NS NS NS NS

n = Pocet bodu, ze kterych byla korelace pocitana

NS = Neni signifikantni
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6 Diskuze
6.1  Vliv hloubky na metanogenni spolecenstvo

Hloubka je jednim =z dulezitych faktorG ovliviiujici metanogenni spoleCenstvo
v raSelinistich. Metanogeni jsou striktné anaerobni mikroorganismy, tudiz je logické
predpokladat, ze nejvétsi mnozstvi bude ve spodni (20 — 30 cm) anoxické vrstvé (Galand et
al., 2002) oproti povrchové (0 cm) a svrchni (0 — 10 cm) vrstvé. Z naSich vysledkt je patné,
7e mnozstvi metanogenu se zvySovalo s hloubkou, tedy ptivodni hypotéza byla potvrzena.
Ve slatinisti (FEN), které je pfirozené vice nasycené vodou se mnozstvi metanogent
s hloubkou viceméné linearné zvySovalo, zatimco na vrchovisti (BOG) vyrazné stoupl pocet
az ve spodni vrstvé (20 — 30 cm). Vhodné podminky pro metanogeny mohly byt u slatinisté
diky vyssi hladiné vody a lepsi dostupnosti substratti uz ve svrchni vrstvé (0 — 10 cm) na
rozdil od vrchovisté, které byva ve svrchni ¢asti sussi, zavislé na ptijmu vody pouze
z destovych srazek (Galand et al., 2002).

Hloubka a typ raselini§t¢ mé¢ly dale vyznamny vliv i na zastoupeni jednotlivych
metanogennich Celedi. Nejvétsi mnozstvi metanogennich celedi bylo ve spodni vrstveé
slatinisté, které je Zivinové bohat$i a vhodnéjsi pro metanogeny oproti zivinové chudsimu
vrchovisti, kde byla rozmanitost metanogantt 0 polovinu mensi (Urbanova et al., 2013).
Acetoklasticti metanogeni nejvice osidluji horni vrstvy raSelinist’ naopak hydrogenotrofni
metanogeni pievladaji ve spodnich vrstvach (Lai et al., 2009). Toto se potvrdilo ve
vrchovisti, kde ve svrchni vrstvé bylo nalezeno nejvice metanogenti celedé
Methanosarcinaceae, ktefi mohou tvofit metan i acetoklastickou drahou a ve spodni vrstvé
dominovala ¢eled Methanomicrobiaceae vyuzivajici hydrogenotrofni drahu. Tato celed’
dominovala také ve spodni vrstvé slatinisté, avSak acetoklasti¢ti metanogeni celed¢
Methanosarcinaceae a Methanosaetaceae byly nalezeni ve svrchni i spodni vrstvé pouze
V nepatrném mnozstvi, coz mohlo byt pravdépodobné zpiisobeno snizenou kvalitou

substrat dostupnych pro tyto metanogeny (Urbanova et al., 2015).

6.2  Vliv odvodnéni raseliniS§té na metanogenni spolecenstvo

Odvodnéni raselinist’ za hospodatskym ucelem bylo provadéno v minulych stoletich
a patii mezi vyrazné faktory ovliviiujici metanogenni spolecenstvo v raselinistich.

Odvodnéni snizuje vodni hladinu raselinist, odkryva tak vodou nasycenou anaerobni vrstvu,
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ze které se pOstupné stava vrstva aerobni, nevhodna pro rust metanogent. Metanogeni by
m¢éli nejvice osidlovat prirozené zavodnéné plochy raselinist’ a nasledné po kratkodobém
a dlouhodobém odvodnéni by mél pocet metanogent klesat (Urbanova et al., 2013).
Vyrazné&j$i zmény by se mély projevit spiSe na Zivinové bohatSich slatinistich oproti
chudsim vrchovistim (Urbanova et al., 2015). Nase data potvrdila obecny trend, ze mnozstvi
metanogenti s odvodnénim postupné klesa. Na slatinisti byl po odvodnéni pozorovan
linearni pokles metanogenti. Na vrchovisti se po kratkodobém odvodnéni snizilo mnoZzstvi
metanogenu na zhruba polovinu, avsak po dlouhodobém odvodnéni se pocet opét navysil.
Pravdépodobné se metanogeni umi na vodou méné nasycenych vrchovistich 1épe ptizplsobit
podminkdm a tudiz na né¢ odvodnéni nemélo vyraznéjsi vliv. Vyrazné¢ mensi vliv mélo

odvodnéni vrchovist’ i na slozeni bakterialniho spolecenstva (Urbanova et al., 2015).

S odvodnénim také pokleslo mnozstvi metanogennich c¢eledi. Po dlouhodobém
odvodnéni ziistali na slatinis$ti pouze metanogeni tvofici metan hydrogenotrofni drahou a to
Celed¢ Methanobacteriaceae a Methanoregulaceae, na vrchovisti navic Celed
Methanococcaceae. Hydrogenotrofni metanogeni ¢eled¢ Methanomicrobiaceae dominujici
na obou typech dlouhodobé odvodnénych raselinist’ se pravdépodobné umi 1épe piizplsobit
chudsim podminkam (Galand, 2004). Redundan¢ni analyza povrchové vrstvy prokazala vliv
vysky hladiny vody a typu raselini$té na variabilitu metanogend, stejn¢ jako bylo prokézéano
ve studii Jaatinen et al. (2007). Bylo také prokazano, ze typ opadu nemél na metanogeny tak
velky vliv. S touto variabilitou také koreluje pudni draslik a popelovina. Z vysledku je
patrné, Ze ztrata anaerobniho prostfedi negativné ovliviiuje metanogeny a diky vySSimu

mnozstvi metanogent jsou takové zmény znatelnéjsi na Zivinové bohatsich slatinistich.

6.3  Vliv opadu na metanogenni spolecenstvo

Diky vét§i rozmanitosti nadzemni vegetace bylo mnoZzstvi metanogennich celedi
Vv zavislosti na typu opadu vétsi ve slatiniStich oproti vrchovistim, coZ také bylo prokazano
ve studii Andersen et al. (2013). Nejvétsi mnozstvi metanogennich Celedi bylo zjisténo
u kofena Pinus sylvestris, ktery byl jako jediny typ opadu pod povrchovou vrstvou a tudiz
byl vice v anaerobnich podminkach vhodnych pro rust metanogent. Dle redundan¢ni
analyzy (RDA) vrstvy u kofeni Pinus sylvestris byla zjisténa nejvétsi variabilita
metanogenl V zavislosti na typu raselinis§té spole¢né s odvodnénim. Bylo zjisténo, Ze
metanogenni spoleCenstva se v pfirozenych plochach navzijem liSi a po dlouhodobém

odvodnéni se stavaji podobnymi.
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6.4  Vliv hloubky a odvodnéni na syntrofni bakterie

V obou typech raSeliniSt se mmnozstvi celedi syntrofnich bakterii zvySovalo
s hloubkou. Nejvice bylo syntrofnich bakterii ve spodni vrstvé, stejné jako tomu bylo
u metanogent, jelikoz spoleéné¢ hraji klicovou roli v degradaci organické hmoty
V anaerobnim prostiedi raselinist’ (Dolfig, 2014). Ve spodni vrstvé mély nejvetsi zastoupeni
Celedé Acetobacteraceae, Syntrophorhabdaceae a Syntrophaceae. Cukr-fermentujici bakterie
Clostridiaceae 1 anaerobné rozkladaji hexosu na acetat a COy, které jsou nasledné vyuzity
metanogeny jako substraty pro tvorbu metanu. Metanogeni jim na oplatku pomahaji
udrzovat parcialni tlak H, na urovni 10* az 10° atm a vytvaii tak vhodné podminky pro
jejich rast (Morris et al., 2013). Kvuli malému mnozstvi hex6z v pudé (Strakova et al.,
2010) bylo v raselinistich pravdépodobné nizké mnozstvi téchto syntrofnich bakterii.
Povrchova a svrchni vrstva byla osidlena pifevazné jen Celedi Acetobacteraceae. Tyto acetat-
oxidujici bakterie soutézi o substrat S acetoklastickymi metanogeny tedy celedi
Methanosarcinaceae a Methanosaetaceae (Morris et al., 2013). Mizeme se domnivat, Ze ve
vrchovisti  ,,vitézi“  syntrofni  bakterie = Acetobacteraceae, jelikoz  abundance
Methanosaetaceae je tam nulova. Ve slatinisti (FEN) se po odvodnéni mnozstvi syntrofnich
bakterii snizovalo, av§ak na vrchovisti zistala abundance pomérné stejna, ménilo se pouze
relativni zastoupeni Celedi syntrofnich bakterii a to na obou typech raselinisté. Z dostupné

literatury nebyl zatim vliv odvodnéni na syntrofni bakterie studovan.

6.5  Vliv chemickych parametri pidy na abundanci metanogennich ¢eledi

Statisticky vyznamna korelace v zavislosti na mnozstvi metanogenti byla zjisténa
pouze u ¢eledé Methanococcaceae. Bylo prokazano, ze ¢im vice bylo pidniho dusiku (N),
fosforu (P), vapniku (Ca) a zeleza (Fe), bylo v raselinisti vy$§i mnozstvi metanogent ¢eledé
Methanococcaceae. Dale tato celed’ pozitivné korelovala s pH a popelovinou. Negativné
korelovala s celkovym padnim uhlikem (C) a se vzdalenosti k povrchu raSeliniste.
Metanogeni ¢eledé Methanococcaceae jsou hydrogenotrofni, preménuji CO, + H; nebo
mravencan na metan a optimalni pH po jejich rist je mezi 6,5 — 8 (Oren, 2014), coz mohlo
souviset s pozitivni korelaci, tedy ¢im vyssi bylo pH, tim vice bylo metanogeni celedé
Methanococcaceae. Podle Vaviova et al. (2009) souvisi pidni popelovina s rychlosti
dekompozice, kdy pii vyssim obsahu popeloviny v pidé je rozklad organické hmoty

rychlejsi. Tedy pfi vysSim obsahu popeloviny (mineralnich Zivin) v ptidé mohlo byt vyssi
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mnozstvi metanogend ¢eledé Methanococcaceae a tudiz i rychlejsi dekompozice organické
hmoty. Dale bylo zjisténo, ze ¢im vétsi bude vzdalenost k povrchu raselinisté, tim méné
bude metanogenu celedé Methanococcaceae. Toto bylo potvrzeno v nasich vysledcich,

jelikoz s vlivem hloubky ¢eled” Methanococcaceae postupné klesala (viz Obr. 5, BOG).

33



7 Zavér

Bylo prokazéno, ze nejvétsi vliv na mnozstvi a diverzitu metanogenti mélo
odvodnéni raselinis$té souvisejici s poklesem hladiny vody a tedy se ztratou anaerobniho
prostiedi, ktera méla na metanogeny negativni vliv. Metanogeny také vyrazné ovlivnila
hloubka a typ raselinisté. S vétsi hloubkou byl zjistén stoupajici trend, kdy nejvétsi mnozstvi
a diverzita metanogenti byla ve spodni anaerobni vrstvé (20 — 30 cm). Vyraznéjsi zmény
v mnozstvi a diverzité¢ metanogenti nastaly podle ptivodni hypotézy Vv Zivinové bohatSich
slatinistich. Nejvice metanogentd bylo u kofentd Pinus sylvestris, avsak typ opadu nemél na
metanogenni Archaea V raseliniStich az takovy vliv. Pravdépodobné byli vice ovlivnéni
okolnimi mikroorganismy, Skterymi byvaji Casto v symbidze. Korelace vybranych
chemickych parametri a metanogend V zavislosti na mnozstvi ukdzala signifikantni

vysledek pouze u ¢eledé¢ Methanococcaceae.
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