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1. Uvod

Metanogenni Archaea jsou vyznamnou SKupinou mikroorganismt produkujici metan
a obyvajici anaerobni prostiedi, tedy moiské sedimenty, travici trakty piezvykavca a spodni
anoxické vrstvy mokiadii. Jsou rozdéleny podle rizné drahy metanogeneze na
acetoklastické, methylotrofni a hydrogenotrofni metanogenni Archaea. Diky metanogennim
Archaeim jsou raselinis§té povaZzovana za dulezité zdroje metanu, vyznamného sklenikového
plynu, podilejiciho se na kolobéhu uhliku a ovlivnéni globalniho klimatu. V minulosti byla
raSelini$t¢ odvodiovana za ucelem tézby, v tomto disledku poklesly emise metanu, tedy
I pocet metanogennich Archaei v raselinisti. V soucasné dobé je snaha raselinisté¢ opét

revitalizovat, tudiz se pfedpokladéa zvySeni emisi metanu a ndvrat metanogennich Archaei.

Cile prace:

Zpracovat reSersi o metanogennich Archaea.

Stanovit a porovnat pocet metanogennich Archaei v riznych typech raselinist’ a v riznych
hloubkach pomoci kvantitativni PCR.

Zjistit vliv odvodnéni a revitalizace na pocet metanogennich Archaei.



2. Literarni prehled

2.1. Archaea

Doména Archaca je skupina jednobunéénych organismu patiici do prokaryot.
V minulosti byly Archaea nazyvany spolu s bakteriemi jako archebakterie, ale tato
Klasifikace je jiz zastarald. Nyni jsou klasifikovany, jako jedna samostatna skupina
V systému tfi domén. V tomto systému jsou odlisné vétve evoluniho ptivodu, kterymi jsou
Archaea, Bakterie a Eukaryota (Madigan et al., 2012).

Archaea jsou rozdéleny do péti kmenti. Kmen Crenarchaeota, pro ktery jsou typicka
extrémné horka, kysela prostfedi a ziskavani energie pomoci siry. Kmen Euryarchaeota, do
kterého se fadi metanogenni (Obr. 1) a halofilni organismy. Dal$imi kmeny jsou

Korarchaeota, Nanoarchaeota a Thaumarcheota (Barker, 2010).

Methanogenium
{ Methanomicrobiales

Methanospirilum

Methanozaeta .
—| _ Methanosarcinales
Methanosarcina
Haloferax
Thermoplasma

I: Ferroglobus
Archaeoglobus
Methanothermus

Methanobacteriales
Methanothermobacter

Methanococcus

. Methanococcales
Methanocaidococcus

Pyrococcus

Methanopyrus Methanopyrales

Obr. 1: Fylogeneticky vztah metanogennich Archaei a pfibuznych euryarchaeot (Hedderich
et al., 2006).

2.1.1. Metanogenni Archaea

Metanogenni Archaea jsou mikroorganismy, patiici do kmene Euryarchaeota, ktefi

ziskavaji jejich energii potfebnou k rlistu z procesu biosyntézy metanu neboli metanogeneze.
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VSechny metanogenni Archaea jsou obligdtnimi producenty metanu ajsou jedinecné
specializovany pro tento styl Zivota (Hedderich et al., 2006).

Metanogenni Archaea jsou kosmopolitni, byly nalezeny v rozmanitém anaerobnim
prostiedi po celé¢ zemekouli. Krom¢ mnoha mirnych stanovist’ s primérmymi teplotami, jsou
také bézné v prostiedi extrémnich teplot a salinit (Hedderich et al., 2006). Nejcastéji se
vyskytuji v zaplavenych ptidach, anoxickych sedimentech a gastrointestinalnim traktu zvitat
(Whitman et al., 2006).

Metanogenni Archaea maji velmi rozmanité velikosti a tvary bunék, zahrnujici
ty¢inky, pravidelné i nepravidelné koky, spiraly a méné obvyklé s plochym tvarem (Garcia
et al., 2000).

2.2. Kolobéh uhliku a role metanu

Kolob¢h uhliku je biogeochemicky cyklus, ve kterém je oxid uhli¢ity vyménovan
mezi atmosférou, hydrosférou a biosférou Zemé. Uhlikovy cyklus je uzce spojen
s kolobéhem kysliku, pfes oxida¢ni a reduk¢ni reakce cykld mnoha dalich prvkd. Na zemi
je oxid uhli¢ity fixovan a uloZen v rostlinnych a zvitecich tkanich a v piidni organické hmoté
(White et al., 1992). Kromé oxidu uhli¢itého se na kolob¢hu uhliku podili také metan, ktery
je druhym nejvyznamnéjs$im sklenikovym plynem. I ptes kratkou dobu Zivotnosti
v atmosféte, kterd je pfiblizné osm let, je metan 25 krat silnéjsi sklenikovy plyn nez oxid
uhli¢ity (Nazaries et al., 2013).

Atmosféricky metan (CH,4) je ze 70 — 80 % biologického pivodu, jehoz hlavnim
zdrojem jsou mikrobidlni procesy v raseliniStich, ryZovych polich a v zazivacim traktu
prezvykavci. Metanogenni Archaea produkuji metan v anaerobnich oblastech podmacenych
pud, ktery je déale oxidovan na oxid uhli¢ity metanotrofnimi bakteriemi v aerobnich
oblastech mokiadi a horskych pud (Mer et al.,, 2001). K pfenosu metanu z pudy do
atmosféry dochéazi tfemi hlavnimi zplsoby, kterymi jsou difuze, kypéni a transport
prostiednictvim rostlinného pletiva (Obr. 2). Metan, ktery je vyroben v anaerobni vrstvé
pidy, je do atmosféry prenesen difuzi. Druhym zptsobem pienosu je kypéni, pii kterém
metan unikd ve formé& plynnych bublinek (Lai, 2009). K pienosu dochéazi také pftes
aerenchym (velké plynové prostory v rostlinné tkani), ktery slouzi jako ,,plynové potrubi®,
ptenasejici metan z anoxické oblasti do atmosféry, ¢imz obchazi oxidac¢ni zonu. (Bubier et

al., 1994).



Vascular transport

Plant tissues —# Orgenic C <« Rools
(exudation, decay)
Obr. 2: Schéma kolobéhu metanu znazoriujici produkéni, oxidacni a transportni

mechanismy (Conrad et al., 1989).

2.3. Metanogeneze

Metanogeneze je unikatni série biochemickych reakci, pfi kterych jsou vyuzivany
specifické koenzymy. Tento proces biologické produkce metanu vykondavaji pravé striktné
anaerobni metanogenni Archaea (Madigan et al., 2012). Metanogenni Archaea se vyskytuji
vV anaerobnim prostiedi, kde nejsou pritomny sirany, oxidované kovy a dusi¢nany. V tomto
prostiedi jsou substraty pro metanogenezi snadno dostupné, jako fermentacni produkty
bakterii a eukaryot. Metanogenni Archaea katalyzuji kone¢ny krok v anaerobnim potravnim
fetézci, kde jsou postupné komplexni biopolymery pieménény na metan a oxid uhlicity
(Hedderich et al., 2006). V tomto potravnim fetézci jsou nejprve degradovany polymery na
jednoduché cukry, disacharidy, laktat, t€kavé mastné kyseliny (VFA) a alkoholy, pomoci
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specializovanych mikroorganismii, zahrnujici hydrolytické, fermentacni, syntropni
a acetogenni bakterie (Nazaries et al., 2013). Dale pfeménuji jednoduché cukry na tékavé
mastné kyseliny a alkoholy, které jsou pfeméfiovany na acetat, H, a CO, (Hedderich et al.,
2006).

Metanogeneze je rozdélena na tfi hlavni zplisoby tvorby metanu, kterymi jsou
reakci jsou oxid uhli¢ity, acetat a slouceniny obsahujici methylovou skupinu (Nazaries et al.,
2013). Hlavnimi donory elektronti jsou H;, mravenfan a acetat. Nékteré metanogenni
Archaea pouzivaji jako donory elektronti alkoholy, jako jsou 2 — butanol, 2 - propanol,
etanol a cyklopentanol (Hedderich et al., 2006).

Pfeména oxidu uhli¢itého na metan zacina ptes transportni vazbu jedno uhlikatych
meziprodukti. Do této reakce jsou zapojeny pienaSeCe, jako je metanofuran (MFR),
tetrahydrometanopterin (HsMPT) a jeho derivaty nebo 2 — mercaptoetansulfonat (koenzym
M, CoM-SH). Na Obrazku 3 je reakéni schéma hydrogenotrofni drahy zacinajici redukci
dvou elektront oxidu uhli¢itého a metanofuranu na formyl-MFR, kde je formylova skupina
vazana na amino-skupinu koenzymu. Formylova skupina je poté pienesena na
N5 tetrahydrometanopterinu, formyl-HsMPT je cyklizovan na methenyl-H;MPT, ktery je ve
dvou krocich redukovan na methyl-HsMPT. Methylova skupina je dale ptfenesena na
thiolovou skupinu koenzymu M. V poslednim kroku této drahy je vytvofeny

methylthiolether pfeménén na metan (Hedderich et al., 2006).

CO,
HyeFd~
CHO-MFR
CHO-HMPT

CHa HMPT+
Hir#FaaHz-

CHa= HMPT
Hr*FymHa-

CHy- HMPT

2H 4
e |~ CoflBH =—
-|? "I" CoM-5-5-Co8 ﬁi

-
¥

Obr. 3: Schéma redukce oxidu uhli¢itého na metan (Hedderich et al., 2006).



Druhym zplsobem tvorby metanu je acetoklastickd draha (Obr. 4), ve které je
hlavnim substratem acetat, ktery je St€pen na metan a oxid uhli¢ity. V této reakci je methyl
acetat redukovan na metan pomoci elektronti ziskanych zoxidace karboxyl acetatu
(Hedderich et al., 2006).

Methylotrofni draha je tfetim typem tvorby metanu, do které patii substraty
C; sloucenin obsahujici methylovou skupinu uhliku vazajici se na kyslik, dusik nebo siru.
Slouceniny tohoto typu zahrnuji metanol (Obr. 4), dimethylamin, trimethylamin
monomethylamin, dimethylsulfid a metanthiol. Methylova skupina vstupuje do C; drahy na
urovni koenzymu M a je redukovana na metan (Hedderich et al., 2006).

Ackoliv, kazdé draha zacina rozdilné, vSechny kon¢i shodnym krokem, reakci methyl
koenzymu M (CHs;-S-CoM) se sekundarnim thiolovym koenzymem, nazyvanym koenzym B
(CoB-SH) na metan a smichané disulfidy koenzymu M a koenzymu B. Tato reakce je
katalyzovana methyl-koenzym M reduktazou (Mcr), jez je klicovym enzymem
v metanogenezi. V aktivnim misté tohoto enzymu je unikatni prosteticka skupina, porfinoid

niklu, nazyvany koenzym F430 (Hedderich et al., 2006).

formyl-MF

i

formyl-H,SPT

[CO|
methenyl-H,SPT
2¢ ﬂk %¢-
methylene-H,;SPT
2¢- j V 2¢"
methyl-H:SPT acetyl-CoA
methyl-amines lT l 1
HS-CoA
methanol » methyl-CoM acetyl-Pi
2e-
methyl-sulfides ATP —"“1
acetate

CHs

Obr. 4: Acetoklasticka (zelena), methylotrofni (modra) a hydrogenotrofni (Cervena) draha

metanogeneze (Galagan et al., 2002).



2.4. Ekologie metanogennich Archaei

Metanogeneze je dominantni proces v mnoha anaerobnich prosttedich, které obsahuji

velké mnozstvi snadno odbouratelnych organickych latek. VétSinu atmosférického metanu

produkuji metanogenni Archaea (Hedderich et al., 2006), které jsou obvykle nalezeny

v mistech, kde se organicka hmota rozkladé za neptitomnosti kysliku nebo jinych oxidacnich

¢inidel jako jsou dusi¢nany nebo sirany (Conrad, 2009).

V Tabulce I jsou ukazany hlavni zdroje atmosférického metanu. Primérna celkova

hodnota atmosférického metanu se pohybuje v iadu 500 — 600 Terragramt za rok. Za

biogenni zdroje jsou povazovany mikrobidlni procesy V mokiadech, ryzovych polich,

tundrach a v zazivacim traktu hospodaiskych zvifat. Mezi antropogenni zdroje patii té¢zba

uhli, spalovani fosilnich paliv ¢i biomasy.

Tab. I: Zdroje atmosférického metanu (pievzato z Tyler, 1991 a Reeburgh, 2003).

Zdroje metanu

Metan
(Terragram CH,4/ rok)*
Biogenni zdroje Ptirodni moktady 92
RyZova pole 88
Hospodatska zvirata 81
Rozklad hnoje 14
Termiti 25 -150
Skladky 15-81
Oceany 38 - 308
Tundra 42
Mezisoucet 395 - 856
Jiné zdroje Spalovani biomasy 50
Uhelné doly 10-35
Odvzdus$néni a zapalovani 15-30
Primyslové a potrubni ztraty 15-45
Hydréaty metanu 5
Mezisoucet 95 - 165
Soucet 600 (490 - 1021)
*1Tg=10"%g




Nejvétsim samostatnym zdrojem mikrobialniho metanu jsou mokiady a ryzova pole.
Podobné velké mnozstvi metanu je vypusténo z traviciho traktu hospodaiskych zvirat.
Stievni fermentace termitd, produkce metanu v oceanech nebo uvolnéni metanu z plynnych
hydratt jsou pomérné malé, ale vyznamné zdroje atmosférického metanu. (Conrad, 2009).

Ne vsechen biologicky vyrobeny metan je spotiebovan nebo uvolnén do atmosféry.
Velké mnozstvi metanu z mikrobialnich procesii je zachyceno hydraty metanu, které se tvofi,
kdyz je metan piitomen v prostfedi s vysokym tlakem a nizkymi teplotami (Madigan et al.,
2012).

2.4.1. RaSeliniSté a metanogenni Archaea

Raselinisté jsou trvale zaplavené ekosystémy, ve kterych jsou odumielé ¢asti rostlin
pfeménény v anaerobnim prostiedi na raselinu. Diky metanogennim Archaeim obyvajici tyto
ekosystémy jsou raSelini$t€¢ povazovana za vyznamny zdroj metanu, ktery se podili na
globalnim kolobéhu uhliku. V minulosti se raSelinist¢ vysuSovala pro tucely lesniho
hospodaistvi a t€zby, avsak v dnes$ni dobé se tyto ekosystémy zacaly opét obnovovat. Pti
odvodnéni raSelini§t’ dochdzi ke snizeni emisi metanu, kvili zméné poctu organickych
substratii pro metanogenni Archaea. Dlouhodobé odvodnéni mlize mit vliv na snizeni poctu
metanogennich Archaei a jejich diverzitu v disledku toxicity kysliku. Obnoveni vodniho
rezimu je v souc¢asné dobé bézna metoda s cilem zastavit degradaci raselinist’ zptisobenou
odvodiiovanim. (Urbanova et al., 2013). Otazkou stale zlistava jak na vysuSeni a pfipadné
opétovné zamokieni raselini$t’ zareaguji metanogenni Archaea. Zda se napf. po opétovném
zaplaveni obnovi plivodni metanogenni spoleCenstvo a pokud ano, jak dlouhou dobu k tomu

bude potiebovat.



2.5. Druhy metanogennich Archaei

Metanogenni Archaea mohou byt fylogeneticky rozdéleny do péti tadu:
Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Methanococcales, Methanosarcinales
a Methanopyrales (Garcia et al., 2000). V soucasné dob¢ je znamo asi dvacet Sest rodi a vice
nez Sedesat druhti téchto Archaei (Mer, 2001).

2.5.1. Rad Methanobacteriales

Metanogenni Archaea patfici do fadu Methanobacteriales maji obvykle ty¢inkovity
tvar tvofici dlouhé fetézce. Jejich bunétna sténa obsahuje pseudomurein abunécna
membrana je tvofend lipidy zahrnujici caldarchacol a myo-inositol. Spolu s ostatnimi
metanogennimi Archaei obyvaji striktné anoxicka prostfedi, jako jsou motské a sladkovodni
sedimenty, ryzova pole a travici trakt zvifat. Zastupci tohoto fadu jsou pirevazné
hydrogenotrofni, k redukci oxidu uhli¢it¢tho na metan vyuzivaji Hp. Ne&kteti zastupci
vyuzivaji jako donory elektronii mravenéan, oxid uhelnaty nebo sekundarni alkoholy. Rad
methanobacteriales se déli na dvé celedé, kterymi jsou Methanobacteriaceae
a Methanothermaceae (Bonin et al., 2006). Archaea z ¢eledé¢ Methanothermaceae obyvaji
prostiedi geotermalnich vod, kde se teplota vody pohybuje mezi 80 — 90 °C (Whitman et al.,
2006).

2.5.2. Rad Methanomicrobiales

Zastupci fadu Methanomicrobiales maji tvar malych ty¢inek a nepravidelnych kokd,
u vétSiny z nich se vyskytuje také bi¢ik. Bunécnd membrana obsahuje lipidy, jako jsou
galaktdza, glukosa, glycerol a aminopentanetetrol. Bunétna sténa je tvorena specialnim
krystalicky uspofadanym glykoproteinem nazyvanym S-vrstva. VSechny metanogenni
Archaea tohoto fadu redukuji metan hydrogenotrofni drdhou Hy + CO,, néktefi v této draze
vyuzivaji také mravencan nebo sekundarni alkoholy. Do fadu Methanomicrobiales patii tii
¢eledé: Methanomicrobiaceae, Methanocorpusculaceae a Methanospirillaceae (Garcia et al.,
2006).



2.5.3. Rad Methanococcales

Archaea z fadu Methanococcales jsou asi 1 — 3 pum velké nepravidelné koky
vyskytujici se VvV moitském a piimoiském prostfedi. Bunky se pohybuji pomoci bicik
uspotadanych v chomaccich nebo svazcich. Bunééna sténa je tvofena proteinovou S-vrstvou.
Jako elektronovy akceptor vyuzivaji pfi metanogenezi oxid uhli¢ity a elektronovymi donory
byvaji H, a mravencan. Pro optimalni rist vyzaduji ptisun moiské soli a selenu. Tento tad
zahrnuje ¢eledé Methanococcaceae a Methanocaldococcaceae (Whitman a Jeanthon, 2006).
Vyskytuji se zde mezofilni i termofilni organizmy, tedy snesou teplotu mezi 18 — 94 °C
(Garcia et al., 2006).

2.5.4. Rad Methanosarcinales

Metanogenni Archaea fadu Methanosarcinales maji tvar nepravidelnych kokl nebo
ty¢inek. Jejich bunééna sténa je tvotena glykoproteinovou S-vrstvou a metanochondrotinem.
Cytoplazmaticka membrana obsahuje lipidy, jimiZ jsou etanolamin, myo-inositol a glycerol.
Pti tvorb&é metanu vyuzivaji vSechny tfi hlavni drahy, pii kterych se redukuje oxid uhlicity,
acetat nebo slouceniny s methylovou skupinou na metan. Tento fad ma dvé celedé:

Methanosarcinaceae a Methanosaetaceae (Kendall et al., 2006).

2.5.5. Rad Methanopyrales

Rad Methanopyrales zahrnuje ¢eled” Methanopyraceae, do které patii jediny druh
Methanopyrus kandleri. Tento hypertermofilni organismus ty¢inkovitého tvaru roste pfi
teploté kolem 110 °C v hydrotermalnich motskych sedimentech. Bunééna sténa je tvofena
pseudomureinem a cytoplazmatickd membrana obsahuje galaktézu a mandzu. Pro tvorbu

metanu vyuzivaji hydrogenotrofni drahu (Garcia et al., 2000).

Zastupci téchto ftadi maji rozmanité vlastnosti, jejich bunécné stény
a cytoplazmatické membrany obsahuji rizné chemické latky a lisi se také tvorbou metanu.
V Tabulce II jsou zobrazeny hlavni energetické substraty potfebné pii metanogenezi

a optimalni teploty vybranych celedi.
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Tab. 1I: Hlavni energetické substraty metanogeneze u vybranych celedi (Hedderich et al.,

2006).

Celed Hlavni energetické substraty Optimalni teplota (°C)
Methanobacteriaceae H,, (mravencan, alkoholy) 37 -65
Methanothermaceae H, 80 - 88

Methanococcaceae H,, mravencan 35-65
Methanocaldococcaceae H, 80 - 88
Methanomicrobiaceae H,, mravencan (alkoholy) 15-57
Methanospirillaceae H,, mravencan (alkoholy) 30 - 37
Methanocorpusculaceae H,, mravencan (alkoholy) 30-40
. Metanol, MeNH,, H, + Metanol,

Methanosarcinaceae H, + MeNHs, Acetat, H, 23 -60
Methanosaetaceae Acetat 35-60

Methanopyraceae H, 98

2.6. Stanoveni poctu metanogennich Archaei v pidé

Kvantitativni polymerazova tetézova reakce (QPCR) je metoda, pouzivana k presné
kvantifikaci ur¢itého zajmoveého genu v prostiedi. Dojde pfi ni k namnoZeni daného useku
DNA, ktery je syntetizovan podle tzv. templatové DNA. K této reakci je zapotiebi enzym
DNA-polymeraza, nukleotidy dNTP a specifické primery, které jsou zacilené na sledovany
gen. V pripadé metanogennich Archaei je to gen mcrA, ktery koduje methyl koenzym M
reduktazu, ktera je charakteristickd pouze pro metanogenni Archaca. Béhem reakce se
pomoci fluorescen¢niho barviva (napf. barvivo SYBR Green vazajici se na dvoufetézcovou
DNA) detekuje mnozstvi produktu pfitomného v reakéni smési v redlném cCase. Mezi
jednotlivymi cykly je meéfena fluorescence, jejiz intenzita je pifimo umérnd mnozstvi

amplifikovaného produktu ve vzorku.
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3. Materialy a metody

3.1.  Popis lokalit

Vzorky ptdy byly odebrany ze Sumavskych, ttebonskych a finskych raSelinist’, pada

byla néasledné zpracovana a analyzovana.

3.1.1. Sumava

Narodni park Sumava se nachazi v jihozapadni ¢asti Ceské republiky a piedstavuje
dva hlavni typy raselini§t: ombrotrofni vrchovi$té a minerotrofni slatinisté. Vrchovisté je
chudé na ziviny, pfijiméa vodu a ziviny pouze srazkami, ma nizsi hladinu vody a také nizké
pH. Slatinisté je zivinami bohaté, pfisun vody a zivin ma z okolni mineralni ptdy, ma vyssi
hladinu vody a také vyssi pH. Experiment byl proveden na ptivodnim vrchovisti (BOGP),
ptavodnim minerotrofnim slatinisti (FENP), odvodnéném vrchovisti (BOGL) a odvodnéném
minerotrofnim slatinisti (FENL), ktera byla odvodnéna dlouhodob¢. Vrchovisté (48° 58" 34"
N, 13° 27" 24" E) v nadmoiské vysce 1200 m n. m. se nachazeji v centralni vysiné Sumavy
S ro¢nimi teplotami okolo 3,2 °C a ro¢nimi srazkami 1300 mm. Odvodnéna vrchovisté (49°
10" 59" N, 13° 19" 6” E), minerotrofni slatinisté (49° 9" 19" N, 13° 22" 8" E) a odvodnéna
minerotrofni slatinisté (49° 10" 46" N, 13° 19" 22" E) se rozprostiraji v nadmoiské vysce 900
m n. m. v adoli feky Kfemelné s rocnimi teplotami okolo 4 °C a ro¢nimi srazkami 1000 mm
(Urbanova et al., 2012). Odbérova mista se 1i$i chemickym sloZenim pldy, vySkou vodni
hladiny a hodnotou pH (Tab. II).

Pvodni vrchoviste je zastoupeno horskymi stranémi, které pokryvaji vlhké kotliny,
sus§i pahorky a travnicky s otevienou centralni c¢asti, kde se vyskytuji Pinus
x pseudopumilio, Vaccinium uliginosum a Eriophorum vaginatum. Mechova vrstva je
tvofena Sphagnum rubellum a S. cuspidatum. Odvodnéné vrchovisté je pokryto v sussich
mistech Vaccinium uliginosum a Molinia caerulea, zatimco Betula pubescens pokryva celou
plochu. Mechy Polytrichum strictum a Sphagnum russowii pokryvaji povrch vrchovisté.
Puvodni minerotrofni slatinist¢ je pokryto Carex rostrata a Sphagnum flexuosum.
V odvodnéném minerotrofnim slatinisti se ve vlh¢ich mistech vyskytuje Carex rostrata,

naopak v mistech sussich nalezneme Carex nigra a Molina caerulea (Urbanova et al., 2012).
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Tab. I1l: Charakteristické vlastnosti Sumavskych odbérovych mist (Urbanova et al., 2012).

BOGP BOGL FENP FENL
Celkovy C (%) 47,9 48,4 43,4 328
Celkovy N (%) 1,86 1,42 1,72 1,50
Celkovy P (%) 0,06 0,06 0,10 0,13

Vyska vodni hladiny (cm) -9,4 21,2 6,5 -30,6

pH 42 42 57 46

P — ptirozené raselinisté, L — dlouhodobé odvodnéné raselinisté

3.1.2. Lakkasuo

Raselinisté¢ Lakkasuo se nachazi ve stiednim Finsku (61° 48" N, 24° 19" E)
s nadmotskou vySkou 150 m n. m, zahrnujici rozsdhlou zamokienou minerotrofni
obvodovou zénu - lagg. V této oblasti jsou praimérné roéni teploty pro leden a Cervenec
okolo -8,9°C a 15,3 °C. Ro¢ni uhrn srazek se pohybuje okolo 710 mm, z nichz 1/3 jsou
srazky sné€hové. Experiment zahrnoval ptivodni minerotrofni (mezotrofni) slatinisté (FENP),
pivodni vrchovisté (BOGP), odvodnéné minerotrofni (mezotrofni) slatinist¢ (FENL)
a odvodnéné vrchovisté (BOGL), ktera byla odvodnéna dlouhodobé a kratkodobé (Jaatinen
et al., 2007). Ve vysledcich jsou porovnavany pouze dlouhodobé odvodnéné plochy.

Pro ptvodni mezotrofni slatinisté jsou charakteristické Carex rostrata a bylinné
druhy jako Potentilla palustris a Menyanthes trifoliata. Mechova vrstva je pokryta
Sphagnum fallax a Warnstorfia exannulata. Nejhojnéjsimi druhy ptivodniho vrchovisté jsou
Eriophorum vaginatum, Rubus chamaemorus a Sphagnum balticum. Dlouhodobé odvodnéni
zpusobilo velké zmény ve vegetaci, mezotrofni slatinist¢ pokryvaji pfedevSim husté
stromové porosty Pinus sylvestris, Betula pubescens a Picea abies. Vrchovisté je tvoieno
Pinus sylvestris, Pleurozium schreberi a S. angustifolium (Jaatinen et al., 2007). Odbérova

mista se 1i§i chemickym slozenim pudy, vyskou vodni hladiny a hodnotou pH (Tab. 1V).
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Tab. IV: Charakteristické vlastnosti finského raselinisté Lakkasuo (Peltoniemi, 2010).

BOGP BOGL FENP FENL

Celkovy C (%) 48,97 50,40 44,70 48,80
Celkovy N (%) 0,87 1,48 2,11 1,52

Celkovy P (%) 0,0170 0,0814 0,0851 0,0704
Vyska vodni hladiny (cm) -10 -23 5 -27
pH 4.4 3,7 59 3,8

P — pfirozené raSelinisté, L — dlouhodobé odvodnéné raseliniste

3.2.  Odbér a zpracovani vzorki

Manipulativni experiment v rdmci projektu Petry Strakové probihd na raSelinisti
Lakkasuo ve Finsku, na $umavskych a tiebofiskych raselinidtich v Ceské republice. Pro
bakalafskou praci jsem z téchto experimentalnich vzorki extrahovala DNA a provedla
kvantifikaci pomoci kvantitativni PCR.

V raSelini$tich byly naprofilovany vzorky pudy, kdy byla pida odebrana do hloubky
50 cm. Takto odebrana puda byla ,nasekana®“ po 10 cm, kazdy nasekany kvadiik byl
rozporcovan na mensi kusy a nasledné déle vyuzivan: lyofilizace vzorkll na analyzy, métfeni
suSiny, vyuziti pro dekompozicni experiment. Pfi tomto experimentu byl zvazeny platek
raseliny zastréen do specialniho sacku a vracen zpét do stejné hloubky, ze které byl vzorek
odebran. Navrh experimentu (Obr. 5): RaSelina z puvodniho (mokrého) raselinisté¢ byla
prenesena do raselini$té¢ odvodnéného. Raselina z odvodnéného raselinisté byla prenesena do
puvodniho raSelinisté. Raselina byla pro kontrolu ponechana v ptivodnich podminkach:
puvodni raSelina v ptivodnim raSeliniSti, odvodnénd raselina v odvodnéném raselinisti

(Strakova, 2013).
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Obr. 5: Design transplanta¢niho experimentu (©Strakova, 2013).
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3.3.  Extrakce DNA

Extrakce DNA z pidy byla provedena podle postupu publikovaného Urich et al.
(2008) s mensimi modifikacemi. Ke vzorkiim, jejichZz navazené mnozstvi bylo v rozmezi
0,045 — 0,055 g, bylo ptidano 0,7 ml extrakéniho pufru. Poté byly vzorky vlozeny cca na 30
min do tiepacky (Labnet Vortex Mixer VX — 100). Béhem tfepani byly vzorky
kontrolovany, k nékterym vzorkim bylo pifiddno cca 0,2 ml extrakéniho pufru z diivodu
lepsiho promichani s pidou. Nasledujici kroky byly provedeny dle postupu. Uspésnost
izolace byla ovéfena 1% agarozovym gelem pii gelové elektroforéze za podminek 90 V,
500 mA a 45 min (Obr. 6).

Mnozstvi izolované DNA ve vzorku bylo kvantifikovano fluorescenéné pomoci
SybrGreen na piistroji StepONE Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems, USA) podle
postupu Leininger et al. (2006).

Obr. 6: Ukazkovy gel (1% agarosa, 8Vv.cm™, 45min) extrahovanych vzorkl (vysledky

zbyvajicich vzorki, viz ptiloha €. 1).
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3.4. Kvantifikace metanogennich Archaea pomoci qPCR

Ve vzorcich piidy byl pomoci kvantitativni PCR stanoven obsah genu mcrA kodujici
koenzym M, specificky pro metanogenni Archaea.

Kalibra¢ni ktivka standardu byla vytvoiena pomoci klasické PCR, pfi které byl gen
95 °C po dobu tfi minut, 35 cykli denaturace pii 95 °C po dobu 30 s, cyklus nasedani
primert pii 50 °C po dobu 60 s, syntéza novych fetézct pii 72 °C po dobu 60 s, elongaéni faze
pfi 72 °C po dobu 8 minut. Na desticku bylo pipetovano 24 ul Master Mixu, do jedné jamky
byl pfidan 1 pl PCR vody jako negativni kontrola, do dalsich bylo ptidano postupné 1 ul
DNA metanogenni Archaeca rodu Methanosarcina. Vse bylo pipetovano ve dvou
opakovanich. Uspé&nost amplifikace byla ovéfena gelovou elektroforézou. Produkt byl
precistén pomoci QIAquick PCR Purification Kit a nafedén desitkovym fedénim v poméru
1:9 (10" — 10®). Kalibra¢ni kiivka standardii byla testovana qPCR a vysledek byl opét

ovéten gelovou elektroforézou (Obr. 7).

Obr. 7: Ovéteni kalibra¢ni kiivky standardu na agarozovém gelu.
Pofadi vzorkii: L - DNA Ladder 1 kb, 1 — fedéni 107, 2 — fed&ni 10, 3 - fedéni 10, 4-
fedéni 10, 5 - fedéni 107, 6 - fedéni 10°, 7 - fedéni 107, 8 - fedéni 10®, 9,10 — negativni

kontrola.
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Metodika qPCR s mensimi upravami a pouzité primery ME1 (5'-GCM ATG CAR
ATH GGW ATG TC-3°) a MCRIR (5°-ARC CAD ATY TGR TCR TA-3°) byly ptevzaty
z publikace Hales et al. (1996).

Pro gPCR bylo pouzito 19 ul reakéni smési obsahujici 7,9 pl PCR H,0, 10 ul Fast
Start SybrGreen Mix, 0,1 ul primeru F (ME1), 0,1 pl primeru R (MCR1R), které¢ byly
odebrany ze zasobniho roztoku 50 uM. Dale 0,4 ul albuminu z hovéziho séra (BSA) a 0,5 ul
dimetylsulfoxidu (DMSQO). K 19 ul reakéni smési (Master Mix) byl pfidan 1 pul DNA
templatu. Templaty byly podle potieby fedény PCR vodou. Kvantitativni PCR byla
provedena na pfistroji StepONE Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems, USA).
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4. Vysledky a diskuze

Pfi vyhodnocovani vysledkii byly porovnavany dva rizné druhy raSeliniSt:
minerotrofni/mezotrofni slatinisté¢ (FEN) a vrchovisté (BOG), dva ruzné horizonty pudy:

vrchni aerobni vrstva 0 - 10 cm a spodni anaerobni vrstva 20 - 30cm (Obr. 8).
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Obr. 8: Pocet metanogennich Archaea vyjadfenych kopii genu mcrA na gram pidy v lokalité
Lakkasuo (A) a v Ssumavské lokalité (B).

NA — not analysed, P — ptirozené raselinisté, L — dlouhodobé odvodnéné raselinisté

19



Obecné lze fici, Ze v pfirozeném raselinisti Lakkasuo (FENP) byl vyrazné vétsi pocet
metanogennich Archaei, nez v Sumavském pfirozeném raSelinisti. Ve finskych
i Sumavskych odvodnénych raSeliniStich byly vyrazné¢ potlaceni oproti raSeliniStim
ptirozenym (Obr. 8A, B).

Ve finské lokalit¢ FEN bylo ve spodni vrstvé raselinisté (20 - 30 cm) vyrazné vice
metanogenti oproti svrchni vrstvé (0 - 10 cm). Tento trend byl dan tim, ze spodni vrstva
raSelini$té je anaerobni, tudiZz mistem, kde by se metanogenni Archaea mély pravdépodobné
vyskytovat.

V lokalité pfirodniho Sumavského raselinisté (FENP) byl vétsi pocet metanogennich
Archeai ve svrchni vrstvé oproti vrstvé spodni, bylo to dano pravdépodobné vyskou hladiny
vody nebo chemickym sloZenim raselinisté. V lokalit¢ BOGP byly nalezeny ve svrchni
vrstvé raseliniSté, bohuzel spodni vrstva nemohla byt pro malé mnozstvi izolované DNA
analyzovana. V odvodnéném raselinisti (FENL, BOGL) byly objeveny ve vétsim mnozstvi

pouze ve spodni vrstvé raselinisté (Obr. 8B).

Dale byly porovnavany dva typy manipulace s ptidou: z odvodnéné plochy byla
raSelina pfenesena na plochu pfirozenou (O>P), z plochy pfirozené byla raSelina pfenesena
na plochu odvodnénou (P>0) v minerotrofnim/mezotrofnim slatinisti (FEN). Byl tedy
porovnan vliv odvodnéni a revitalizace raselinisté (Obr. 9).

Pocet metanogennich Archaei by mél pti pfenosu z odvodnéné plochy na pfirozenou
plochu vzrist, m¢la by se opét obnovit jejich metanogeneze a tim i emise metanu. Ve
svrchni vrstvé nebyly metanogenni Archaea pfed manipulaci detekovany na finském ani na
Sumavském raSeliniSti. Ve spodni vrstvé v lokalité¢ Lakkasuo byl v§ak zaznamenan vyrazny
ubytek metanogennich Archaei 0 cca 74 %, z toho vyplyva, ze ,,simulovana revitalizace
neméla pozitivni vliv na tyto Archaea. Mohlo to byt zpuisobeno vlivem manipulace s pudou,
kratkym Casovym tsekem mezi odbéry, kdy pifenesené metanogenni Archaea nebyly jeste
adaptovany na nové podminky (napf. riizné chemické slozeni, Tab. III, IV). Divodem mohla
byt i rozdilna hladina spodni vody v dobé& odbéru pied pienesenim a po pieneseni do nového
prostiedi (Obr. 9A). Na rozdil od finské plochy byl v sumavské lokalit¢ ve spodni vrstveé
raselini$té¢ narlst po preneseni do ptirozeného raselinist¢ 0 10 %, zde méla ,,simulovana

revitalizace* pozitivni vliv na metanogenni Archaea (Obr. 9B).

20



Pfi pfenosu raseliny z pfirozené plochy na odvodnénou plochu se dal piedpokladat
pokles metanogennich Achaei vlivem odvodnéni, tedy poklesu vody a tim ztraty
anaerobniho prostfedi. Vysledky potvrzuji tento piedpoklad, ve spodni i svrchni vrstvé
finského raSelinist¢ byl ubytek metanogennich Archaei kolem 80 % (Obr. 9A).
V sumavskych raselinistich byl ubytek ve spodni vrstvé okolo 49 %, ve svrchni vrstvé okolo
60 % (Obr. 9B).

A Lakkasuo
25 4 EFEN,O =P
HFEMN,P>0
0 -
_25 o
_50 o
_?5 m
_1m m
0-10cm 20-30cm
B Sumava
25 HFEN,O>P
EFEN,P=>0
o -
BQ -25
_5() .|
_?5 _
0-10cm 20-30cm

Obr. 9: Vliv odvodnéni a revitalizace na poCet metanogennich Archaea ve finském (A)
a Sumavském (B) raselinisti.
FEN - minerotrofni/mezotrofni raselinisté¢, O>P — pifeneseni z odvodnéné plochy na

piirozenou, P>O — pfeneseni z piirozené na odvodnénou plochu

21



Po pfeneseni raSeliny z pfirozené plochy na odvodnénou plochu ve svrchni vrstvé
finského 1 Sumavského raselinist¢ byl zaznamendn ubytek metanogennich Archaei
v disledku okysli¢eni ptidy. V porovnani s metanotrofnimi bakteriemi, které byly studovany
v bakaléiské praci Kraémarova (2014), byl pocet metanotrofnich bakterii ve svrchni vrstvé
lokality Lakkasuo zvysen o cca 32 % v dusledku provzdusnéni pudy. Naopak ve svrchni
vrstveé Sumavského raSeliniS§t¢ byl zaznamenan pokles metanotrofnich bakterii a to

pravdépodobné kolisanim hladiny vody v tomto raSelinisti.
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5. Zavéry

Dle vysledkt je patrné, ze hodnoceni zavisi na typu raselinisté, chemickém slozeni
pudy, hloubce pidy a vySce vodni hladiny. Vétsi nartst metanogennich Archaei byl
zaznamenan v minerotrofnich/mezotrofrnich slatinistich, také jich bylo nalezeno vice ve
finskych raseliniStich oproti Sumavskym raSeliniStim. Dalo se piedpokladat, ze vice
metanogennich Archaei bude nalezeno ve spodni anaerobni vrstvé raSeliniSte.
V odvodnéném raSelinisti, kde klesla hladina vody, ubyl vyrazné¢ pocet metanogennich
Archaei ve finském i Sumavském raselinisti. ,,Simulovana revitalizace méla pozitivni vliv na

metanogenni Archaea pouze v Sumavském raselinisti.
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6. Seznam zkratek

BOGP
BOGL
BSA
DMSO
DNA
dNTP
FENP
FENL
HsMPT
mcrA
mn. m.
MFR
gPCR
VFA

prirozené vrchoviste

odvodnéné vrchovisté

albumin z hovéziho séra

dimethylsulfoxid

deoxynukleova kyselina
deoxyribonukleosidtrifostat

pfirozené minerotrofni/mezotrofni raselinisté
odvodnéné minerotrofni/mezotrofni raselinisté
tetrahydrometanopterin

methyl-koenzym M reduktaza A

metrti nad mofem

metanofuran

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce

tekavé mastné kyseliny
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8.  Prilohy

Piiloha 1: Fotografie izolovanych vzorkt na agarozovém gelu.
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Priloha 2: Vysledky kvantifikace metanogennich Archaea Vv zavislosti

lokalité a typu raseliniste.

na ruzné hloubce,

, , Kopie genu
Vzorek vrstva Lokalita vapw “ Mls,to VMIStO , mcrg\/g%uché
(cm) raSelini§té | odbéru pieneseni pitdy
281 0-10 Lakkasuo FEN P P 2,57E+06
301 0-10 Lakkasuo FEN P P 5,99E+06
306 0-10 Lakkasuo FEN S S 4,40E+06
326 0-10 Lakkasuo FEN S S 1,18E+06
331 0-10 Lakkasuo FEN L L nedetekovano
351 0-10 Lakkasuo FEN L L nedetekovano
356 0-10 Lakkasuo BOG P P nedetekovano
376 0-10 | Lakkasuo BOG P P neanalyzovano
381 0-10 Lakkasuo BOG S S nedetekovano
401 0-10 Lakkasuo BOG S S 4 68E+03
406 0-10 Lakkasuo BOG L L 7,06E+03
426 0-10 Lakkasuo BOG L L 4,10E+03
581 0-10 Sumava FEN P P 6,04E+06
606 0-10 Sumava FEN P P 4,04E+06
611 0-10 Sumava FEN L L nedetekovano
636 0-10 Sumava FEN L L nedetekovano
641 0-10 Sumava BOG P P 1,85E+06
656 0-10 Sumava BOG P P 3,52E+05
661 0-10 Sumava BOG L L 1,51E+05
676 0-10 Sumava BOG L L nedetekovano
431 0-10 Lakkasuo FEN L P 3,01E+05
451 0-10 Lakkasuo FEN L P 7,58E+05
456 0-10 Lakkasuo FEN P S 1,13E+05
476 0-10 Lakkasuo FEN P S 1,66E+06
481 0-10 Lakkasuo FEN S L 7,79E+05
501 0-10 Lakkasuo FEN S L 3,36E+06
531 0-10 Lakkasuo BOG P S nedetekovano
551 0-10 | Lakkasuo BOG P S neanalyzovano
556 0-10 Lakkasuo BOG S L nedetekovano
576 0-10 Lakkasuo BOG S L nedetekovano
681 0-10 Sumava FEN L P 2,31E+04
706 0-10 Sumava FEN L P nedetekovano
711 0-10 Sumava FEN P L 1,09E+06
736 0-10 Sumava FEN P L 2,62E+06
741 0-10 Sumava BOG L P nedetekovano
756 0-10 Sumava BOG L P 7,66E+04
761 0-10 Sumava BOG P L 4,30E+05
776 0-10 Sumava BOG P L 2,29E+04
283 20-30 | Lakkasuo FEN P P 7,75E+06
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303 20-30 | Lakkasuo FEN P P 3,73E+07
308 20-30 | Lakkasuo FEN S S 1,82E+06
328 20-30 | Lakkasuo FEN S S 1,93E+06
333 20-30 | Lakkasuo FEN L L 7,05E+05
353 20-30 | Lakkasuo FEN L L 4 A4E+05
358 20-30 | Lakkasuo BOG P P 7,84E+05
378 20-30 | Lakkasuo BOG P P 3,38E+05
383 20-30 | Lakkasuo BOG S S 4 ,88E+05
403 20-30 | Lakkasuo BOG S S 4 94E+05
408 20-30 | Lakkasuo BOG L L 5,19E+04
428 20-30 | Lakkasuo BOG L L 7,10E+03
583 | 20-30 | Sumava FEN P P 1,14E+06
608 20-30 Sumava FEN P P 5,06E+06
613 | 20-30 | Sumava FEN L L 6,44E+04
638 | 20-30 | Sumava FEN L L nedetekovano
643 20-30 Sumava BOG P P neanalyzovano
658 | 20-30 | Sumava BOG P P neanalyzovano
663 | 20-30 | Sumava BOG L L 2,33E+05
678 | 20-30 | Sumava BOG L L 7,17E+05
433 20-30 | Lakkasuo FEN L P 1,81E+05
453 20-30 | Lakkasuo FEN L P 1,16E+05
458 20-30 | Lakkasuo FEN P S 1,74E+06
478 20-30 | Lakkasuo FEN P S 7,19E+06
483 20-30 | Lakkasuo FEN S L 3,99E+06
503 20-30 | Lakkasuo FEN S L 4,16E+06
533 20-30 | Lakkasuo BOG P S 7,38E+04
553 20-30 | Lakkasuo BOG P S 1,84E+05
558 20-30 | Lakkasuo BOG S L 7,77E+03
578 20-30 | Lakkasuo BOG S L 2,77E+05
683 | 20-30 | Sumava FEN L P 1,15E+05
708 | 20-30 | Sumava FEN L P 2,74E+04
713 | 20-30 | Sumava FEN P L 2,77E+06
738 | 20-30 | Sumava FEN P L 4,15E+05
743 | 20-30 | Sumava BOG L P 3,61E+05
758 20-30 Sumava BOG L P 1,76E+05
763 20-30 Sumava BOG P L 2,44E+05
778 20-30 Sumava BOG P L 4 19E+05

P - pfirodni, S - odvodnéni kratkodobé, L - odvodnéni dlouhodobé
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