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ABSTRAKT

Gratzova, K.: Distribuce metanotrofnich baktergodélném profilu toku a v

hyporheickych sedimentech.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylatiirabundanci metanotrofnich bakterii
na tiznych velkostnich frakcich sedimentu a ve vertiialrprofilu sedimentu @ené

lokality.

Pro analyzu byly vybrany ékteré rody obou typ metanotrofnich bakterii.
Pro stanoveni celkové abundance bylo pouZito dpkéifoarveni DAPI a pro analyzu

spole&enstva metanotrofnich bakterii fluoresgeiin situ hybridizace (FISH).

Byly prokazany rozdily v ugdnosihovani ruznych velikosti sedimentu. Bakterie
vice ugrednosovaly velikost sedimentu do 1 mm. Prokdzana byldzina distribuce
ve vertikalnim profilu sedimentu ¢gné lokality.

Klicova slova:

Metanotrofni bakterie, Fluorescémi in situ hybridizace (FISH), barveni DAPI



ABSTRACT

Gratzova, K.: Distribution of methanotrophic baiztelong the longitudinal stream

profile and in hyporheic sediments

The main objective of this thesis was to determittiee abundance
of methanotrophic bacteria in different size fraotiof the sediment and sediment

in the vertical profile for identified location.

For the analysis were chosen some genera of s ©f methanotrophic bacteria.
To determine the total abundance was used speB®| staining and analysis
of communities of methanotrophic bacteria by flszence in situ hybridization (FISH).

There have been demonstrated differences in jrefer for different sizes
of sediment. The bacteria prefered more size osdtment up to 1 mm. There has been
also approved different distribution in the vertigaofile of the sediment of designated

locations.

Keywords: Methanotrophic bacteria, Fluorescent iu shygridisation (FISH), DAPI

staining
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1. UvVOD

Bakterie jsou organismy, hrajici velkou roli v ktedu iiznych latek
v ekosystémech nasi planety. Nalezneme je v3ude.s&ivzduchem, prasdnictvim
jinych organisni, vodou, atd.

Ani sediment vodnich tgkneni vyjimkou. Nachazi se ¥m nespéetné mnozstvi
bakterii, které hraji @ezitou roli napiklad v tzv. mikrobialni smyce, samdaisténi toku,
kolobéhu riznych prvki (dusik, uhlik, sira...), aleitezitou roli hraji i v kontaminaci toku
riznymi patogennimi a potencionélpatogennimi bakteriemi.

Tato prace se zabyva metanotrofnimi bakteriemeréktjsou vyzmané tim,
Ze pohlcuji metan, coz je jeden z vyznamnych sktaryich plyni.

Vzorky sedimentu byly odebirany z nizinného toki&§ ktery se nachazi nedaleko
Olomouce. Jiz fivéjSi prizkumy metanu na téttece dokazaly,izné distribuce metanu
v sedimentu virznych¢asovych a prostorovych parametrech.

Metan v sedimentech e vznikat tzv. metanogenezi. Metanogenni baktszie
fadi k obligatd anaerobnim bakteriim, kteréigpivaji k tvorlg tohoto plynu. AvsSak
mnoZstvi plynu, které je uvbvané do atmosféry je mnohem menSi nez mnozstvi
vyprodukované metanogenezi, a to proto, Ze v sedenk jsou fitomné metanotrofni
bakterie, pro které je metan jedinym zdrojem uhBkenergie.

Cilem mé prace bylo &t pocty metanotrofnich bakterii typu | a Il nacuych
velikostnich frakcich sedimentu a takécéeb ve vertikdlnim profilu sedimentu toku
na ugeneé lokalit.

Vzorky byly z feky odebirany tzv. freeze-core metodou, diky nihejsziskali
vzorky sedimentu v jehoupodni neporusené strukts Pro stanoveni petnosti jsem
pouzila fluorescetni barvivo (DAPI) a fluoresceni in situ hybridizaci (FISH). Diky
tomu jsem pak mohla stanovit ¢ité skupiny metanotrofnich bakterii ve vertikalnim
gradientu sedimentu a na jednotlivych velikostrrelikcich sedimentu. Wované skupiny
bakterii byly Eubacteria, Alfaproteobacteria, Gammaproteobacterimetanotrofni

bakterie typu I, metanotrofni baktetigou 1l, rodyMethylobacteraMethylocystis



2. METAN

Tento bezbarvy plyn ma na&¥ velmi Sirokou distribuci. Metan je vedle oxidu
uhlicitého druhou nejhopjsi sloweninou v atmosi@. Jeho koncentrace ¢ré stoupa
0 1%. Doba zdrzeni toho plynu v atmdsfge zhruba 9 let (Murrel, 2007; Conrad, 2007).

Metan se do atmosféry dostava jako produkt rozkladlogickych latek, nebo jako
produkt metabolismuiznych mikroorganisiin Vznika temi tiznymi zpisoby: tepelnym
rozkladem organické hmoty, syntézou anorganickyohéenin bez fispeni Zivych tvofi
a metabolickou aktivitou mikroorganisimNejwtSimi zdroji metanu jsou me&dy, ryZova
pole a fermentace organi@mZhruba 90% metanu v atmosfévznika diky aktivid
mikroorganisni a zbytek pochézi z geologickych aktivit (Murred0Z; Srivastava, 1998).

Metan je plyn schopny absorbovat ikeavené z#eni, proto je také vyznamnym
sklenikovym plynem, ktery zvySuje zemskou teplateho obsah v atmoséje zhruba
dewtkrat mensi nez obsah GOI piesto, Ze metanu je v atmos&énnohem ménnez
oxidu uhlgitého, je sklenikovy &inek molekul metanu zhruba sedm az osmkég&ivnez
u molekul oxidu uhtiitého (Mc Donald, 2008).

Metan vznikly produkci mikroorganisinje produktem anaerobniho dychani
a fermentace oblig&nanaerobnich bakterii — metanogeMetanogeny jsou organismy
patici do doményArchaea které se vyskytuji v anaerobnim piesli. Produkci
metanogennich bakterii vznika celkaasi 69% metanu (Borrel, 2011).

Takto vznikly metan je spibovavany metanotrofnimi bakteriemi. Metanotrofni
bakterie vyuzivaji jak metarterst¥ vyprodukovany procesem metanogeneze, tak
I pfitomny v atmosfie (Conrad, 2007). Celk¢vjsou metanotrofni bakterie schopnée

spotebovat 30-99% metanu vzniklého metanogenezi.

Metanogenezi se tento plyn téremi nefasejSimi zpisoby:

1. Redukce kyseliny octové na metan a vodu
CH;COOH + 4 HO — 2 CH, + 2 HO

2. Redukce oxidu uhtittho pomoci vodiku na metan a vodu
4H,+CQO,— CH,; + 2 H,O

3. Rozkladem kyseliny octové na metan a oxid dityfi
CH;COOH— CH,;+ CO,

10



3. METANOTROFNI BAKTERIE

3.1. Obecna charakteristika bakterii

Celkow organismy dlime na 3 doményBacteria, Archaeaa Eucaryota (Obr.
1). Skupiny Bacteria a Archaeajsou jednobu&iné organismy. Gb tyto skupiny se
od sebe liSi stavbou cytoplazmatické membrany, étnou stnou a rkterymi

metabolickymi procesy (Collins, 1999).

chromists
plants alveclates

thodophytes

EUKARYOTA

flagellates

heterotrophic
bacteria .
basal protists

" ARCHAEA |

L halophiles thermophiless

Obr.¢. 1: Tii domény organisiin(Collins, 1999)

Bakterie jsou charakterizovanyntito znaky:
e Maji burg¢nou sénu (Obr.¢. 2)
» Jejich velikost i tvary jsouizné
* Nemaji mitochondrie ani plastidy
* Nukleotid je tvd@en jednou molekulou kruZznicové DNA
* RozmnoZuji se pohla¥n nepohlavi (nepohlavi putenim nebo binarnim
délenim)
* Mohou byt autotrofni nebo heterotrofni
» Jsou so&asti Giznych kolokht prvka ( kolobéh dusiku, uhliku, siry...)
» Pohybuji se pomoci &iku nebo klouzavym pohybem

* Mnoho z nich je patogenich (Rozsypal et al. 2003)
11



pouzdro
bunééna sténa
cytoplazmaticka

membréana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

bi&ile
nulkleoid
(kruhowva DNA)

Obr. &. 2: Stavba bakterie (Sipek jr. [online], cit. 15.2. 3p1

3.2. Charakteristika metanotrofnich bakterii

VétSina vzniklého metanu je oxidovana metanotrofribaditeriemi, pouze malé a
cast se dostava do atmosféry. Tyto bakterie vyuZzimajan jako jediny zdroj uhliku a jako
jediny zdroj energie. VyuZivaji pouze jednouhlikak@weniny, jako jsou metan, metanol

nebo najiklad denaturované aminy (Hanson a Hanson, 1996).

3.3. Taxonomie metanotrofnich bakterii

Metanotrofni bakterie jsou gram negativni bakterpatici do kmene
Proteobacteria Rozdlujeme je do dvou tylp na zaklad fyziologickych, biochemickych
i fylogenetickych rozdil (Hanson a Hanson, 1996; Conrad, 2007).

Celed Methylococcaceae(typ |) patici do Gammaproteobacteria s druhy
Methylobacter, Methylococcus, Methylomicrobium, M&monas, Methylosphaera,
Methylocaldum, Methylosarcin®ruhym typem jeeled” Methylocystaceaéyp II) pafici
do Alfaproteobacterias druhyMethylosinus, Methylocella, MethylocapsaMethylocystis
Oba typy jsou roz&leny na zaklad fylogeneze genu pro 16S ribozomalni RNA, asitmia
drahy uhliku, profilu mastnych kyselin a stavby timi burééné membrany (Hanson
a Hanson, 1996).

12



Metanotrofni bakterie typu | vyuZivaji pro asimilatliku RuMP drahu (Ribulosu-
monofosfat) (Obg. 3). Mastné kyseliny maji 14 nebo 16 ulilidejich builky se obvykle
vyskytuji samostatha maji ¥tSinou kokalni tvar. V &kterych gipadech mohou tvd
cysty. Tento typ je také vice fylogenetickjznorody (Hanson a Hanson, 1996; Conrad,
2007).

Metanotrofni bakterie typu Il vyuZivaji pro asinuilaihliku serinovou drahu (Obr.
¢. 3). Mastné kyseliny maji obvykle 18 uhlikJsou schopné fixovat dusik a gkterych
piipadech mohou t¥d cysty nebo spory. Jejich bkly jsou \&tSinou tyinkovité nebo
hruskovité a jsou uspadané viizicich. Metanotrofni bakterie typu Il jsoétginou druhy
raSelini§ a lesnich fid (Hanson a Hanson, 1996).

CH4 NADH+H*

TYPE l METHANOTROPHS
CytCox RuMP PATHWAY
CytCrey
X
HCHO
XH,

SERINE PATHWAY HCOQH / mm

TYPE Il METHANOTROPHS
CO,

Obr. ¢. 3: Rizné drahy oxidace metanu u oboutiymetanotrofnich bakterii (Hanson
a Hanson, 1996)
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Oba typy maji charakteristicky systém wnith membran, kde dochazi k oxidaci
metanu a jsou také rozdilné veagpbu fixace formaldehydu (Hanson a Hanson, 1996;
Conrad, 2007; Murrel et al., 1998).

K metanotrofnim bakteriim pattaké typ X, ktery je svou strukturou podobny typu
[, tyto bakterie vSak rostouriginych teplotdch a maji tvar kdk které se vyskytujéasto
v péru. Pro asimilaci uhliku vyuZivaiji tzv. RuMPatlu. Mastné kyseliny maji 14 uhiik
fadime je doBetaproteobacteria.V nekterych literarnich zdrojich je tato skupina
piitazovana k metanotrofnim bakteriim typu typu | (Hems Hanson, 1996; Conrad,
2007).

Metanotrofni bakterie mohou byt jak aerobni tak emobni. Anaerobni
metanotrofni bakterie prozatim nebyly izolovany a&tan oxiduji na oxid uhlity
s pouzitim sulfat nebo dusginani, jako akceptoru elektrdnpro oxidaci metanu (Schubert
et al., 2006).

Aerobni metanotrofni bakterie maji k oxidaci metapecialni enzymy a je nutny
dostatek kysliku a metanu v priesti (Borrel, 2011). Meziprodukty oxidace jsou meian
formaldehyd a formiat (Hanson a Hanson, 1996).

Aerobni metanotrofni bakterie jsou v Zivotnim predt Siroce roz&ny. Podileji
se na snizovani mnozstvi metanu, ktery unika daostny, ¢imz také sniZzuji dopad na
globalni oteplovani. Byly izolovany z mnoha presti, jako nafiklad sladkovodnich
a mdskych prostedi, pidy, sedimenty, kyselych raselifijSryZzova pole, skladkami,
alkalickych soda jezer, horké prameny, chladné tpgds a to i od vysoce kyselych
teplomilnych prosedi (Chen a Murrel, 2009).

3.4. Oxidace metanu aerobnimi metanotrofy

Oxidace metanu zavisi hlavyma dostupnosti metanu a kysliku (Borrel, 2011).
Pri této reakci je metan donorem elektiiom zdrojem uhliku a kyslik akceptorem
elektroni. Oxidaci metanu rfizeme vyjatit zjednoduSenou rovnici:
CH;+ 0, —» CO, + H,O

Cely proces oxidace je vSak sl@pif. Katalyzatorem oxidace metanu je enzym
MMO (Metan monoxygenaza), ktery urychluje oxidaatamu k metanolu. Tento enzym
se vyskytuje ve dvou formach pMMO a sMMO. Formuogydzmatickou, rozpustnou,

vyskytujici se hlavé u metanotrofnich bakterii typu Il aékierych X oznaujeme jako
14



sMMO. sMMO je kédovdna mmoX genem. Membr&hovazand forma pMMO je
kodovana genem pmoA a vyskytuje seétsiny metanotrofnich bakterii (vyjimkou je rod
Methylocella ktery obsahuje pouze sMMO) (Hanson a Hanson, ;19%@érel et al., 1998;
Conrad, 2007) .

Metanotrofni bakterie s pMMO maji na metanu vysStové vynosy a stejntak
maji i lepSi vztah k metanu nezilyy s SMMO, jelikoZ reakce katalyzovana enzymem

sMMO vyzaduije jako elektronového darce NADH a H

Obecrt miZzeme oxidaci metanu na metanol vyjéadovnici:
CHs + O; + NADH + H" — CH30H + H;0 + NAD

3.5.  Oxidace metanolu aerobnimii metanotrofy

K oxidaci metanolu rize dochazet jak z endogenniho zdroje (metan jecuiiu
pies MMQO) nebo exogenniho zdroje. K oxidaci metan@@H;OH) na formaldehyd
(HCHO) je zapaebi katalyzujiciho plasmatického enzymu MDH (metano
dehydrogenaza). MDH méa malou a velkowidjednotku a je univerzalnim genem pro
metanotrofni bakterie. Elektrony z MDH jsoiepeseny na cytochrom CL a pak jsou
teprve oxidovany v periplasmMDH je kédovan genem mxaF (Hanson a Hanson, 1996)

Obecré mazeme oxidaci metanolu vyjétrovnici: (PPQ je pyrolochinolin chinin)
CH3OH + PPQ(0x)}~» HCHO + PPQ(red)

3.6. Formaldehyd

Vyprodukovany formaldehyd je zabudovan danych organickych slaenin. Je
vyuZivan pro biosyntézu z b&tného materialu. K oxidaci formaldehydu je za&pbt

formaldehyd dehydrogenaza. Vznikly formiat je pakloZen na oxid uhlity a vodu.

Formaldehyd je vyuzivan dma cestami:

vnitini membrany typu I

15



2. RUMP cesta (ribuloso monofosfatova cesta) — majpim& TCA cykly a vnitni

membrany typu |

Pri vyuZiti formaldehydu serinovou cestou jsou vSgchtomy uhliku pro buseny
material odvozeny z formaldehydu a formaldehydtfdesve stejném stavu, aby mohl byt
pouzit k dalSim biosyntetickym reakcimii Pserinové cest je dilezity pouze jeden
unikatni enzym¢imz je serin hydroxymetylazariRyuZiti formaldehydu RuUMP cestou je
formaldehyd zpracovavan veeth fazich, je zaptebi velké mnoZstvi energie alezité
jsou dva enzymy Hexulozofosfat syntetaza a hexufd sysntetdza (Hanson a Hanson,

1996).
Rovnice rozlozeni formaldehydu na oxid ¢hi a vodu:

HCHO + NAD + HO — HCOOH + NADH + H
HCOOH + NAD —H,0 + CQ + NADH + H'

16



4. EKOLOGIE METANOTROFNICH BAKTERII

4.1. Obecné charakteristiky vyskytu metanotrofnich
bakterii

Metanotrofni bakterie je skupina mikroorganisnkteré vyuZzivaji metan jako
jediny zdroj uhliku a energie (Murrel et al, 1998;Donald, 1994, Cen et al., 2007 ). Tyto
mikroorganismy jsou jiz dlouhou dobiganétem fiznych vyzkund.

Vyskyt metanotrofnich bakterii je velmi hojny (Gad, 2007). Vyskytuji se jak
v pudach, raselinistich, skladkach, ryzovych polick, ita sedimentechiznych vodnich
prostedi (Hanson a Hanson, 1996; Holmes 1999).tiPabvreéz ke znamym
endosymbiontm slavek (Hanson a Hanson, 1996). Tyto bakterigy ligblovany také
ze zneistenych vod, usazenin nebo ropnychivMitleyer, 2002).

Jejich existence a distribuce je oviiwa tiznymi faktory. K hlavnim faktdm
pati mnozstvi kysliku, metanu, dusiku a také pH peakt Kron® toho je také dlezité
mnozstvi Zivin v prosedi a vihkost fidy (Dubey, 2003). DalSim faktorem je i intenzita
swtla. Metanotrofni bakterie s rostouci intenzitoétkv potlauji svij rast i svou aktivitu
(Dumestre, 1999). @e¢ézité @i vyskytu metanotrofnich bakterii je i mnoZstviéan
Pfi dostatku Cu produkuji metanotrofni bakterie enzy®MO, zatimco B jeho
nedostatku sMMO (Durisch-Kaiser, 2005).

Metanotrofni bakterie vyzaduji dostupnost kysliaw oxidaci metanu, ale jsou
schopni pezit obdobi s nedostatkem kysliku i metanu (Rosel®95). Metanotrofni
bakterie typu | preferuji nizké koncentrace metanuysoké koncentrace kysliku, zatimco
u metanotrofnich bakterii typu Il je to naopak (Gah 2007; Wu, 2009; Wang, 2007).
V padach najdeme nejtS8i mnozstvi ve vrchni vrgv(Cébron, 2007). V eutrofnich
jezerech zase na rozhrani vodniho sloupce — rozlwdokého a anoxického prosti
(Miguez, 1999).

Metanotrofni bakterie mohou hréatldzitou roli nejen v kolokhu uhliku, ale také
v kolobehu dusiku. Metanotrofni bakterie typu Il jsou sché@poutat vzdusny dusik, typ |
schopny poutani dusiku neni (Auman, 2001).
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4.2.  Vyskyt metanotrofnich bakterii

Je dokazano, Ze metanotrofni bakterie typu llise vyskytuji v idach, zatimco
typ | ve vodnim prosgedi (Singh, 2007). Také se vyskytuji v piesdi, kde se mnozstvi
kysliku a Zivin nfize nenit (Roselev, 1995).

NejvyznamijSim zdrojem atmosferického metanu jsou baoly (Yun, 2010).
Mokiiny prispivaji k produkci fiblizn¢ 15-20 % celkového atmosferického metanu
(McDonald, 1994). V maladech je vyskyt metanotrofnich bakterii oviwni padnim
typem, hloubkou vody nebo typem rostlinstva.

Nekteri autdi tvrdi, Ze jezera odpovidaji za vzik malého mneZzatmosferického
metanu areky jsou povazovany za bezvyznamny zdroj (Hansd#aason, 1996). Jini
zase, Ze jezeragkoli pokryvaji pouze 0,9% zemského povrchu tiplthlavnim zdrajm
atmosferického metanu, protoZigspivaji zhruba 6-16% (Borrel, 2011).

Oceany pat k menSim zdrgim atmosferického metanu a nejvysSi koncentrace
najdeme v povrchovych vodach (Hanson a Hanson,)1¥Bpivek mnoZstvi metanu
z marskych ekosystétnje pouhé 1% (Borrel, 2011).

Rozdily jsou také v pwech metanotrofnich bakterii mezi oxickym a anoyink
prostedim v mai. Mikrobialni spolé€enstvo bakterii je v anoxické vé&annohem mensi
nez ve vod oxické. Oxické progedi mdi se vyznauje vyskytem az 90% metanotrofnich
bakterii z celkového @tu bakterialniho spotenstva v tét@asti (Durisch-Kaiser, 2005).

Nekteré studie ukazuji, Ze druhové sloZzeni metanoichf bakterii se #milo
v prabéhu vyvoje glacidlniho jezera a dnes se zde vyskyaljdruhy typické pro sladké
vody, tak druhy miské (Coolen, 2004).

Druhové slozeni metanotrofnich bakteriiddp miuze byt zavislé také na aktiwit
Zizal (Kumaresan, 2011). Na vyskyt metanotrofniaktérii ma také vliv zalegni nebo
zalesiovani pastvin. Bylo prokdzano, Ze metanotrofni &adéttypu | se vice vyskytuji
na pastvinach, a typ Il zase na zalesich pidach s kovinami a borovicemi (Singh,
2007).
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4.3.  Metanotrofni bakterie v extrémnich podminkach

Metanotrofni bakterie mohou Zit ve vSech typecbsgedi a vyskytuji se i
v extrémnich progedich (Conrad, 2007; Trotsenko a Khmelenina, 2002).

VétSina metanotrofnich bakterii je mezofilnich a mefiinich. Coz znamena,
Ze optimalni teplota, ip které rostou je 25°C a pH 6-7. Mnoho &hto bakterii vSak
odolava a fizpasobuje setrznym extrémnim podminkantiPpusobily se jak vysokym,
tak nizkym teplotdmiznému pH i slanosti. (Trotsenko a Khmelenina, 2002)

Pro Zivot v extrémnich podminkach se wznych zastupc vyvinuly rizné
strukturreé-funkéni mechanismy. U extrémnich zastpozliSujeme zastupce extremofilni,
kteri extrémni podminky vyZaduji a extremotolerantigfije nevyZaduiji, ale jsou schopni
jim odolat (Trotsenko a Khmelenina, 2002).

Pfikladem jsou druhyMethylococcus capsulatua Methylothermus thermalis
jejichz optimalni teplotaiistu se pohybuje kolem 45-55°C. DalSim extrémniipgaem je
zastupce rodiethylocaldunvyskytujici se v termalnich pramenech s teplotod@az2°C
(Trotsenko a Khmelenina, 2002).

Opanym pipadem jsou bakterie psychrofilni a psychrotolerarRati zde rekteri
zastupci rod Methylobacter, MethylococcuseeboMethylosphaerakteré byly izolovany
ze Sibtské tundry, odolavajici extrérimizkym teplotam (Trotsenko a Khmelenina,
2002).

Z piiklada extrémnich pH bych uvedla drutMethylocapsaostouci pi pH 5-5,5,
Verrucomicrobia pii pH 2-2,5 nebo rody Mthylomicrobiuma Methylobacterroustouci
pii pH 9-10. Typickym pikladem acidofilni metanotrofni bakterie j@ethylocella
palustris(Kaluzhnaya, 2001; Trotsenko a Khmelenina, 2002).
znamena, zeipziji pouze druhy, které jsou schopné adaptovaiasstresové podminky a
nasledg opt na podminky optimalni. Biky jsou na vysychani adaptované
extracelularnim polysacharidovym pk&$t ktery zadrzuje vodu. Diky tomuto plasti je
bunka schopnd zachovat si svou strukturu v &detysychani. Mnohé druhy jsou na
negiznivé podminky adaptovany tvorbou cyst (Trotseakthmelenina, 2002).

Rozdily v pétech i distribuci metanotrofnich bakterii ve vealikim profilu pidy
i sedimeni, jsou zavislé také na tom, zda-li tyto bakterieiziyaji atmosfericky metan
nebo metan produkovany metanogeny. Studie uk&aujipzdily v distribuci i p&ech jsou

19



pouze tehdy, kdyZ metanotrofni bakterie vyuzivagtan produkovany metanogennimi
bakteriemi. Krond produkce je oft dulezité mnoZzstvi kysliku a také pH priedi (Chen,
2007; Schubert, 2006; Singh, 2007).
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CILE PRACE

Cilem této prace bylo:

. Ur¢it pocty burek metanotrofnich bakterii typu | a Il na jednotlohyvelikostnich
frakcich sedimentu na vSech lokalitach

. Ur¢it pocty burek metanotrofnich bakterii typu | a Il v celkovémotggenstvu
mikroorganiznii (DAPI) ve vertikalnim profilu sedimentu na lokalit. 4

. Urcit pocty burék vybranych rod metanotrofnich bakterii typu |1 a Il na
jednotlivych velikostnich frakcich sedimentu nacls&kalitach

. Ur¢it pocty burek vybranych rod metanotrofnich bakterii typu | a Il v celkovém
spol&enstvu (DAPI) ve vertikalnim profilu sedimentu &alité ¢. 4
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6. LOKALITA

Vzorky byly odebirdny nd&ece Sitka. Tento tok prameni pod vrcholem kopce
Stransky vrch (723 m.n.m) v oblasti Nizkého Jeseniati k tokim druhéharadu. Jeho
délka je 35 km. Protéka obcemi Véva Hizova. Déle pak Sternberk, kde je jiz koryto
feky upraveno a regulovano. Vyznamnyritgky jsou Veversky potok a Grygava. U obce
Chomoutov se viléva do Oskavy, ktera se déle,ifimijn¢ pal kilometru viéva do ieky
Moravy (Turistika.cz [online], cit 1.5.2013).

Na tétotece bylo zvoleno 5 lokalit (obr. 4), kde byly vzorky odebirany.
Z hlediska produkce metanu je nejvyzn&mnlokalitac.4 (tab¢. 1). Na této lokalit je
dno bez vegetace a je temo [Fevazr pigitym az jilovitym substratem. Vipdchozich
studiich zde byly nagiiené nej¥tSi mnozstvi metanu a nejnizSi hodnoty kysliku, coz
dokazuje, Ze z hlediska produkce metanu je tatalikak vyznamgjSi nez zbyvajici
lokality. Proto se v této praci z&hmijeme na hodnoceni abundance a vertikalni disteibuc

metanotrofnich bakterii zejména u této lokality.
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Obr.¢. 4: Jednotlivé lokality néece Sitka
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Tab.¢. 1. Charakteristika jednotlivych lokalit a u niohnefené hodnoty

Lokalita 1 2 3 4 5
. 49°49°27.782"N | 49°45'53.953"N| 49°42°46.109"N| 49°40°43.709"N| 49°38'7.977"N
Geograficka poloha . ) , . .
17°18'47.528"E | 17°19'5.141"E | 17°15'36.225"E| 17°14'49.025"E| 17°14°37.068"E
Hlavni slozka dna Stsrk Steerk Stwrk Pisek —jil| Sirk - jil
Median velikosti zrn
12,4 12,9 13,2 0,2 5,4
[mm]
Organicky uhlik v
) 0,9 0,9 0,6 0,8 0,7
sedimentu < 1mm [%)]
Nasyceni intersticialnim
rozpudtnym kyslikem 80,5 88,1 82,3 38,5 50,9
[%6]
Fe2+ [mg/l] <1l <1l 1,8 8,1 4,2
Intersticialni koncentrace
4.9 0,7 8,1 2480,2 42,8
metanu fig/I]
Metanogenni potencial
6,6 1,9 2,9 80,7 9,7
[ng CHy/ kg DW/den]
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7. MATERIAL A METODIKA

7.1. Odbér vzorka

Pro analyzu mikrobiélniho osidleni nazmych velikostnich frakcich sedimentu
jsme odebirali vzorky na vSech lokalitach. @dlibyl proveden lopatkou z povrchoveé
vrstvy sediementu, takZze jsme odebirali sedimehtombky @iblizné 0-10 cm. Vzorky
byly poté fesety pes sita s okytiznych velikosti, abychom ziskali poZzadované vesliko
frakce sedimentu. Pro nas vyzkum jsme zvolili fealksedimentu 0-1 mm, 1-3 mm a 3-6
mm, které byly dale zpracovavany v laborato

U vertikalniho profilu jsme vybrali pouze lokalitu4. A to z divodu, Ze je celkoy
odliSna od ostatnich lokalittauz ve sloZzeni sedimentu, tak v mnozstvi produkékan

metanu i jinych msfenych hodnotach (tab. 1).

U této lokality byly jiz dive mefeny tizné fyzikal®-chemické parametry, jako
mnozstvi kysliku a metanu v jednotlivych hloubkaddimentu (obr¢. 6). Poté byly
teprve odebirany vzorky pomoci namrazovaci sondy, freeze-core metodou. Sonda se
sklada z kovové trubice, ktera je do sedimentuzaara pomoci palice. Do trubice se poté
naléva tekuty dusik, diky kterému se sediment nainkgovrchu sondy. Ze sondy jsou
poté odebirany vzorky po 10 cm. Celkaedy bylo na kazdé lokatitodebrano 5 vzoik
tj. vrstvy 0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm, 30-40 c(50 cm. Po feseti pes sita byla

ziskana frakce sedimentu < 1 mm, ktera byla poytadalSi vyzkum.

7.2.  Priprava vzorku

Do falkonu jsem dalaiflizné¢ 10 ml gedchystaného sedimentu &dala 10 ml
fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl). Vzorkylip poté sonifikovany 3x po dobu
30 sekund, § sile 15%.

Sonifikaci se rozumi pouziti ultrazvuku, kterzmasi agregaty sedimeéna oddli
bakterie od povrchu sedimentuii Bpravneé sile a délce pouziti nedochazi k narusova
bursk.

K osonifikovanym vzorikm déle piddme 15Qu TRITONu a umistime dae¢paky
na dobu 6 hodin. Po ptepani z kazdého vzorku odebereme 8 ml sedimentidanpe
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4 ml NYCODENZ, ktery do falkonu nanaSime dlouhojekini stikackou, aby doSlo
k navrstveni vzorku (obt. 5).

Takto pgipravené vzorky nechame centrifugovati pnaximalnim vykonu asi
1 hodinu. Hustotni centrifugace poie oddlit castice na zakladrizné hustotycastic
a vzorek se navrstvi (obt. 5).

Z kazdého vzorku poté odebereme supernatant + 8enkterého dale odebirame
jednotlivé vzorky ke zpracovani a zbytek uchovavamelcitou dobu v mrazrice.

Do filtra¢ni aparatury (Millipore, Mmecko) napipetujemefiplizné 1 ml vzorku.
Pridame 2ml destilované vody a Zfiltruieméep membranovy filtr (Millipore, 0,2um
GTTP, Néemecko). Jednotlivé filtry raeZeme a dale oznéime.

} VZOREK | SUPERNATANT
! | oBSAHUIICE

2 BUNKY

P NYCODENZ

\'-"/} PELETA

5 CASTICEMI
SEDIMENTU

Obr. ¢. 5: Vlevo navrstveni vzorku paigani Nycodenz a vpravo navrstveni vzorku
po hustotni centrifugaci

7.3. Barveni DAPI

Abych zjistila, zda-li je na filtrech dosté&te mnozstvi bakterii, na zkuSebni filtry
aplikujeme asi 2@l fluorescerniho barviva DAPI (4",6-diamidino-2-fenylindol).
DAPI je barvivo specifické tim, Ze se vaze na rakk kyseliny a ma schopnost

fluorescence. Barvivo se pouziva jako sonda proerfaml, mitochondrialni
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i chloroplastovou DNA. Fednosti se v buikach vaze na dvdettzcovou DNA. Barvena
buika lze poté vidt pii vinové délce 365 nm a #gasré modrou barvou.

Po aplikaci DAPI nechame toto barvivo po dobulésminut misobit ve tng. Dale
filtry vymyvame stidaw v destilované vog etanolu a off v destilované va#l Toto
vymyti umozni odstrami Spat® nabarvenych butk a lepSiho obrazu v mikroskopu.

Filtry suSime na savych papirech v Petriho misképit ve tne. Suché filtry
pokladame na podlozni sékia s imersnim olejem. Zakapneme imersnim olejem a
piikryjeme krycim skiékkem. Dale pozorujeme abundanci bakterii ve flu@esdim
mikroskopu (Olympus, VB) a fotime pomoci kameryyi@pus, USA). B této kontrole
ZjiStujeme pouze, zda-li je na filtru dost&té mnozstvi bakterii k tomu, abychom mohli
dale aplikovat oligonukletidové sondy (préby). Brobraz pozorujeme pouzé pxcitatni
délce 365 nm a ztSeni 1000 x.

7.4. Fluorescer®ni in situ hybridizace (FISH)

Tato metoda je zatrena na ribozomalni RNA. Konkrétnna fettzec 16S
ribozomalni RNA, ktera je spolu s jednadvaceti diikami sodasti malé podjednotky
ribozomu. B metod FISH se pouZzivaji oligonukleotidové sondy (prébkderé jsou
komplementarni k @ité sekvenci genu sledovaného organismu.

Principem je hybridizace, neboli schopnost molekuikleovych kyselin, pokud
obsahuji komplementarni sekvence,itivtnybridni molekuly. Sondy se vazou na DNA
nebo RNA vzorku na zakladkomplementarity bazi. Touto metodou nejsou objgven

buiky netinné.

1) Filtrace vzorka na membranovy filtr

Popséano vyse
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2) Priprava hybridizaéniho a praciho pufru

Nejdiive gipravime hybridizani a praci pufr. Jeho mnozZstvi felta vypdgitat na
zaklad mnozstvi pouzitych prob. Pouzité proby jsou ¢ame fluorescamimi barvivy
(Tab.¢. 2), proto je nutné hybridizovat kazdy vzorekasil

Hybridiza ¢éni pufr na 250 ml (cca 48 filtni):

5ml TRIZMA

2,5mi EDTA

0,25 ml 1% SDS @idavame az na konec)
5,1 ml NacCl

Doplnime destilovanou vodou na 250 mi

Praci pufr na 25 ml (cca 48 filtni):

3,75 ml Nacl

0,5 mi TRIZMA

0,025 ml 1% SDS {mwlavame az na konec)
7,5 mi FORMAMID

Doplnime destilovanou vodou na 25 ml

3) Ziedéni proby na cilovou koncentraci

Dale musime izdit probu na cilovou koncentraci. Prétedime MQ vodou na
vyslednou koncentraci ¢ = 50 pdy/ Pro kaZzdou skupni bakterii pouzivame jiny typlpr

(tab.¢. 2). Prébyedime na wenou koncentraci, podle jejich molarni hmotnosti.
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Tab.¢. 2: Typy pouzivanych préb

Cilova skupina Proba Sekvence proby 5°- 3°
Bacteria EUB 338 | GCTGCCTCCCGTAGGAGT
EUB 338 Il GCAGCCACCCGTAGGTGT
EUB 338 Il GCTGCCACCCGTAGGTGT
Alfaproteobacteria ALF1B CGTTCGYTCTGAGCCAG
Gamaproteobacterig cGAM42a GCCTTCCCACTTCGTTT
GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT
Methanotrof typ | My705-type CTGGTGTTCCTTCAGATC
My84-type CCACTCGTCAGCGCCCGA
Methantrof typ Il AMA455b CTTATCCAGGTACCGTCATTATCGTCC
Ma450-type ATCCAGGTACCGTCATTATC
Methylobacter sp. MIb662 CCTGAAATTCCACTCTCCTCT
Methylocystis sp. Mcyst-1432 CGGTTGGCGAAACGCCTT

K detekci metanotrofnich bakterii pouzivAmekalik typa préb. Pro typ |
pouzivame proby My705 a My84tiBemz proba My705 pokryjeiiplizné 80% drult této
skupiny organisrin a proba My84 ma omezggi pokryti. Proto se pro lepsi vysledek
pii této metod kombinuji ok tyto proby. Pro typ Il pouzivame prébu Am455, rite
pokryje prakticky vSechny druhy tohoto typu metaafstich bakterii.

Z kazdého typu metanotrofnich bakterii byl vybrggden konkrétni rod.
Pro metanotrofni bakterie typ | byl jako zastupegdran rod Methylobacteru kterého
pouzivame probu MIb662 a pro typ Il zastupce rdtkthylocystispro ktery je pouZzita
proba Mcyst1432. Optimalizace oligonukleotidovyeblpcilenych na konkrétni rody byly
testovany na kulturach zaslanych z DSMZamcku

Déle jsme pouzivali rowx proby pro detekci fylogenetickych skupin
Alfaproteobacteria, Gammaproteobacteria a Eubacté¢tabg. 2). Ricemz jen u skupiny

Alfaproteobacteriabyla pouZzita pro celkové pokryti této skupiny padhLF1B, zatimco
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u Gammaproteobacteripro WtSi pokryti bakterii byly pouZity préby dva to GAM 42a a
cGAM42a. Pro pokryti co ne§tsiho p@tu bakterii ze skupinfEubacteriamusime pouzit
vSechnyit typy préb EUB 338I, EUB 338Il a EUB 338lII.

4) Priprava smési proby

Do ozng&enych ependorfek napipetujeme x * dlehybridizatniho pufru (x = poet
vzorki). K hybridizanimu pufru poté fidadme x * 2ul jednotlivych prob.

Vyjimku  tvori  ependorfky  obsahujici  préby  pro Eubacterie a
Gammaproteobacterjdkde gidavame je&t po x*2 ul dalSich drul préb, pro ¥tSi pokryti

jednotlivych skupin.

5) Hybridizace

Filtry dokre ozn@ené polozime na podlozni sib. Na ® napipetujeme sis
proby a hybridizéniho pufru ( tj. 18 smeési). Falkony (50 ml) vysteleme buitou vatou,
kterou zvii€ime cca 4 ml hybridizaiho pufru. Do kazdého falkonu pak vioZinedno
podlozni skitko s filtry. Falkony pak dame dorgdettaté hybridizéni pece na 46 °C,
po dobu 3 hodin.

Dulezitym faktorem @ hybridizaci je teplota, jelikoZ mezi sondou a hadvymi
kyselinami se tvid vodikové niistky. Pokud je teplotaifhis vysoka vodikové iistky se
nevytvai nebo se tvid pomaleji. A pokud je teplota zaseil nizka mohou se aistky
tvorit i jinde nez jen mezi komplementarnimi bazemiti@glni teplota je u této metody

uréena na 46°C.

6) Vymyvani

V prabéhu hybridizace fipravime do falkofi (50 ml) pro kazdé jednotlivé skkio
50 ml praciho pufru arpdetiejeme ho spolu s falkony (50 ml) s destilovanodotove

vodni lazni na teplotu 48°C.
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Hybridizani falkony vytahujeme z pece postépdednotliva skiika premig’ujeme
do predeltatych falkorii s pracim pufrem a dame zpatky do Kma dobu 15 minut.

Po hybridizaci je vzorek promyvan pufrem, kterysnmit teplotu cca o 2°C vysSi
nez byla hybridizace. Promytim se odstranitesg hybridizované molekuly atistanou
pouze sprawkomplementarni sondy.

Po uplynuti doby 15 minut vylijeme praci pufr i georky do Petriho misky a
vymyvame postuphv predeltaté a studené destilované wodfiltry dale nechame zcela

ususit.

7) Barveni DAPI

Suché filtry obarvime asi 2@ DAPI a nechdme {sobit po dobu 10 minut. Filtry
dale omyjeme v destilované whdtanolu a oft v destilované vod

Celé filtry nechame ususit ve &m

Na podlozni sktko si napipetujeme sta Citifluor-Vecta Shield. Tato s
obsahuje latky, které brani rychlému vyblednutirkio

Polozime filtry, znovu napipetujeme &snCitifluor-Vecta Shield a fekryjeme

krycim sklickem.

8) Sniméani a vyhodnoceni

K vyhodnoceni vysledk se pouziva fluoresceéni mikroskop (Olympus, VB),
jehoz zdrojem sitla je rtiwova vybojka. Z&eni dopadajici na preparaty jegirochazi
filtry. Cely vzorek poté fotime pomoci kamery (Olgas, USA) i ruzné vinové délce a

vzorky nasled# vyhodnocujeme pomoci programu NIS elements.
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8. VYSLEDKY

8.1.  Abundance bakterii na jednotlivych velikostnich

frakcich sedimentu

Vzorky na velikostni frakce sedimentu jsme oddbira vSech lokalitach.

Zastoupeni jednotlivych skupin jsentovala z celkového @tu burek (graf ¢.1).
Celkow se nejvice butk vyskytovalo na nejmensich velikostnich frakcigdimentu a
nejmért na nej¢tsich. Stej tomu tak bylo i u utovanych skupin bakterii (grafy 2, 3,
4,5,6,7a8).

Celkova abundance bun ék

12

10 +

| O-Imm
0 1-3mm
O 3-6mm

Aorcence [x10 © gD

Lokality

Graf¢. 1: Pameérny pacet burgk (DAPI) na jednotlivych velikostnich frakcich sedintu
ve vzorcich na 5 lokalitdch, chybové &isgznai smerodatnou odchylku
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Graf ¢. 2: Pamérné paty burgk skupiny Bacteria na jednotlivych velikostnich frakcich

sedimentu, na 5 lokalitach, chybové dkteznai smerodatnou odchylku

Procentualni zastoupeni skupi@ammaproteobacteria celkového pétu bakterii
(DAPI) ve vzorcich na velikostnich frakcich sedimekolisalo mezi 8-14 %, zatimco
skupinaAlfaproteobacteriaz celkového p&tu bakterii (DAPI) ve vzorcich na velikostnich
frakcich sedimentu t¥da 6-18 % (tab¢. 3).

Procentualni zastoupeni skupi@ammaproteobacteria celkového pétu bakterii
(DAPI) ve vzorcich na jednotlivych lokalitach kale mezi 8-19 %, zatimco skupina

Alfaproteobacteriaz celkového pé&u bakterii (DAPI) ve vzorcich na jednotlivych
lokalitach tvdila 10-21 % (tabg¢. 4).
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Gammaproteobacteria
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Graf ¢. 3: Pémérné pa@ty burntk skupiny Gammaproteobacteriana jednotlivych
velikostnich frakcich sedimentu, na 5 lokalitachylmové Usteky znai smerodatnou
odchylku
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Graf ¢. 4: Pamérné paty burek skupinyAlfaproteobacteriana jednotlivych velikostnich
frakcich sedimentu, na 5 lokalitach, chybové dlstenai smérodatnou odchylku

Procentuélni zastoupeni metanotrofnich baktengu ty paticich do skupiny
Gammaproteobacteri& celkového pe&tu burek (DAPI) ve vzorcich na jednotlivych

velikostnich frakcich sedimentu kolisalo mezi 9%0(tab.¢. 3), zatimco procentualni
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zastoupeni této skupiny z celkovéhoctpoburek (DAPI) ve vzorcich na jednotlivych
lokalitach kolisalo mezi 18-29 % (tah.4).

Procentudlni zastoupeni metanotrofnich baktggiu |l paticich do skupiny
Alfaproteobacteria z celkového pétu burek (DAPI) ve vzorcich na jednotlivych
velikostnich frakcich sedimentu kolisalo mezi E1% (tab.c. 3), zatimco procentuélni
zastoupeni této skupiny z celkovéhoctpoburek (DAPI) ve vzorcich na jednotlivych
lokalitach kolisalo mezi 32-73 % (tah.4).

Methanotrof typ |
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Graf ¢. 5: Pameérné paty burntk metanotrofnich bakterii typu | na jednotlivych

velikostnich frakcich sedimentu, na 5 lokalitachyloveé Gsteky znai smerodatnou
odchylku
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Graf ¢. 6: Pamérné pdty burtk metanotrofnich bakterii typu 1l na jednotlivych
velikostnich frakcich sedimentu, na 5 lokalitachyloveé Gsteky znai smerodatnou
odchylku

Procentudlni zastoupeni roddethylobacterz celkového p&u burek (DAPI)
ve vzorcich na jednotlivych velikostnich frakcickedsnentu kolisalo mezi 4-5 %
(tab.¢. 3), zatimco procentualni zastoupeni tohoto mdelkového pétu burek (DAPI)
ve vzorcich na jednotlivych lokalitach kolisalo m2# % (tabg. 4).

Procentudlni zastoupeni roddethylocystisz celkového p&u burgk (DAPI)
ve vzorcich na jednotlivych velikostnich frakcicedsnentu kolisalo mezi 14-25 %
(tab.¢. 3), zatimco procentualni zastoupeni tohoto mdelkového pétu burek (DAPI)
ve vzorcich na jednotlivych lokalitach kolisalo m&@-32 % (tab¢. 4).
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Graf ¢. 7: Pamérné paty burgk metanotrofnich bakterii typu | rodMethylobacter
na jednotlivych velikostnich frakcich sedimentu, Jdokalitach, chybové ustky znai
smerodatnou odchylku
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Graf ¢. 8: Pa@ty burgk metanotrofnich bakterii typu Il roddethylocystisna jednotlivych

velikostnich frakcich sedimentu, na 5 lokalitachylmové Usteky znai smerodatnou
odchylku
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Tab ¢. 3. Procentruélini zastoupeni detekovanych skuginvzorcich na jednotlivych

velikostnich frakcich sedimentu

0-1 mm 1-3 mm 3-6mm
Eubacteria 15 % 9% 5%
Gammaproteobacteria 14 % 9 % 8 %
Alfaproteobacteria 19 % 12 % 6 %
Metanotrof typ | 30 % 10 % 9%
Metanotrof typ I 55 % 47 % 31 %
Methylobacter 4 % 4 % 5%
Methylocystis 21 % 25 % 14 %

Tab¢. 4. Pocentualni zastoupeni detekovanych skupuzercich na jednotlivych

lokalitach

Lokalital | Lokalita2 | Lokalita3 | Lokalita4 | Lokalita5
Eubacteria 14 % 16 % 10 % 15 % 15 %
Gammaproteobacteria 15 % 19 % 8 % 12 % 11 %
Alfaproteobacteria 21 % 18 % 20 % 13 % 10 %
Metanotrof typ | 27 % 28 % 29 % 23 % 18 %
Metanotrof typ I 58 % 58 % 45 % 73 % 32 %

Methylobacter 6 % 6 % 4 % 2% 3%
Methylocystis 11 % 32% 32 % 10 % 14 %
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8.2.  Vertikdlni distribuce kysliku a metanu

Ve vertikalnim profilu byly jiz dive mefeny jak hodnoty kysliku, tak hodnoty
metanu v jednotlivych hloubkach (Olgr.6). MnoZstvi kysliku klesa s hloubkou, zatimco

mnoZstvi metanu s hloubkou vice m&toupa.

10cm

20 cm

30cm

Hloubka (cm)

40 cm

50 cm

o
=
o
N
=)
w
o
ey
o
S
<)
o
<)
~
o
<)
S
©
S

100
Nasyceni vody kyslikem (%)

10cm

20 cm

30cm

Hloubka (cm)

40 cm

50 cm

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Koncentrace CH , (mikrog.l %)

Obr.¢. 6: MnoZstvi kysliku a metanu n&fané v jednotlivych hloubkach na lokalit. 4
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8.3.  Abundance bakterii ve vertikalnim profilu sedimentu
na lokalité ¢. 4

Na lokali€ ¢. 4 jsme odebirali vzorky z hloubek 0-10 cm, 10e&® 20-30 cm, 30-
40 cm a 40-50 cm. Z celkovéhogbo burek (graf¢. 9) v jednotlivych hloubkach jsem poté
uréovala abundanci jednotlivych skupin fznych hloubkach sedimentu (grafy 10, 11
al2).

Nejwetsi abundance jednotlivych skupin byl&sinou v horni vrst sedimentu, tj.
hloubce 0-10 cm. Vyjimku tuila skupinaGammaproteobacterjaktera ngla nejwtsi
zastoupeni v hloubce 10-20 cm (gkaf 10) a rodMethylobacter ktery n€l nejvétsi
abundanci v hloubce 30-40 cm (gtafL2).

Celkova abundance bugk v jednotlivych
hloubkach
Lo
2o [
-

Hloubka [cm]

0 1 2 3 4 5 6

Abundance [x 10 ¢ g/DW]

Graf ¢. 9: Paimérny celkovy p@et burgk ve vzorcich v jednotlivych hloubkach sedimentu,
na lokalig ¢.4, chybova Usi&ka zna&i smerodatnou odchylku
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Graf¢.10: Pimérné pdty burek skupinGammaproteobacteria Alfaproteobacteria
v jednotlivych hloubkach sedimentu na lokalit 4, chybové Usiky zna:i smerodatnou

odchylku

Procentudlni zastoupeni skupi®ammaproteobacteria celkového pé&tu burek

ve vzorcich (DAPI) bylo fblizné 8 %. Zastoupeni této skupiny mezi jednotlivymi

hloubkami kolisalo mezi 2-68 % (tab. 5). SkupinaAlfaproteobacteriatvorila priblizné
6 % a zastoupeni této skupiny kolisalo mezi 2-1% j@dnotlivych hloubek (takt. 5).
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Graf¢.11: Pimeérné paty bungk metanotrofnich bakterii typu | a Il v jednotliyc
hloubkach sedimentu na lok&lit. 4, chybové usiky zna:i smerodatnou odchylku
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Procentudlni zastoupeni metanotrofnich baktepiil tyz celkového ptiu bakterii
ve vzorku (DAPI) bylo piblizne 4%, zastoupeni v jednotlivych hloubkachikalo mezi
1-16 % (tabg. 5). Zastoupeni metanotrofnich bakterii typu Betkového potu bakterii

ve vzorku (DAPI) bylo piblizn¢ 14% a zastoupeni kolisalo mezi hloubkami mez0 24.
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Graf ¢.12: Pamérné paty burek rodu Methylobactera roduMethylocystiss jednotlivych

hloubkach sedimentu na lok&lit. 4, chybové usiky znai smerodatnou odchylku

Procentualni zastoupeni metanotrofnich bakterputy rodu Methylobacter
ve vzorcich bylo pblizné 10%. Zastoupeni metanotrofnich bakterii typu Iduo
Methylocystidylo fxiblizné 5% z celkového pitu burek (DAPI) (tab.¢. 5).

Kolisani procentrudlniho zastoupeni rodwdethylobacter mezi jednotlivymi
hloubkami bylo 1-30 % a u roddethylocystisl-15 % (tabg¢. 5).
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Tab. ¢. 5. Procentudini zastoupeni jednotlivych detekgehan skupin bakterii
v jednotlivych hloubkach a pmérny patet jejich zastoupeni z celkovéhocpo burek
ve vzorcich (DAPI).

Skupina
bakterii/hloubka 0-10 10-20 20-30 30-40 40-50  #nér
[cm]
Eubacteria 30 % 21 % 22 % 11 % 4%]) 16%
Gammaproteobacteriaj 13 % 68 % 5% 2% 2% 8 %
Alfaproteobacteria 15 % 8 % 7% 4 % 2% 6 %
Metanotrof typ | 10 % 16 % 5% 1% 2% 4%
Metanotrof typ Il 30 % 26 % 19 % 8 % 2% 14%
Methylobacter 14 % 30 % 6 % 10 % 1% 10%
Methylocystis 15 % 7% 3% 1% 13%) 5%
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9. DISKUZE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistitkkgaje abundance vybranych
fylogenetickych skupin a metanotrofnich bakterii n&nych velikostnich frakcich
sedimentu na 5 zvolenych lokalitach v podélnémijurodku Sitka a ve vertikalnim profilu
sedimentu na lokatt¢.4

Pro detekci celkového ptu jsem pouZzila metodu fluorecséenin situ hybridizace
(FISH), kterd& mi umozZznila analyzovat qp u jednotlivych fylogenetickcyh skupin
bakterii. Celkem jsem pouzila 12 oligonukleotidavysond, a to prdcubacteriaEUB
338l, EUB 338 Il a EUB 338llAlfaproteobacteriaALF1B, Gammaproteobacteri&AM
42a a cGAM42a, metanotrof typ | My705 a My 84, metaof typ Il Am 455D,
Methylobacte MIb662 a MethylocystysMcyst-1432. Vysledky jsem vyhodnocovala
v programu NIS Elements.

Proto se na tekoucich vodach vyzkumy metanotrbfibizkterii nedlaly, musela
jsem pro oba typy metanotrofnich bakterii vybraingtlivé zastupce rdd vyskytujici se
nejbszngji ve sladkych stojatych vodach.

Jako zastupce pro metanotrofnich bakterii typsei vybrala rodMethylobacter.
extrakci z DNA, sekvence 16S rRNA genu, ktera jeeugibuzna roduMethylobacter
(Brablcova, 2009). Tento rod se také Hojmyskytoval jako nej&ZrejSi zastupce
pracich uvadi nagklad Hanson a Hanson (1996), Conrad (2007), Mid#689), Costello
(2002), Pester (2004) nebo Singh 2007.

Na zaklad publikaci jsem jako zastupce pro metanotrofni dadttypu Il zvolila
rod Methylocystis ktery byl uvadn jako nejhojijsi zastupce pro sladkovodni pii@sti
nagiklad u Dedysh (2003), Roslev (1995), Singh (20@Hstello (2002) nebo Buckley
(2008) a Bushmann (2004).
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9.1. Abundance metanotrofnich bakterii na velikostnich

frakcich sedimentu

V této praci jsem zji%ovala, jestli existuji rozdily mezidmi velikostnimi frakcemi
sedimentu, ktery jsme odebirali na vSec#i pokalitach na toku Sitka. Zastoupeni
jednotlivych skupin bakterii naiznych velikostnich frakcich sedimentu jsentawala
z celkového pé&tu bakterii (DAPI).

Celkow se nejvice butk vyskytovalo na nejmensich frakcich sedimentu,
tj. 0-1 mm.

Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin naneegich frakcich sedimentu je
také nej¢tSi. Vyjimku tvai pouze rody Methylobacter a Methylocystis, jejichz
procentualni zastoupeni z celkovéh@tpdoakterii je nej§tsi na ¥tSich velikostech zrn.

Condrad (1994) ve své studii tvrdi, Ze vysSi aleibakterii v oxidaci metanu je
i vice burgk. Santmiere a Leff (2007) prokazali, Zze na menséticich je vice prokaryot
nez na ¥tSich frakcich sedimentu a to proto, Ze mi@gtice obsahuji vice uhliku. Auman
(2000) zase prokazal, Zze tam kde je dostatek kysiikmetanu dominuji metanotrofni
bakterie.

V ramci studii Wi (2009), Wrong (2007) nebo Coni@®07), bylo zjigéno, Ze
na lokalitach s nizkym obsahem kysliku a vysokymsablem metanu dominuji
metanotrofni bakterie typu I. @s to se na lokadit¢. 4, ktera mé vysoky obsah metanu a
malo kysliku vyskytuji hoj&i metanotrofni bakterie typu IlI.

To mize byt nap. zpisobeno tim, Ze thto studiich byly pouzitgastji metody
zaloZené na PCR, nez metoda FISH. Metoda FISH egobginné nebo pomalu rostouci
bunky, zatimco PCR je zaloZzena na DNA a detekujeikipuneaktivni (Rahalkar, 2009).

Navic diveéjSi vyzkumy na toku Sitka prokazaly, Ze koncentraoetanu Bhem
roku vykazuje zavislost na tepdotmaximalni jsou v €t a v zimé¢ minimalni, coz
Znamena, Ze ip zvySeni koncentrace metanu v zavislost na tépiotze bakterialni
biomasa v l&t extrémri narst, zatimco v zif maZze byt sloZzeni zcela jiné. S jnym
nadzorem se setkame u Lin (2005), ktery tvrdi, Za gipy metanotrofnich bakterii maji

vice mér stabilni mnozZstvi u obou typa u 95% vzork dominuji metanotrofni bakterie

typu I.
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DalSim problémem v porovnani vyslédie, Ze studie, které dokazuji vyskygthto
bakterii, probihaly fevazr v pidach, raselinistich nebo sladkych stojatych vodaobto
neni mozno vysledky porovnat s jinou tekouci |dkali

V radmci porovnavani procentualniho zastoupeniqdorych lokalit mezi sebou, se
ukazalo, Ze podél celého toku metanotrofni baktgpe | tvai zhruba 18-29% (tab. 4),
piicemzZ nej¥tSi hojnost byla na lokadit3. Metanotrofni bakterie typu Il &y v podélném
profilu toku &tSi procentudlni zastoupeni a to na lokatit 4. Zde tvaily az 73% z
celkového poétu bakterii na této lokatit

V rdmci porovnani rotl mezi sebou se ¢pvyskytoval hojji rod Methylocystis

z&stupce metanotrofnich bakterii typu 1.
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9.2. Abundance metanotrofnich bakterii ve vertikalnim

profilu sedimentu

bakterii ve vertikalnim profilu dna &ena lokalita¢. 4, kter4d se od ostatnich odliSuje
sloZzenim substratu, mnozstvim kysliku a také komaenmetanu. ElvéjSi meieni na této
lokalit¢ ukazaly, Zze sirem do hloubky kyslik klesa a metan vice gstoupa.

Dle procentualniho zastoupeni se vSechny tr
tii skupiny Gammaproteobacterja metanotrofni bakterie typu | a z&stupcghto
bakterialnich skupin Methylobacter vyskytovaly nejhojgji v hloubce 10-20 cm.
Alfaproteobacteria metanotrofni bakterie typu Il a jejich zastupdethylocystisbyly
nejvice procentruatnzastoupeni ve vrchni vrgtwsedimentu, tj. 0-10 cm. | Buriankova
(2012) uvédi, Ze ne§tSi zastoupeni je v hornich povrSich sediment@-§5 cm a stefh
tak i nej\tSi metabolicka aktivita.

Nejvice dominantni skupinou v horni vistgedimentu, v zavislosti na mnoZzstvi
kysliku a metanu by #hy myt metanotrofni bakterie typu Il, coZ prokazujiaSe hodnoty,
Ze typ 1l i jeho zastupceMethylocystisje nejhojijSi ve svrchni vrstv sedimentu
a postupt s hloubkou klesa.

Opakem by @ byt metanotrof typu I, ktery by & smérem s rostouci hloubkou
nariistat, coz ale z naSich vyslddipatrné neni, nelfojeho procentualni zastoupeni je
nejwtsi v hloubce 10-20 cm, kde mnoZstvi kysliku vygakieslo a mnoZstvi metanu
vyrazre narostlo, ale i ) stale se sniZzujicim mnoZzstvi kysliku a dsajicim mnoZzstvim
metanu se abundancehto dvou skupin dale snizuje. CozuZe byt zgisobeno tim, Zze v
hornich vrstvach se koncentrace metanu dildepmsti bakterii a jejich sp@ahe metanu
neustale snzuje.

Z celkové abundance bakteii je nd$f zastoupeni bakterii ve vr&t80-40 cm, coz
dokazuje, zecinnost metanotrofnich bakterii ¥icnich sedimentech nemusi byt nutn
omezena pouze na povrch sedinigako tomu je u jezernich systém

Pester (2004), Buriankova et al. (2012) tvrdi, ceékow se nejétSi mnozstvi
metanotrofnich bakterii vyskytuje v hornich vrstvasedimentu. CoZz dokazuje i to,
Ze metanotrofni bakterie typu I i 1l byly nejmirgjSi ve vrst¢ 0-10 cm a postugn

do hloubky se jejich pity sniZzovaly.
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U rodu Methylocystisse také celkovy pet burgk v jednotlivych hloubkéach
smérem doti snizoval. Vyjimku tvdil rod Methylobactey jehoZ péty se sice sniZzovaly,
ale celkovy poet burgk v 30-40 cm extréminvzrostl, coZz mohlo byt Zsobeno relativé
nizkym mnozstvim kysliku a pafim¢ vysokym mnozstvim metanu.

Nejvice metanotrofnich bakterii se tedy nachazswehni vrsté, neba’ oxidace
metanu vyZaduje jakiftomnost metanu, takifpomnost kysliku, kterého je v horni vrstvy
nejvice. Steja tak Pester (2004) uvadi, Ze ngfi rozmanitost metanotrofnich bakterii
typu | a Il je v nejsvrch¥sSi okyslicené vrst¢ sedimentu. Pester (2004) prokazal,
Ze struktura najé gradientem je viceménnen€nna. Rahalkar (2009) zase prokazal,
Ze v hlubinach jezerniho sedimentu je &yftikrat vice metanotrofnich bakterii typu |
nez Il. Bushmann (2004) zase tvrdi, Ze vipdhich vodach jezera se vyskytuji oba typy
metanotrofnich bakterii a celkébwejvic dominuje typ I.

Lin (2005) tvrdi, Ze absolutni mnoZstvi metanatfofi bakterii se netni a je
vicemér stabilni u obou druh Méni se pouze jejich oxidai aktivity. VétSinou dominuji

metanotrofni bakterie typu I, coz se aléninv hlubinach, kde dominuje typ IlI.
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10. ZAVER

V ramci této diplomové prace jsem se zabyvala dhnoemi metanotrofnich
bakterii na iznych velikostnich frakcich sedimentu a ve vertikal profilu sedimentu
na lokali¢ ¢. 4 a toku Sitka. Abundance jsem #§igala pomoci fluorescéni in situ
hybridizace (FISH) a vyhodnocovala v programu Nenkensts.

Na velikostnich frakcich sedimentu jsemcawala abundanci jednotlivych
metanotrofnich bakterii a s&asré i jejich procentualni zastoupeni. Procentrudlni
zastoupeni se &wvalo jak pro jednotlivé velkostni frakce sedimertak i pro jednotlivé
lokality.

Z vysledki vyplyva, Ze metanotrofni bakterie preferuji viceen®i velikosti
sedimentu. NegtSi paity bakterii se vyskytovaly na frakcich sedimentwedikosti 0-1
mm. Jejch péty zaréné prevysSovaly poty na jinych velikostech sedimentu.

Stejre  tak i procentudlni zastoupeni jednotlivych ¢awanych skupin
na velikostnich frakcich prokazalo, Z&ammaproteobacteria, Alfaproteobacteria
metanotrofni bakterie typu | i Il preferuji velkosedmentu 0-1 mm. Pouze zastupce
jednotlivych rodi mély vysSi procentudlni zastoupeni n&Sich frakcich.Methylobacter
preferoval frakce sedimentu o velikosti 3-6 midethylocystisl-3 mm.

Ve vertialnim profilu lokality¢. 4 byly odebrany vzorky z Saznych hloubek
pomoci freeze-core metody a pracovalo se pouzéestmi sedimentu 0-1 mm.

Z vysledki vyplyva, Ze nej¥tSi procentudlni zastoupeni bylo v prvnich dvou
vrstvach sedimentusammtroteobacteriametanotrofni bakterie typu | klethylobacter
mely nejvétSi  procentualni zastoupeni v hloubce 10-20 cmifaproteobacteria
metnotrofni bakterie typu Il aVethylocystis mély nejwétsSi procentuélni zasotupeni
v hloubce 0-10 cm. Z celkovych §é bakterii byly nej¢tSi paty bakterii v hloubce
30-40 cm.

V ramci €chto vylsedk se ukazalo, Ze wece na jednotlivych lokalitach,
velikostnich frakcich sedimentu i ve vertikalninojilu sedimentu lokality¢. 4, bylo
procentuald zastoupeno vice metanotrofnich bakterii typu Ili pres to, Ze literatura
uvadi, ze preferuji qmni prostedi.Jejich p&ty byly daleko vySSi nez u metanotrofnich
bakterii typu I, které by ve vodnim predi neély dominovat.

Poznatky této diplomové prace neni mozno porosnatsledky jinychiek, nebd

vyzkumy na metnanotrofni bakterie fekadch nebyly provasy. Proto jsem &sSnu
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poznatkKi a vysledk porovnavala pouze s vyzkumy na metanotrofnich dsa&h
ve sladkych stojatych vodach. &hto divodi by bylo dobré uskutait dalSi opakovani

testi a ugresnit tak ziskané poznatky.
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