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Anotace

Cilem bakalaiské prace je provést literarni reSerSi na téma souvislost mezi pikoplanktonnimi
sinicemi (popf. sinicemi) a produkci metanu v oxické vodé. Déle pak na vybranych kmenech
pikoplanktonnich sinic z riznych oblasti a z ¢eskych hypertrofnich rybnikl otestovat jejich
schopnost metan tvofit, a zjistit, za jakych podminek k ptipadné tvorbé dochazi. K pokusiim
jsou pouzity kmeny pikoplanktonnich sinic ze sbirky mikroorganism HBU AVCR.
Vyzkum ptichdzi s vysledky, které potvrzuji nizky vzrist produkce metanu, nicméné, kromé

jedné kultury, nepotvrzuji pfimou metanogenezi pikoplanktonnimi sinicemi.

The aim of the bachelor thesis is to conduct a literature review on the topic of the connection
between picoplanktonic cyanobacteria (or cyanobacteria) and methane production in oxic
water. Furthermore, on selected strains of picoplanktonic cyanobacteria from various areas
and from Czech hypertrophic ponds to test whether they are able to produce methane and to
indicate the conditions under which this gas can be produced. Strains of picoplanktonic
cyanobacteria from the collection of microorganisms IH Biology Centre CAS are used for
the experiments. The research results prove a low increase in methane production, however,
except one of the strains, do not prove direct methanogenesis by picoplanktonic

cyanobacteria.
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Uvod

Metan je sklenikovy plyn, jehoz studium nabyva v posledni dobé na vyznamu a
mnoho védeckych pracovist’ se zabyva jeho ptirozenou produkei v pfirode. Dle nejnovéjsich
poznatkli patfi mezi vyznamné producenty metanu ve vodnim prostiedi nejen bakterie a
Archea, ale také sinice. Hlavnim diivodem pro psani bakalafské prace na toto téma jsou
pfedbézné vysledky z projektu zaméfeného na studium mikrobialni diverzity a funkce
jihoCeskych rybniki (Mgr. Anna Matousu, Ph.D., nepublikovana data), které poukazuji na
vyznamné korelace mezi metanem a pikoplanktonnimi sinicemi (drobnymi sinicemi o

velikosti do 2 um).

Cilem této price je obsdhnout informace o produkci metanu pikoplanktonnimi
sinicemi (popf. sinicemi) z publikovanych védeckych c¢lankti a néasledné provést vlastni
vyzkum na to, zda-li vybrané kmeny pikoplanktonnich sinic produkuji metan a za jakych

podminek se tak déje.

Pro kvalitni realizaci mého pokusu bylo dulezité nejdiive zpracovat kapitolu
teoretické Casti, kde se zabyvam zdkladni charakteristikou sinic a pikoplanktonnich sinic.
Popisuji zde jejich morfologii, vyskyt a ekologicky vyznam. Nésleduje kapitola zabyvajici se
puvodem metanu ve vodnim prostfedi. Tato kapitola obsahuje struéné predstaveni
samotného plynu, dédle zptisoby jeho vzniku v anoxickém a oxickém prostiedi. Zaméiuji se
zde na védecké clanky popisujici prokaryotické a eukaryotické organismy, které za urcitych

podminek v rdmci riznych metabolickych procesi tvoii metan jako vedlejsi produkt reakce.

V ndvaznosti na teoretickou ¢ast mé bakalatské prace jsou popsany pokusy s cilem
prokdzat produkci metanu pikoplanktonnimi sinicemi za urcitych podminek. V praktické
¢asti se vénuji popisu piipravy kultur, odbéru plynné frakce a vyhodnoceni jeho koncentrace.
Posledni kapitolou praktické ¢asti je diskuze, ve které porovnavam zjisténé hodnoty metanu

ve vlastnich pokusech s jiz publikovanymi vysledky.



Literarni reSerse

1. Sinice
1.1. Morfologie a funkce bunék

Sinice jsou autotrofni prokaryotické organismy, schopné fotosyntézy rostlinného typu
za vzniku kysliku. Stélky maji jednobunécnou nebo vlaknitou podobu, mohou zit jednotlivé
nebo utvaret kolonie. Od eukaryotickych bunck se odliSuji absenci bunécného jadra, dale

neobsahuji bunééné organely, jako jsou chloroplasty, mitochondrie a diktyozomy.

Protoplast rozliSujeme na dvé casti, jednd se o povrchovou chromatoplazmu a
sttedovou oblast — centroplazmu. V chromatoplazmé se nachézi thylakoidy (fotosyntetické
membrany). V thylakoidech jsou uloZeny proteinové komplexy fotosystému I a II, kde se ze
svételné energie vytvari energie chemicka. Kromé fykobiliproteinti, nachdzejicich se ve
fykobilizomech, jsou asimila¢ni barviva (chlorofyl a, b, c, d) obsazeny ve fotosyntetickych
membrandch, které jsou ulozeny v cytoplazmé (Kalina a Vana 2005). Pro sinice je
charakteristickd chromatickd adaptace, tzn. zména zastoupeni fykobiliproteinii (fykocyanin a
fykoerytrin) ve fykobilizomu za G€elem posunuti spektra vyuzitelného svétla (Tandeau de
Marsac 1977; Bennett a Bogobad 1973). Pfi tomto procesu dochazi ke zméné barvy. Skala

barev se pohybuje od ocelové Sedé pies zelenou az po Cervenou.

Hlavni zasobni latkou sinic je sinicovy Skrob. Sinice se d€li nepohlavnim zpiisobem
pomoci plazmidovych molekul, kdy u sinic dochdzi k rekombinaci a transformaci DNA

(Kalina a Vana 2005).

1.2. Ekologie a vyznam sinic

Jsou nejstarSim fotoautotrofnim organismem na Zemi, o ¢emz svéd¢i napiiklad
primitivni stavba buniky. Prvni dikazy o jejich existenci pochdzeji z doby pifed 3,2
miliardami let. V minulosti se sinice zna¢n¢ podilely na zvySovani koncentrace kysliku

v atmosfére. Kromé toho jsou ptiivodcem vzniku chloroplastl u eukaryotnich organismd.

Sinice jsou kosmopolitnimi organismy, respektive jsou rozSifeny prakticky po
celém zemském povrchu. Vyskytuji se ve vodnim prostiedi, v pidé i v oblastech
s extrémnimi podminkami. Jsou schopny pfezit v oblasti s vulkanickou aktivitou, kde Ize

zaznamenat velice vysoké teploty a hodnoty pH. V opacném ptipad¢ se Casto vyskytuji
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v polarnich oblastech, kde jsou dominantnimi fotoautotrofnimi organismy (Kalina a Vana
2005). Sinice se také vyznamné podileji na tvorbé toxického vodniho kvétu (Adamek et al.
2010). Velky vyznam maji i v potravinarském primyslu, kde se biotechnologicky

zpracovavaji pro svij vysoky obsah bilkovin, vitaminti a minerali (Kalina a Vana 2005).

1.3. Pikoplanktonni sinice

Sinice, které velikostn¢ odpovidaji rozmezi 0.2-2.0 um, nazyvame pikoplanktonni
sinice (Jasser a Callieri 2017). Pfestoze rozmezi velikosti je specifikovano, miize dojit
k prekro¢eni horni hranice. Pikoplanktonni sinice se vyskytuji témét vSude, ve
sladkovodnich i motskych prostfedich, termalnich pramenech i v polarnich oblastech. V
mofich a ocednech hraji velice dulezitou roli v potravnich fetézcich a v produkci kysliku
(Stockner 1988). Pikoplanktonni sinice rodu Synechococcus a Prochlorococcus tvofi nejvice

studovanou skupinu moiskych modelovych organismii.

Pikoplanktonni sinice pfispivaji velkou mérou také k biomase a primarni produkci
jak v moftskych, tak ve sladkovodnich ekosystémech. Maji mnoho znakd, které jim umoziuji
ptezit v oligotrofnich podminkdch a podminkéch s nizkym svétlem. Mald velikost a velky
pomér plochy k objemu jim zajistuji vyhodu v ziskdvani Zivin oproti vétSim organismim
(Agawin et al. 2000). Mimo jiné malad velikost m4 také minimalni vydaje na chod buiky

(Callieri a Stockner 2002).

Pikoplanktonni sinice tvofi spolu s bakteriemi zdkladnu vodniho mikrobidlniho
potravniho fetézce a jsou hlavnim energetickym zdrojem v mikrobidlni smycce (Callieri a

Stockner 2002).

1.3.1. Taxonomie a morfologie pikoplanktonnich sinic

Na zaklad¢ molekuldrnich metod, naptiklad analyzy 16S ribozomdlni DNA, jsou
pikoplanktonni sinice ve formé jednotlivych bunék rozdéleny do 6 rodil. Jednd se o rody
Prochlorococcus, Synechococcus, Cyanobium, Synechocystis, Cyanothece, Cyanobacterium
a Vulcanococcus (Di Cesare et al. 2018; Jasser a Callieri 2017). Rod Prochlorococcus je
striktné motsky. Synechococcus se mize vyskytovat jak ve slané, tak ve sladké vodé, zbytek

rodi je sladkovodnich.



Nékteré rody pikoplanktonnich sinic zlstdvaji po rozdéleni v blizkosti matefské
buiky diky schopnosti vytvaret sliz. Takové druhy utvafeji mikrokolonie a kolonie
(Komaérkova 2002; Callieri et al. 2012). Mezi nejbézné&jsi mikrokolonidlni a kolonidlni rody
se tadi Aphanocapsa, Aphanothece, Chroococcus, Coelosphaerium, Cyanobium,
Cyanodictyon, Merismopedia, Romeria, Snowella a Tetracercus (Jasser a Callieri 2017).
Kolonie tvoftici pikoplanktonni sinice jsou sice soucasti vodniho kvétu, ale na rozdil od rodt

nekolonidlnich toxiny neprodukuji (Komérkova 2002; Komarkova a Simek 2003).

Pikoplanktonni sinice maji specifickou strukturu bunécné stény. Prokaryotické buiky
se deli podle vlastnosti bunécné stény na gram-negativni a gram-pozitivni na zaklad¢
rozdilného obarveni peptidoglykanové vrstvy krystalovou violeti (Gramovo barveni;
Beveridge 1990). Zajimavosti pikoplanktonnich sinic je jejich kombinace obou vlastnosti.
Jak pfitomnost vnéj$i membrany slozené z lipopolysacharidii (LPS), lipidii, proteinli a
karotenoidu, ktera je znakem gram-negativnim, tak silnd a vysoce peptidoglykanova sit’ s
navdzanym polysacharidem, kterd je znakem gram-pozitivnim (Hoiczyk a Hansel 2000).
Mezi dal$i anatomické znaky pikoplanktonnich sinic patii parakrystalickd povrchova vrstva
tvofena glykoproteinem, kterd zajiStuje ochrannou a pohybovou funkci buiiky (Jasser a

Callieri 2017).

Na zdkladé¢ mnoZstvi fykocyaninu (PC) a fykoerytrinu (PE) obsazené¢ho v buiikach
pikoplanktonnich sinic rozliSujeme dva typy. K ureni mnozstvi fykobilini je vyuzivana
jejich autofluorescence, kterd je pozorovatelnd napiiklad pti fluorescen¢ni mikroskopii nebo
prutokové cytometrii. Prvnim typem jsou buiiky ¢ervené fluorescentni, které jsou bohaté na
fykocyanin (PC-rich). Bunky, ve kterych ptfevlada fykoerytrin (PE-rich) fluoreskuji Zluté.
Pikoplanktonni sinice s fykocyaninem obyvaji vice m¢lka jezera s vyssi eutrofizaci, jelikoz
dokéazi pohltit oranZovo-Cervené svétlo pfi ~625nm. Na rozdil od bunék obsahujici
fykoerytrin, které se vyskytuji spiSe v hlubSich a CistSich jezerech, a to diky své schopnosti

pohlcovat zelené svétlo pi1 ~560 nm (Callieri et al. 2012).

1.3.2. Ekologie a vyznam pikoplanktonnich sinic

V piirodé se vyskytuji ve formé jednotlivych bunék, mikrokolonii, ptipadné kolonii.
Pikoplanktonni sinice predstavuji vSudy pfitomné primarni producenty v sladkovodnim a
motském prostfedi. V mirném podnebném pdsu se obvykle vyskytuji v oligotrofnich,

mezotrofnich i eutrofnich ptehradnich nadrzich, jezerech ale také hypertrofnich rybnicich.
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Rozvoj pikoplanktonnich sinic zélezi pfedevs§im na abiotickych faktorech vodnich ploch. U
nds pozorujeme sezénni vyvoj obvykle s vrcholy béhem pozdniho jara a léta. Vrchol jarniho
rozvoje lze obvykle pozorovat v mélkych, eutrofnich, hypertrofnich nebo dystrofnich

jezerech (Callieri et al. 2012).

Pikoplanktonni sinice maji vyznamny dopad na ostatni organismy zvySovanim tvorby
uhliku v mikrobialni smycce, respektive v kolob¢hu latek (Callieri et al. 2002). Sinice
vyuzivaji organické latky a ty déle slouzi k potravé protozooplanktonu a metazooplanktonu.
Mezi nejvétsi konzumenty patii heterotrofni bicikovei, mixotrofni bic¢ikovci a ndlevnici
(Jurgens a Matz 2002; Salcher et al. 2005; Pernthaler et al. 1996). PoZiranim zooplanktonu
rybami se uhlik a ostatni latky dostavaji az k vrcholu potravniho fetézce ve vod¢é (Sommer et
al. 2012). Nasledné se minerdln{ latky diky rozkladu mrtvé organické hmoty navraceji zp¢ct

k pikoplanktonnim sinicim (Callieri et al. 2002).

2. Metan

Metan (CH4) je nejjednodussi uhlovodik, za bé&znych podminek bezbarvy, bez
zépachu a netoxicky plyn. Vyskytuje se v atmosfére (atmosféricky plyn) a pod povrchem
zemé (zemni plyn). Co se tyce mnozstvi, nejvétsim zadsobnikem metanu je motské dno, kde

se plyn nachazi ve form¢ pevného metan-hydrétu (4 CH, . 23 H,O; Sanchez et al. 2018)

Metan v atmosféfe je po oxidu uhli¢itém (CO;) druhym nejvyznamnéjSim
sklenikovym plynem. Bylo zjiSténo, Ze jeho Ucinek globalniho oteplovéni je az 34krit vyssi
nez ucinek oxidu uhli¢itého. Metan totiz diky struktuie své molekuly pohlcuje infracervené
zateni mnohem efektivnéji (Bridgham et al. 2013; Hu et al. 2016; Yan et al. 2009).
V atmosféie teplo dokaze zadrzet az 100 let (IPCC 2014). Emise metanu pfedstavuji zhruba
20 % z celkového mnozstvi polutantt, které pfispivaji k tzv. sklenikovému jevu (Kirschke et

al. 2013).

Pivodce atmosférického metanu délime na ty, které jsou zptisobené¢ lidskou ¢innosti
(antropogenni) a ty pfirozené. Na celkovych emisich metanu se pfirodni zdroje ucastni
pfiblizné ze 30 % a antropogenni ze 70 %. Nariist mnoZstvi antropogenniho metanu
v atmosféte zapfi€inil rozmach zemédé€lstvi, zejména chov dobytka (Bridgham et al. 2013),
pestovani ryZze (Alpana et al. 2017), tézba fosilnich paliv a hospodateni s odpadem (Denman

et al. 2007). Nejpodstatnéjsi ptirodni zdroje jsou zamokiené piidy (Bridgham et al. 2013),
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ocedny a termiti Zijici v symbidze s mikroorganismy, které pomadhaji Stépit lignocelulézu

(Brune 2014).

2.1. Vznik metanu v anoxickém prostredi

Témét 70 % emisi metanu pochdzi z biologické produkce metanogennich Archea
(fylogeneticky odliSné od eukaryot i bakterii; Rulik et al. 2013). Z hlediska taxonomie je
doména Archea rozdélena do 8 kment — Euryarchaeota, Crenarchaeota, Thaumarchaeota,
Korarchaeota, Nanoarchaeota, Aigarchchaeota, Parvarchaeota a Bathychaeota (Brochier-
Armanet et al. 2008; Huber et al. 2002). Pficemz pivodcem metanu jsou Archea kmenu
Euryarchaeota (Woese et al. 1990). Metan je produkovén zejména v zamokienych piidach,
ryzovistich, raSeliniStich a v sedimentech vodnich ekosystémi. Zde dochdzi k procesu
Stépeni komplexnich rostlinnych polymert (celulézy, jinych polysacharidi a proteinll) na
monomery (cukry, aminokyseliny) hydrolytickymi mikroorganismy. Vzniklé monomery
jsou déle stépeny fermentujicimi mikroorganismy na vodik (H;) a acetat (CH;COOH; Rulik
et al. 2013).

Produkce metanu, tzv. metanogeneze, probihd za ptisn€¢ anoxickych podminek, tedy
bez piitomnosti kysliku nebo jinych alternativnich elektronovych akceptorti. Miize se jednat
o dusi¢nany, trojmocné Zelezo a sulfaty (Conrad 2007). Dojde-li naptiklad vlivem respirace
k vy€erpani téchto oxidantl, konecné produkty fermentace jsou metanogeny preménény

v procesu metanogeneze na metan a dalsi vedlejsi produkty.
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Komplexni polymery

(polysacharidy a proteiny)

Celulolytické a
Hydrolyza dalst

Fydrolytické

balkterie

Monomery
(jednoduché cukry a aminokyseliny)

Fermentace | Fermentujici
bakterie
H:+COa Acetat ‘ |P'rupiunét, butyrét‘
H: produkufici a
Acatogenni mastné kyseliny
Acetogeneze 5@5“9;-9 Fermentace oxidujict bakterie
fsyntrofové)

Acetat

H:+CO2| |Acetat
| |

Metanogeneze | Metanogenni archasa

v
CHy

Obrazek 1: Schéma shrnujici anaerobni dekompozici a metanogenezi (zdroj: Madigan et al.

2012).

Existuji tfi zdkladni skupiny substratli, na jejichz zéklad¢ rozliSujeme odlisné druhy
metanogent. Autotrofni a hydrogentrofni metanogeni vyuzivaji k tvorbé metanu oxid
uhli¢ity (CO,), kyselinu mravenc¢i (HCOOH) a oxid uhelnaty (CO). Typickym donorem
elektront pro redukci oxidu uhli¢itého (COy) je vodik (Hz). AZ na nékolik mélo vyjimek jsou

metanogeni schopni vodik vyuZivat.
CO,+ 4 H, -> CHy+ 2 H,O

4 HCOOOH -> CH4+ 3 CO, + 2 H,O
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Dalsi fadou metanogenti jsou ti, ktefi generuji metan redukci metylové skupiny (CHs)

v metanolu (CH30H) a metylaminech (CH;NH;3").
CH;0H -> CH4+ CO; + 2 H,O

Poslednim typem je acetoklastickd (acetotrofni) metanogeneze, ve které je substrdtem acetat

(CH;COOH).
CH;COOH -> CH4 + CO,

Produkce metanu v motskych sedimentech je ve srovndni se sladkovodnimi niz$i —jednim

vvvvvv

[ 24

metanogenezi (Rulik et al. 2013).

Pfirozenym filtrem metanu je jeho odbourdvani prostiednictvim specializovanych
mikroorganisml tzv. metan-oxidujicich bakterii (MOB). Metan pro né ptedstavuje jediny
zdroj uhliku a energie. Uhlik pochdzejici z metanu tyto bakterie ¢aste¢né¢ zabuduji do své
biomasy a ¢astecné prodychaji (za vzniku oxidu uhli¢itého a vody) (Utsumi et al. 1998;

Bastviken et al. 2008).
CH4 + 20, -> (biomasa) + CO, + 2H,0

Tyto mikroorganismy jsou sice schopné zmetabolizovat vétSinu vyprodukovaného metanu,

nicméné globdlni produkce metanu pievysuje jeho spottebu (Rulik et al. 2013).

Mikroorganismy nezmetabolizovany metan z oblasti hlubinnych a pobfeznich
stojatych vod, ocednil, mofi, jezer a rybnikli se k povrchu dostdvd skrz vertikalni a laterdln{
sloupce (Michmerhuizen et al. 1996; Rudd a Hamilton 1978; Murase et al. 2003; Bastviken
et al. 2004). Existuje nckolik moznosti transportu metanu, napiiklad prostfednictvim
jednoduchého difuzniho proudéni nebo proudéni vytvotené rostlinami. Pfi velmi vysoké
koncentraci metanu se ze sedimentu uvoliiuje v podobé bublin (napf. Goodrich et al. 2011;
Bussmann 2005; Bastviken et al. 2004; Whiting a Chanton 1996). To plati pro vodni
ekosystémy, kde je povrchovd vrstva vrelativné tésném kontaktu se sedimenty
(Michmerhuizen et al. 1996; Murase et al. 2003; Bastviken et al. 2004). Nicméné¢ i pies tento
fakt se setkdvdme s hromadénim velkého mnozstvi metanu v povrchovych vrstvdch mnoha
jezer (Utsumi et al. 1998; Murase et al. 2003; Grossart et al. 2011; Tang et al. 2014; Yao et
al. 2016; Wang et al. 2017) a oceanu (Karl et al. 2008; Damm et al. 2010; Bogard et al.

2014). Koncentrace metanu ve stfedni vrstvé, tzv. metalimniu, je fadové vysSi nez
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koncentrace ve spodni vrstve€, tzv. hypolimnium, a horni vrstvé, tzv. epilimniu (Bogard et al.
2014; Blees et al. 2015; Luyssaert et al. 2012; Schulz et al. 2001). Tento jev se nazyva
metanovym paradoxem (Repeta et al. 2016; Reeburgh 2007). Z toho vyplyvd, ze kromé
anoxické metanogeneze je zde pfitomna tvorba metanu i v prostiedi s vyskytem kysliku a

oxidantil (Peeters et al. 2019; DelSontro et al. 2018; Bogard et al. 2014; Schulz et al. 2001).

2.2.  Vznik metanu v oxickém prostredi

Krom¢ jiz relativné dobfe probddané metanogeneze za piisn€ anoxickych podminek,
pfibyvaji v poslednich letech studie o tvorbé metanu za oxickych podminek, tedy za
pritomnosti kysliku nebo jinych alternativnich akceptorti elektronu v mistech produkce. Je
znamo, ze eukaryotni organismy, jako jsou naptiklad fasy (Klintzsch et al. 2019; Lenhart et
al. 2016), rostliny (Keppler et al. 2006), houby (Lenhart et al. 2012), liSejniky (Lenhart et al.
2015), zvirata (Tuboly et al. 2013) a v posledni fad¢ také ¢loveék (Keppler et al. 2016) jsou

rovnéz ptivodci metanu.

2.2.1. Metan a eukaryotni organismy

Vodni kvét zplisobeny skupinou tas Coccolitophorida uvoliuje do atmosféry velké
mnozstvi dimethylsulfidu (Holligan et al. 1993). Mezi nejznaméjsi zdstupce této skupiny
patii pravé jednobunécna fasa Emiliania huxleyi, u které Lenhart et al. (2016) popisuji
procesy fixace uhliku, béhem kterych dochdzi k tvorbé metanu. V téchto procesech vyuzivaji
hydrogenuhli¢itany a methylové skupiny vdzané na sirné slouceniny. Hydrogenuhli¢itan je
absorbovdn a dale vyuzivan ktvorbé organickych sloucenin béhem riznych fazi
metabolismu, kde je vyuZzit jako nespecificky zdroj uhliku (Kanehisa et al. 2014). Kromé
hydrogenuhli¢itani fasy vyuzivaji slouc¢eniny siry a methylovych skupin, jako jsou napiiklad
thioestery, sulfoxidy a sulfoniové soli. Po absorbovani jsou slouceniny zapojeny do fady
metabolickych cest a trans-methylaénich reakci (Bruhn et al. 2012; Stefels 2000). Rasy
pouzivaji ¢ast sloucenin pro syntézu proteinid. V E. huxleyi se podileji na syntéze
dimethylsulfoniopropiondtu (DMSP), hlavniho prekurzoru dimethylsulfidu (Lenhart et al.
2016). Mira uvoliovani plynu fasou E. huxleyi se rapidné zvySuje pii teploté v rozmezi od
10 °C do 21,5 °C, naopak pii dalSim zvySovani teploty (az 23,8 °C) dochdzi ke sniZeni
produkce. Vyjma teploty md vliv na tvorbu metanu také intenzita svétla, a pravé proto

béhem letniho obdobi v subpoldrnich a mirnych oblastech dochézi k rozvoji vodniho kvétu
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této fasy (Klintzsch et al. 2020). Kromé vySe zminéné skupiny fas se v motich vyskytuji
dal$i planktonni spolecenstva jednobunéénych fotosyntetizujicich mikroorganismt, které
svou c¢innosti produkuji slouc¢eniny metanu. V takovych spoleCenstvech se nachazeji
dominantni druhy fas, kterymi jsou naptiklad Phaeocystis globosa a Chrysochromulina sp.
Ty, stejn¢ jako Emiliania huxleyi tvotfi metan pii ziskdvani uhliku z hydrogenuhlicitani

(Klintzsch et al. 2019).

2.2.2. Metan a prokaryotni organismy

Zvysené koncentrace metanu bylo mozné detekovat také v okysli¢enych vrstvach vod
jezer 1 moti, za coz jsou pravdépodobné¢ zodpovédné fotosyntetizujici gramnegativni
bakterie. Studie Bizi¢ et al. (2020) a Khatun et al. (2019) potvrzuji, Ze néktefi zastupci sinic

jsou schopni v téchto podminkdch metan produkovat.

Fotoautotrofni bakterie potfebuji k rastu fosfaty, které se v prostfedi Casto vyskytuji
v nizkych koncentracich. Jelikoz pravé fosfat je jednim z hlavnich ristovych faktord, maji
vyvinuté specidlni strategie k doplnéni i pii jeho nedostatku (Ploug et al. 2011;
Sundareshwar et al. 2003). Schopnost rychle a efektivné vstiebavat fostat za neptiznivych
podminek umoziluje vysoce afinni transportni komplex PstABCS, ktery patii do pho
regulonu (Santos-Beneit 2015). Geny degradujici fosfondty (phn) na fosfaty, které jsou téz
soucasti regulonu pho, se sklddaji z transportniho komplexu a podjednotek C-P lyazy, které
Stépi vazbu ve fosfonatech. Vlastni je sinice rodu Synechococcus, Trichodesmium, Anabaena
cylindrica a Nodularia spumigena (Adams et al. 2008; Dyhrman et al. 2006; Forlani et al.
2008; Teikari et al. 2018). Pti tomto procesu je metan do prostfedi uvolnovan jako vedlejsi
produkt demethylace fosfonovych kyselin, napf. kyselina methylfosfonova. Setkavame se 1
s dal$imi methylovymi slou¢eninami, které jsou prekurzory k produkci metanu. Jsou to
napiiklad dimethylsulfoniopropionit, trimethylamin a methionin (Damm et al. 2010; Lenhart

et al. 2016; Tang et al. 2016).

Dal$im vysvétlenim pfitomnosti metanu v oxickém prostiedi je spojeni vldknitych
sinic s metanogennimi Archea, které jsou v tomto symbiotickém vztahu schopny vyuZivat
uvolnovany vodik. Sinice jej uvoliuji pii fixaci atmosférického molekuldrniho dusiku (Berg
et al. 2014). V neposledni fad¢ Zheng et al. (2018) studovali novou enzymatickou drahu, tzv.
nitrogendzu, vyuzivajici pro pfenos elektroni pouze Zelezo. Ve své studii popisuji tento
proces na bakterii Rhodopseudomonas palustris, kde je plynny dusik pfeménovan na
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amoniak, ktery je dédle fixovdn do organické hmoty a soucasné je katalyzovdna premécna

oxidu uhli¢itého na metan.

Vyvstava otdzka, co muze byt zdrojem metanu v hypertrofnich rybnicich, kde se
nesetkdvame s nedostatkem biogennich prvkl. Metan by mohl vznikat diky metanogennim
Archea, které se nachdzi jak v sedimentech, tak pravdépodobné i na ¢ésticich vyskytujicich
se ve vodnim sloupci. Kromé Archea vsak miizou byt zodpovédné za produkci metanu také
pikoplanktonni sinice. Hlavnim divodem tohoto tvrzeni jsou pfedbézné vysledky z projektu
zaméten¢ho na studium mikrobidlni diverzity a funkce jiho€eskych rybnikti (Mgr. Anna
Matoust, Ph.D., nepublikovana data), které poukazuji na vyznamné korelace mezi metanem
a pikoplanktonnimi sinicemi. V pfipad¢ tvorby metanu pikoplanktonnimi sinicemi v
hypertrofnich  rybnicich jsou demethylace fosfonovych kyselin a nitrogendza
nepravdépodobné, protoze k nim dochézi pouze béhem nedostatku fosforu a dusiku. Navic
schopnost $tépit vazbu ve fosfondtech a fixovat dusik maji pouze nékteré druhy. Studie Bizi¢
et al. (2020) poukazuje na moznou alternativni biochemickou cestu, kterd by mohla osvétlit
produkci metanu mimo jiné i v rybnicich. Jednd se o mechanismus, pfi kterém sinice
pfeménuji oxid uhli¢ity na metan. Vzhledem k néartstu produkce metanu s néstupem svétla
se domnivaji, ze princip tohoto procesu uzce souvisi s fotosyntézou — napftiklad s elektron-

transportnim fetézcem.

Materialy a metody
3. Produkce metanu pikoplanktonnimi sinicemi

Celkem jsme provedli dva pokusy. V prvnim bylo testovano deset kmeni
pikoplanktonnich sinic izolovanych zriznych oblasti a péstovanych v jednom typu
kultiva¢niho média a ve dvou riznych svételnych rezimech. Ve druhém pokusu jsme vybrali
12 pikoplanktonnich kment pouze z ¢eskych hypertrofnich rybnikii, které byly kultivovany
ve dvou typech kultivacniho média. Cilem bylo ziskat prvotni informace o mozné produkci
metanu pikoplanktonnimi sinicemi z naSich sinicovych kultur. Dosud jsme tento parametr u

nasich kultur neméfili a nestudovali.
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3.1.  Prvni pokus — priprava kultur

Ze sbirky fotoautotrofnich organismti (Jezberova, BC AVCR — HBU) bylo pro
vyzkum vybrdno deset kultur pikoplantkonnich sinic z rGznych oblasti (Tab. I). Bylo
piipraveno tiicet erlenmeyerovych ban¢k o objemu 100 ml, do kterych bylo pomoci
odmérného valce ptidano 50 ml pfedem piipravené¢ho zivného roztoku. Jako zivny roztok
bylo pouzito WC kultivacni médium (Guillard a Lorenzen 1972), které je obohacené o
vitaminy, nezbytné pro rust pikoplanktonnich sinic. Chemické slozeni WC kultivacniho
média je popsdno v Tab. IL. Za ptisn¢ aseptickych podminek bylo ve flow boxu postupné
naockovano vsech 30 erlenmeyerovych ban¢k. Z kazdé kultury bylo pomoci nakalibrované
mikropipety odebrano 0,5 ml narosté kultury a nasledné ptidano do tfech erlenmeyerovych
banék s WC médiem. Vznikly tak triplikaty vSech kultur pikoplanktonnich sinic o stejné
koncentraci a objemu. Triplikdty kultur byly zavieny uzdvérem z buniCité vaty, kterad
umoziuje vyménu plynti mezi kulturou a okolim. Triplikdty byly umistény do kultivacni
mistnosti, kde je konstantni teplota 19 °C a pravidelny svételny rezim 16h svétlo / 8h tma.

Intenzita svétla dosahovala v priméru 22,23 pmol fotont/m?/s.

Po uplynuti necelého mésice, kdy takto pfipravené kultury rostly v kultivacni
mistnosti, byly za ptisné aseptickych podminek ve flow boxu ptepipetovany do sklenénych
lahviéek o objemu 100ml uzaviené butylovymi septy a hlinikovymi krimpovacimi zatkami,
aby nedochdzelo k vyméné plynit s okolim. Pfed samotnym pipetovanim byly banky
dikladné promichany, aby doSlo k rovhomérnému rozprostieni bunck. K odebrani 50 ml
roztoku z erlenmeyerovych ban¢k byla pouzita automatickd pipeta. Pfipravilo se deset
triplikati ur€enych k rGstu a produkci metanu béhem svételné faze a deset triplikata
ur¢enych k tvorbé metanu béhem temnostni fize. Kromé téchto vzorkli byl pfipraven
triplikdt obsahujici pouze vzduch. Kultury testované na produkci metanu ve svételné fazi
byly ponechdny v kultivacni mistnosti pfi svételném reZimu 16h svétlo / 8h tma. Triplikéty
pro temnostni fazi byly ulozeny tamtéz, ale v uzaviratelnych boxech bez pfistupu svétla.
Takto pfipravené vzorky byly po dobu tfi dni uchovany opét v kultivani mistnosti za

stejnych podminek jako vzorky ptedeslé. Méteni bylo provedeno 3. den.

3.1.1. Odbér plynné frakce a detekce metanu

Me¢éfteni probéhlo po tfech dnech rlstu v kultivaéni mistnosti. Z kultivacni mistnosti
byly pfemistény v uzaviratelnych boxech, aby nedochdzelo k pfiliSnému vykyvu teploty a
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zabranéni piistupu svétla ke vzorkiim ur¢enym k tvorbé metanu béhem temnostni faze. Aby
se zjistilo mnozstvi vyprodukovaného metanu, bylo nutné propichnout butylové septum
injekéni jehlou s plastovou stfikackou a odebrat vzorek plynu, tzv. headspace o objemu 700
pl. Objem odebraného vzorky plynu byl zarovnan na 500 pl a zméfen na plynového
chromatografu HP 5890 Series II. Pfistrojem vygenerované plochy pikii reprezentujici metan
obsazeny ve vzorcich byly pouzity k vypoctu hodnot koncentrace v ppm, pomoci hodnot

zmetenych kalibracnich plynii o zndmé koncentraci.

3.2. Druhy pokus — p¥Fiprava Kkultur

Ze sbirky fotoautotrofnich organisméi (Jezberovd, BC AVCR — HBU) bylo
vybrdno 12 kultur pikoplanktonnich sinic (Tab. III), které pochazely z ceskych
hypertrofnich rybnikdi a byly znich vytvoteny triplikdity ve dvou odliSnych
kultiva¢nich médiich — WC (Tab. II) a BG11 (Tab. IV). Erlenmeyerovy baiky s triplikaty

(Obr. 2) byly ptipraveny a kultivovany stejnym zptisobem jako pfi prvnim pokusu.

Po 30 dnech byly narostlé kultury pfepipetovany stejnym zplsobem a za stejnych
podminek jako pfi prvnim pokusu, kromé odebiraného objemu, ktery ¢inil 45 ml roztoku.
Ptipravilo se 12 triplikatli narostlych ve WC médiu a 12 triplikatd narostlych v BG11 médiu,
vcetné kontrol obsahujicich pouze WC a BG11 médium. Triplikaty, stejné jako v prvnim
pokusu, byly napipetovany do lahvi¢ek uzavienych butylovymi septy a krimpovacimi vicky
(Obr. 3). Takto ptipravené vzorky byly uchovany po dobu tydne v kultivaéni mistnosti pfi

svételném rezimu 16h svétlo / 8h tma. Méteni probéhlo 3. a 7. den.

3.2.1. Odbér plynné frakce a detekce metanu

Po tfech dnech rlstu byly vzorky =z kultivatni mistnosti pfemistény opét v
uzaviratelnych boxech do laboratofe s pfisluSnym vybavenim. Stejné jako pifi prvnim
pokusu byla pouzita injek¢ni jehla s plastovou stiikackou, se kterou se ptes butylové septum
odebiral vzorek plynu, tzv. headspace. Odebrany vzorek plynu o objemu 500 ul byl
zarovnan na 200 pl a zméfen na pfedem zkalibrovaném plynovém chromatografu HP 7820A
(Agilent, USA), vybaveném plamenovym ionizacnim detektorem. Za urcity retencni ¢as se

vyobrazil pik pfislusici metanu a hodnoty jeho koncentrace. Hodnoty koncentrace v ppm
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byly zapsany do tabulky v MS Excelu. Timto zpGsobem byly prométeny vSechny piipravené

vzorky.

Po sedmi dnech rlstu se postupovalo stejnym zpisobem a méfilo se na stejném

plynovém chromatografu jako béhem méteni po tfech dnech.

3.3.  Opticka denzita a pocet bunék

Po odbéru plynné frakce a detekce metanu byla zmétfena optickd denzita vSech
triplikatt z druhého pokusu na piistroji SPEKOL 11 Carl Zeiss Jena. Triplikaty byly méteny
pii vinové délce 760 nm v kyveté o délce strany 1,002 cm. Namétené hodnoty byly zapsany
do tabulky v Excelu. Nasledovalo pocitani bun¢k na epiflourescenénim mikroskopu zn.
Olympus BX75. V ptedptipravenych prepardtech s kulturou narostlou ve WC médiu a
stejnou kulturou narostlou v BGI1 médiu byl za pouziti UV svétla a zeleného
epiflourescenc¢niho svétla (510-560 nm) spocitan pocet bunck pikoplanktonnich sinic. Poté
byl pomoci zjisténé optické denzity a poctu bunék v dané kulture metodou kalibra¢ni kiivky

vypocitany celkovy pocet bun¢k v jednotlivych vzorcich.

3.4. Statistika

K otestovani produkce metanu béhem prvniho a druhého pokusu byla namétena data

zpracovand v programu STATISTICA.

Pokus 1: Ziskané hodnoty koncentraci ze vzorkll v temnostni fazi a vzorkd narostlych
pii svételném rezimu byly srovnany s hodnotou startovni koncentrace. K zamitnuti nulové
hypotézy (Hy = Koncentrace naméten¢ho metanu se ve vzorcich z temnostni faze a vzorcich
narostlych pii svételném rezimu nelisi od startovni koncentrace.) byl pouZity jednovybérovy

t-test.

Pokus 2: Data koncentraci metanu ziskand z plynového chromatografu z tetiho a
sedmého dne béhem druhého pokusu byla vlozena do programu. K zamitnuti nulové
hypotézy (Hy = Koncentrace metanu naméfené po tiech a sedmi dnech se nelisi.) byl vyuzity
parovy t-test. Pro zamitnuti nulové hypotézy (Hy = Koncentrace naméfeného metanu ve
vSech kulturdch se neliSi od startovni koncentrace.) byl pouzity jednovybérovy t-test.
Kultury, které vykazovaly signifikantni narGst v produkci metanu, byly samostatné

provéfeny vici startovni koncentraci. K zamitnuti nulové hypotézy (Ho = Koncentrace
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naméefeného metanu v jednotlivych kulturdch se nelisi od startovni koncentrace.) byl pouzity

také jednovybérovy t-test.

4. Vysledky
4.1. Odbér plynné frakce a detekce metanu

Hodnoty koncentrace (ppm) metanu ziskané z plynovych chromatografii v prvnim a
druhém pokusu byly zpracovany a piepocitany na koncentraci plynu ve vodé v nmol/L

pomoci koeficientu rozpustnosti z publikace Yamamoto et al. (1976).

Pokus 1: Vysledné hodnoty, které byly naméfeny po tfech dnech rtstu kultur v
lahvi¢kach s WC médiem bez moznosti vymény vzduchu jsou zpracovany v grafu (Obr. 4).
V porovndni s mnozstvim metanu naméfeném ve standartu, zde vidime jemny nartst
v produkci plynu nékterymi kulturami. Z hlediska celkového pohledu na produkci lze
pozorovat narast spiSe v kulturdch, které v kultiva¢ni mistnosti rostly pfi svételném rezimu
16h svétlo / 8h tma. Kultury narostlé v temnostni fazi piiliS velky narist neprokazuji.
Nejproduktivngj$i kulturou péstovanou pii svételném rezimu je izoldt z Kvitkovického
rybnika (KV - Vojta), zatimco v temnostni fazi je to kultura ziskand z ptehradni nadrze Vir

(VIR).

Pokus 2: Vysledné hodnoty namétené po tiech dnech rlistu jsou zpracovany spole¢né
s daty ze sedmého dne. Prvni graf (Obr. 5) popisuje produkci ve WC médiu a druhy graf
(Obr. 6) tvorbu metanu v BG11 médiu. Porovname-li hodnotu koncentrace ziskanou ze
standardii obou médii, dokdzeme potvrdit maly nartist produkce metanu urcitymi kulturami,
nikoliv vSak pfimou metanogenezi pikoplanktonnimi sinicemi. MnoZstvi metanu
naméfeného v kontrolnim vzorku pouze s WC médiem je 239,02 nmol/L a v kontrolnim
vzorku pouze s BG11 médiem je hodnota koncentrace metanu 170,13 nmol/L. NejvétSim
producentem metanu z kultur narostlych ve WC médiu je vzorek odebrany zrybnika
Koclifov (KOC 21/117), jehoZ koncentrace po odecteni kontroly ¢ini 46,9 nmol/L. Nejvétsi
mnozstvi metanu ze vzorkdi narostlych v BGl1 médiu je opét kultura ziskana
z Kvitkovického rybnika (KV — Vojta), kde koncentrace po odecteni kontroly ¢ini 101,37

nmol/L.

Vysledné hodnoty namétené po sedmi dnech riistu jsou zpracovany spolecné

s daty z tfetiho dne. V Obr. § je porovndna koncentrace metanu ve vzorcich s WC médiem a
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v Obr. 6 s BG11 médiem. Koncentrace namétend v kontrolnich vzorcich se pfili§ nelisila od
méteni koncentrace po tiech dnech rastu. Ve vzorcich s WC médiem ¢inila 239,44 nmol/L a
s BG11 médiem 168,34 nmol/L. Ve srovnani s kontrolnimi vzorky a udaji, naméfenymi po
ttech dnech rustu, 1ze pozorovat zvyseni koncentrace metanu urcitymi kmeny. Ve vzorcich s
kmeny narostlymi ve WC médiu pozorujeme ndrast koncentrace metanu u dal$iho kmene
izolovaného z Kvitkovického rybnika KV — S1/14, jehoz koncentrace po odecteni kontroly
¢ini 93,19 nmol/L. Zatimco ve vzorcich s kmeny narostlymi v BG11 médiu je viditelny
narst opét u kmene KV — Vojta, jehoz koncentrace po odecteni kontroly ¢ini 276,31

nmol/L.

4.2. Opticka denzita a pocet bunék

Hustota kultur po ukon&eni pokusu dosahovala fadové 10° b/mL. Po sedmi dnech
rustu kultur ve WC médiu byl rozsah optické denzity od 0,145 + 0,025 AU do 0,401 + 0,198
AU, coz odpovidalo po&tu bungk 1,13 — 6,36 x 10®b/mL. V kulturdch s BG11 médiem doslo
k vyraznéj$im rozdiliim v hodnotich optické denzity. Nejvétsi hodnota byla 1,179 + 0,045
AU odpovidajici 4,96 x 10° b/mL, zatimco ta nejmensi pouhych 0,154 + 0,028 AU (0,62 x
10° b/mL).

4.3. Statistika

Pokus 1: Z hlediska porovnani startovni koncentrace a koncentrace vzorkli uloZzenych
v odli$nych svételnych podminkéch byl prokdzéan rozdil jak ve vzorcich v temnostni fazi, tak
ve vzorcich narostlych pfi svételném rezimu. Doslo k malému narGstu metanu, coz bylo

statisticky prikazné (p = 0,000001).

Pokus 2: Celkovy pohled na nartist koncentraci metanu z 3. na 7. den v kulturdch
narostlych ve WC médiu je s vysokou hladinou vyznamnosti (p = 0,000051) prikazny.
Zatimco v kulturdch narostlych v BG11 médiu je prukazny s niz§i hladinou vyznamnosti (p
= 0,039987). Z hlediska porovnani startovni koncentrace a koncentrace vSech vzorkl byl
rozdil v hodnotéch prokdzan u kmenti ve WC médiu s hladinou vyznamnosti p = 0,003167 a
u kment vBGI1 médiu s hladinou vyznamnosti p = 0,000002. Pfi vyhodnocovani
vybranych jednotlivych kultur byly zjiStény nasledujici informace. U kultury
z Kvitkovického rybnika (KV — S1/14) narostlé ve WC médiu (p = 0,069021) a kultury
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z rybnika Dehtai (DH - S1/10N - B5) narostlé v BG11 médiu (p = 0,137198) se namétené
koncentrace metanu od startovni hodnoty prokazatelné nelisi. Naopak u kultury KV — Vojta

narostlé v BG11 se prokdzal rozdil s vysokou hladinou vyznamnosti (p = 0,001642).

5. Diskuze

Cilem diskuze je zpracovat data a informace ziskané z pokust provedenych ve
vlastnim vyzkumném Setfeni a nésledné je porovnat s daty jiz publikovanymi. Samotné
pokusy se liily jiz v jejich provedeni. Prvni pokus byl proveden s kulturami
pikoplanktonnich sinic z riznych oblasti z celého svéta, které rostly pouze ve WC médiu.
Byl to nas pilotni pokus, ktery m¢l za cil zjistit, zda k produkci metanu viibec dochdzi a
nastinit idedlni podminky pro dal$i studium. Naopak ve druhém pokusu byly pouzity kmeny
pikoplanktonnich sinic, izolované pouze z ¢eskych hypertrofnich rybniki, a krom¢ WC
média byly péstovany navic i v BG11 médiu. Dalsi faktor, ktery ovlivnil vysledky, byly
svételné podminky, které byly u obou pokust nastaveny odlisn€. Vzorky z prvniho pokusu
byly uchovény jak pfi svételném rezimu, tak v temnostni fazi. Zatimco v druhém pokusu se
setkdvame pouze s riistem pii rezimu svételném. Rozdilné ptiprava pokust vedla k odlisSnym

naméfenym hodnotam.

Me¢teni obou pokust probéhlo po tfech dnech riistu. Ve druhém pokusu probihalo
méfeni navic i sedmy den. Zplsob méfeni po tfech dnech ristu v druhém pokusu byl
identicky se zpiisobem, ktery Bizi¢ et al. (2020) zvolili ve svém pokusu, jenz mél za kol
potvrdit produkci metanu sinicemi a pikoplanktonnimi sinicemi. Na rozdil od jejich hodnot
se vSak hodnoty koncentrace vyprodukovaného metanu pikoplanktonnimi sinicemi v mém
pokusu provedeném po tiech dnech ligily. Udaje ziskané z mého méfeni neprokdzaly
metanogenezi pikoplanktonnimi sinicemi, zatimco BiZi¢ et al. (2020) ve svém pokusu
metanogenezi prokdzali. OdliSnost vysledkli z méteni koncentrace metanu mohlo zapficinit
slozeni ristového média, rozdilné podminky pii rastu, pocatecni koncentrace sinicovych
kultur nebo jejich sloZeni. V pfipad¢ pokusu Bizi¢ et al. (2020) pouzili kultury
pikoplanktonnich sinic bez kontaminujicich mikroorganismd, tzv. axenické kultury, avSak

neuvedli po¢ate¢ni koncentraci.

K zajimavému 0daji se dostdvame az pfi méteni koncentrace metanu po sedmi dnech

rustu v kultivaéni mistnosti. U kmenii z Kvitkovického rybnika a rybnika Dehtaf narostlych
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v BG11 a WC médiu byl zaznamendn zjevny nariist metanu, coz nasvédcuje metanogenezi.
Nicméné na zaklad¢ statistiky byla metanogeneze prokdzana pouze v jedné kultufe izolované
z rybnika Kvitkovice narostlé v BG11 médiu. Tato kultura KV - Vojta produkovala jako
jedind metan i v prvnim pokuse. Pro vysvétleni, pro¢ a za jakych podminek doSlo prave
v tomto vzorku k nartistu produkce, bude potieba dalsi vyzkum. Jelikoz se nejednd o
axenickou kulturu, mohou metan produkovat ptitomné bakterie. Dalsi neznamou je otazka,
pro¢ doslo ktakovému vzrGstu az po tydnu, nikoliv po tfech dnech. B&hem ristu
v lahvickach bez moznosti vymény vzduchu se v ramci dnt méni podminky, které by mohly
vést k zodpovézeni otazky pro¢. Mize se jednat o kolisdni hodnot kysliku. Ptikladem je
shlukovéni pikoplanktonnich sinic, které po urcité dobé vytvofti anoxické podminky vhodné
pro metanogenni Archea. Jednou z dalSich odpovédi mize byt naptiklad samotnd rychlost
produkce metanu. Dals$i nevysvétlenou otazkou je fakt, ze byl metan produkovan v BG11

médiu, a ne ve WC.

V prvnim pokusu bylo zjiSténo, ze produkce metanu pfi svételném rezimu pievlada
nad produkci pouze v temnostni fazi. Tento fakt by mohl potvrdit teorii, kde Bizi¢ et al.
(2020) navrhuji spojitost tvorby metanu s fotosyntézou. Z celkového vizualniho pohledu na
produkci metanu kmeny pikoplanktonnich sinic ve druhém pokusu byla v porovndni se
vzorky s WC médiem menSi nez ve vzorcich s BG11 médiem. Celkovy vizudlni pohled byl
nasledné potvrzen statistickym vypoctem. JelikoZ oba druhy vzorkli byly kultivovany za
stejnych svételnych a teplotnich podminek, mulZe rozdilnost v hodnotich koncentraci
vysvétlit praveé rozdilné zastoupeni chemickych sloucenin v jednotlivych ristovych médiich

anebo rychlost riistu v danych médiich (Svecova 2019).

Néami namé&fené koncentrace metanu dosahovaly hodnot 276,31 nmol/L. V porovnani{
s jinymi publikovanymi vysledky jsou to velice nizké hodnoty, napt. Giinthel et al. (2019) ve
své studii uddvaji koncentraci metanu naméfenou v oxické vodé¢, kterd dosahuje 1400
nmol/L. V atmosféfe se setkdvdme s mnohondsobné vétsi koncentraci. Posledni namétfena
data koncentrace metanu z Cervence 2019, kterd zvetejnila webovd stranka Global

Monitoring Laboratory se pohybuji v hodnotach fadové tisickrat vétsich.
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6. Zavér

Metan je jeden z nejvyznamnégjsich sklenikovych plynt, ale i pfesto nejsou zndmy
vSechny zplisoby jeho vzniku. Z literarni reSerSe vyplyva, ze tvorba metanu v anoxickém
prostiedi je prozkoumédna do mnohem vétsi hloubky, na rozdil od produkce metanu
v prostfedi oxickém. M¢étfeni metanu po tfech dnech ristu vedlo k zjisténi mirného nartstu
koncentrace, ale ne tak velkému, aby potvrdilo pfimou metanogenezi pikoplanktonnimi
sinicemi. Zatimco udaje ziskané po tydnu uz vedly k lepSim vysledkiim, na jejichz zaklad¢
byla potvrzena piiméd produkce metanu alespont u jednoho kmene pikoplanktonni sinice.
Kvili nizké mife publikovanych c¢lankd na toto téma je slozit¢ diskutovat, pro¢ plyn
neprodukuji ve vétsim métitku. Je tedy dilezité dale pracovat na vyzkumech zabyvajicich se
timto tématem a osvétlit nové procesy, které vedou k produkci metanu, zodpovédnému

mimo jiné za globalni oteplovani planety.

Seznam pouzitych zdroji

ADAMS, M. M., M. R. GOMEZ-GARCIA, A. R. GROSSMAN a D. BHAYA (2008):
Phosphorus deprivation responses and phosphonate utilization in a thermophilic

Synechococcus sp. from microbial mats. Journal of Bacteriology 190(24), 8171-8184.

ADAMEK, Z., J. HELESIC, B. MARSALEK a M. RULIK (2010): Aplikovana

hydrobiologie. Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Ceské Budéjovice.

AGAWIN, N. S. R., C. M. DUARTE a S. AGUSTI (2000): Nutrient and temperature control
of the contribution of picoplankton to phytoplankton biomass and production. Limnology

and Oceanography 45(3), 591-600.

ALPANA, S., P. VISHWAKARMA, T. K. ADHYA, K. INUBUSHI a S. K. DUBEY.
(2017): Molecular ecological perspective of methanogenic archaeal community in rice

agroecosystem. Science of The Total Environment 596-597, 136-146.

BASTVIKEN, D, J. J. COLE, M. L. PACE a M. C. VAN DE BOGERT (2008): Fates of
methane from different lake habitats: Connecting whole-lake budgets and CH,4 emissions.

Journal of Geophysical Research: Biogeosciences 113(G2).

BASTVIKEN, D., J. COLE, M. PACE a L. TRANVIK (2004): Methane emissions from
lakes: Dependence of lake characteristics, two regional assessments, and a global

estimate. Global Biogeochemical Cycles 18(4), 1-12.
24



BENNETT, A. a L. BOGOBAD (1973): Complementary chromatic adaptation in a
filamentous blue-green alga. Journal of Cell Biology 58(2), 419-435.

BERG, A., P. LINDBLAD a B. H. SVENSSON (2014): Cyanobacteria as a source of
hydrogen for methane formation. World Journal of Microbiology and Biotechnology
30(2), 539-545.

BEVERIDGE, T. J. (1990): Mechanism of gram variability in select bacteria. Journal of
Bacteriology 172(3), 1609—1620.

BIZIC, M., T. KLINTZSCH, D. IONESCU, M. Y. HINDIYEH, M. GUNTHEL, A. M.
MURO-PASTOR, W. ECKERT, T. URICH, F. KEPPLER a H. P. GROSSART (2020):

Aquatic and terrestrial cyanobacteria produce methane. Science Advances 6(3).

BLEES, J., H. NIEMANN, M. ERNE, J. ZOPFI, C. J. SCHUBERT a M. F. LEHMANN
(2015): Spatial variations in surface water methane super-saturation and emission in Lake

Lugano, southern Switzerland. Aquatic Sciences 77(4), 535-545.

BOGARD, M. J., P. A DEL GIORGIO, L. BOUTET, M. C. G. CHAVES, Y. T. PRAIRIE,
A. MERANTE a A. M. DERRY (2014): Oxic water column methanogenesis as a major

component of aquatic CHy fluxes. Nature Communications 5(1), 5350.

BRIDGHAM, S. D., H. CADILLO-QUIROZ, J. K. KELLER a Q. ZHUANG (2013):
Methane emissions from wetlands: Biogeochemical, microbial, and modeling

perspectives from local to global scales. Global Change Biology 19(5), 1325-1346.

BROCHIER-ARMANET, C., S. GRIBALDO a P. FORTERRE (2008): A DNA
topoisomerase IB in Thaumarchaeota testifies for the presence of this enzyme in the last

common ancestor of Archaea and Eucarya. Biology Direct 3(1).

BRUHN, D., I. M. M@LLER, T. N. MIKKELSEN a P. AMBUS (2012): Terrestrial plant
methane production and emission. Physiologia Plantarum 144(3), 201-2009.

BRUNE, A. (2014): Symbiotic digestion of lignocellulose in termite guts. Nature Reviews
Microbiology 12(3), 168-180.

BUSSMANN, 1. (2005): Methane release through resuspension of littoral sediment.
Biogeochemistry 74(3), 283-302.

25



CALLIERI, C., G. CRONBERG aJ. G. STOCKNER (2012): Freshwater Picocyanobacteria:
Single Cells, Microcolonies and Colonial Forms. In: WHITTON, B. (ed), Ecology of
Cyanobacteria: Their Diversity in Time and Space, Springer, Dordrecht, s. 229-269.

CALLIERI, C. aJ. G. STOCKNER (2002): Freshwater autotrophic picoplankton: A review.
Journal of Limnology 61(1), 1-14.

CONRAD, R. (2007): Microbial Ecology of Methanogens and Methanotrophs. Advances in
Agronomy 96, 1-63.

DAMM, E., E. HELMKE, S. THOMS, U. SCHAUER, E. NOTHIG, K. BAKKER a R. P.
KIENE (2010): Methane production in aerobic oligotrophic surface water in the central

Arctic Ocean. Biogeosciences 7(3), 1099-1108.

DELSONTRO, T., J. J. BEAULIEU a J. A. DOWNING (2018): Greenhouse gas emissions
from lakes and impoundments: Upscaling in the face of global change. Limnology and

Oceanography Letters 3(3), 64-75.

DENMAN, K. L, G. BRASSEUR a A. CHIDTHAISONG (2007): Couplings between
changes in the climate system and biogeochemistry. — In: Solomon, S., D. Qin, M.

Manning (eds), Climate Change 2007: The Physical Science Basis. Cambridge University
Press, Cambridge, s. 499-587.

DI CESARE, A. P. J. CABELLO-YEVES, N. A. M. CHRISMAS, P. SANCHEZ-
BARACALDO, M. M. SALCHER a C. CALLIERI (2018): Genome an alysis of the
freshwater planktonic Vulcanococcus limneticus sp. nov. reveals horizontal transfer of

nitrogenase operon and alternative pathways of nitrogen utilization. BMC Genomics

19(1), 259.

DYHRMAN, S. T., P. D. CHAPPELL, S. T. HALEY, J. W. MOFFETT, E. D. ORCHARD,
J. B. WATERBURY a E. A. WEBB (2006): Phosphonate utilization by the globally
important marine diazotroph Trichodesmium. Nature 439(7072), 68—71.

FORLANI, G., M. PAVAN, M. GRAMEK, P. KAFARSKI a J. LIPOK (2008): Biochemical
bases for a widespread tolerance of cyanobacteria to the phosphonate herbicide

glyphosate. Plant and Cell Physiology 49(3), 443—-456.

Global Monitoring Laboratory - Carbon Cycle Greenhouse Gases. NOAA Earth System

Research Laboratories. Dostupné z: https://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends_ch4

26



GOODRICH, J. P, R. K. VARNER, S. FROLKING, B. N. DUNCAN a P. M. CRILL
(2011): High-frequency measurements of methane ebullition over a growing season at a

temperate peatland site. Geophysical Research Letters 38(7).

GROSSART, H. P., K. FRINDTE, C. DZIALLAS, W. ECKERT a K. W. TANG (2011):
Microbial methane production in oxygenated water column of an oligotrophic lake.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
108(49), 19657-19661.

GUILLARD, R. R. L. a C. J. LORENZEN (1972): Yellow-green algae with chlorophyllide
C?. Journal of Phycology 8(1), 10-14.

GUNTHEL, M., D. DONIS, G. KIRILLIN, D. IONESCU, M. BIZIC, D. F. MCGINNIS, H.
GROSSART a K. W. TANG (2019): Contribution of oxic methane production to surface

methane emission in lakes and its global importance. Nature Communications 10(1).

HOICZYK, E. a A. HANSEL (2000): Cyanobacterial cell walls: News from an unusual
prokaryotic envelope. Journal of Bacteriology 182(5), 1191-1199.

HOLLIGAN, P. M., E. FERNANDEZ, J. AIKEN, W. M. BALCH, P. BOYD, P. H.
BURKILL, M. FINCH, S. B. GROOM, G. MALIN, K. MULLER, D. A. PURDIE, C.
ROBINSON, Ch. C. TREES, S. M. TURNER a P. VAN DER WAL (1993): A
biogeochemical study of the coccolithophore, Emiliania huxleyi, in the North Atlantic.

Global Biogeochemical Cycles 7(4), 879-900.

HU, Z., S. WU, Ch. JI, J. ZOU, Q. ZHOU a S. LIU (2016): A comparison of methane
emissions following rice paddies conversion to crab-fish farming wetlands in southeast

China. Environmental Science and Pollution Research 23(2), 1505-1515.

HUBER, H., M. J. HOHN, R. RACHEL, T. FUCHS, V. C. WIMMER a K. O. STETTER
(2002): A new phylum of Archaea represented by a nanosized hyperthermophilic
symbiont. Nature 417(6884), 63—-67.

INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE (2014): Climate Change
2013 - The Physical Science Basis. Cambridge University Press, Cambridge.

JASSER, I. a C. CALLIERI (2017): Picocyanobacteria. In: MERILUOTO, J., L. SPOOF a
G. A. CODD (eds), Handbook of Cyanobacterial Monitoring and Cyanotoxin Analysis.
John Wiley & Sons, Ltd, Chichester, s. 19-27.

27



JURGENS, K. a C. MATZ (2002): Predation as a shaping force for the phenotypic and
genotypic composition of planktonic bacteria. Anfonie van Leeuwenhoek, International

Journal of General and Molecular Microbiology 1(1-4), 413—434.

KALINA, T. a J. VANA (2005): Sinice, fasy, houby, mechorosty a podobné organismy v

soucasn¢ biologii. Praha: Karolinum.

KANEHISA, M., S. GOTO, Y. SATO, M. KAWASHIMA, M. FURUMICHI a M.
TANABE (2014): Data, information, knowledge and principle: Back to metabolism in
KEGG. Nucleic Acids Research 42(D1).

KARL, D. M., L. BEVERSDOREF, K. M. BIORKMAN, M. J. CHURCH, A. MARTINEZ a
E. F. DELONG (2008): Aerobic production of methane in the sea. Nature
Geoscience 1(7), 473-478.

KEPPLER, F., J. T. G. HAMILTON, M. BRASS a T. ROCKMANN (2006): Methane

emissions from terrestrial plants under aerobic conditions. Nature 439(7073), 187—-191.

KEPPLER, F., A. SCHILLER, R. EHEHALT, M. GREULE, J. HARTMANN a D. POLAG
(2016): Stable isotope and high precision concentration measurements confirm that all

humans produce and exhale methane. Journal of breath research 10(1).

KHATUN, S., T. IWATA, H. KOJIMA, M. FUKUI, T. AOKI, S. MOCHIZUKI, A.
NAITO, A. KOBAYASHI a R. UZAWA (2019): Aerobic methane production by

planktonic microbes in lakes. Science of the Total Environment 696.

KIRSCHKE, S., P. BOUSQUET, P. CIAIS, et al. (2013): Three decades of global methane

sources and sinks. Nature Geoscience 6(10), 813-823.

KLINTZSCH, T., G. LANGER, A. WIELAND, H. GEISINGER, K. LENHART, G.
NEHRKE a F. KEPPLER (2020): Effects of Temperature and Light on Methane
Production of Widespread Marine Phytoplankton. Journal of Geophysical Research:
Biogeosciences 125(9).

KLINTZSCH, T., G. LANGER, G. NEHRKE, A. WIELAND, K. LENHART a F.
KEPPLER (2019): Methane production by three widespread marine phytoplankton

species: Release rates, precursor compounds, and potential relevance for the environment.

Biogeosciences 16(20), 4129-4144.

28



KOMARKOVA, J. (2002): Cyanobacterial picoplankton and its colonial formation in two
eutrophic canyon reservoirs (Czech Republic). Algological Studies 154, 605-623.

KOMARKOVA J. a K. SIMEK (2003): Unicellular and colonial formations of picoplanktic
cyanobacteria under different environmental conditions and predation pressure.

Algological Studies 109, 327-340.

LENHART, K., M. BUNGE, S. RATERING, T. R. NEU, I. SCHUTTMANN, M. GREULE,
C. KAMMANN, S. SCHNELL, Ch. MULLER, H. ZORN a F. KEPPLER (2012):

Evidence for methane production by saprotrophic fungi. Nature Communications 3, 1046.

LENHART, K., T. KLINTZSCH, G. LANGER, G. NEHRKE, M. BUNGE, S. SCHNELL a
F. KEPPLER (2016): Evidence for methane production by the marine algae Emiliania
huxleyi. Biogeosciences 13(10), 3163-3174.

LENHART, K., B. WEBER, W. ELBERT, J. STEINKAMP, T. CLOUGH, P. CRUTZEN,
U. POSCHL a F. KEPPLER (2015): Nitrous oxide and methane emissions from
cryptogamic covers. Global Change Biology 21(10), 3889-3900.

LUYSSAERT, S., G. ABRIL, R. ANDRES, et al. (2012): The European land and inland
water CO,, CO, CHy and N,O balance between 2001 and 2005. Biogeosciences 9(8),
3357-3380.

MADIGAN, M. T, J. M. MARTINKO, D. A. STAHL a D. P. CLARK (2012): Brock

Biology of Microorganisms, Pearson Education, Inc., San Francisco.

MICHMERHUIZEN, C. M., Robert G. STRIEGL a M. E. MCDONALD (1996): Potential
methane emission from north-temperate lakes following ice melt. Limnology and

Oceanography. 41(5), 985-991.

MURASE, J., Y. SAKAIL A. SUGIMOTO, K. OKUBO a M. SAKAMOTO (2003): Sources
of dissolved methane in Lake Biwa. Limnology 4(2), 91-99.

PEETERS, F., J. ENCINAS FERNANDEZ a H. HOFMANN (2019): Sediment fluxes rather
than oxic methanogenesis explain diffusive CH4 emissions from lakes and reservoirs.

Scientific Reports 9(1), 243.

PERNTHALER, J., K. SIMEK, B. SATTLER, A. SCHWARZENBACHER, J. BOBKOVA
a R. PSENNER (1996): Short-term changes of protozoan control on autotrophic
picoplankton in an oligo-mesotrophic lake. Journal of Plankton Research 18(3), 443—462.

29



PLOUG, H., B. ADAM, N. MUSAT, T. KALVELAGE, G. LAVIK, D. WOLF-GLADROW
a M. M. M. KUYPERS (2011): Carbon, nitrogen and O, fluxes associated with the
cyanobacterium Nodularia spumigena in the Baltic Sea. ISME Journal 5(9), 1549-1558.

REEBURGH, W. S. (2007): Oceanic methane biogeochemistry. Chemical Reviews 107(2),
486-513.

REPETA, D. J., S. FERRON, O. A. SOSA, C. G. JOHNSON, L. D. REPETA, M. ACKER,
E. F. DELONG a D. M. KARL (2016): Marine methane paradox explained by bacterial

degradation of dissolved organic matter. Nature Geoscience 9(12), 884-887.

RUDD, J. W. M. a R. D. HAMILTON (1978): Methane cycling in a eutrophic shield lake
and its effects on whole lake metabolism. Limnology and Oceanography 23(2), 337-348.

RULIK, M., D. BAUDISOVA, J. RUZICKA a K. SIMEK (2013): Mikrobiélni ekologie

vod. Univerzita Palackého, Olomouc.

SALCHER, M. M., J. PERNTHALER, R. PSENNER a T. POSCH (2005): Succession of
bacterial grazing defense mechanisms against protistan predators in an experimental

microbial community. Aquatic Microbial Ecology 38(3), 215-229.

SANCHEZ, M., C. SANTAMARINA, M. TEYMOURI a X. GAI (2018): Coupled
Numerical Modeling of Gas Hydrate-Bearing Sediments: From Laboratory to Field-Scale
Analyses. Journal of Geophysical Research: Solid Earth 123(12), 10326-10348.

SANTOS-BENEIT, F. (2015): The Pho regulon: a huge regulatory network in

bacteria. Frontiers in Microbiology 6.

SCHULZ, M., E. FABER, A. HOLLERBACH, H. G. SCHRODER a H. GUDE (2001):
Themethane cycle in the epilimnion of Lake Constance. Archiv fiir Hydrobiologie, 157-

176.

SOMMER, U., R. ADRIAN, L. DE SENERPONT DOMIS, et al. (2012): Beyond the
Plankton Ecology Group (PEG) Model: Mechanisms Driving Plankton

Succession. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics 43(1), 429-448.

STANIER, R. Y., R. KUNISAWA, M. MANDEL a G. COHEN-BAZIRE (1971):
Purification and properties of unicellular blue-green algae (order Chroococcales).

Bacteriological reviews 35(2), 171-205.

30



STEFELS, J. (2000): Physiological aspects of the production and conversion of DMSP in
marine algae and higher plants. Journal of Sea Research 43(3-4), 183-197.

STOCKNER, J. G. (1988): Phototrophic picoplankton: An overview from marine and
freshwater ecosystems. Limnology and Oceanography 33(4), 7165-775.

SUNDARESHWAR, P. V., J. T. MORRIS, E. K. KOEPFLER a B. FORNWALT (2003):
Phosphorus limitation of coastal ecosystem processes. Science 299(5606), 563—565.

SVECOVA, M. (2019): Je zooplankton schopen Zivit se pikoplanktonnimi snicemi?
Bakalaiska prace. Jihoeskd univerzita, Pfirodovédecka fakulta, Ceské Budg&jovice.

RNDr. Jitka Jezberova Ph.D.

TANDEAU DE MARSAC, N. (1977): Occurrence and nature of chromatic adaptation in

cyanobacteria. Journal of Bacteriology 130(1).

TANG, K. W., D. F. MCGINNIS, K. FRINDTE, V. BRUCHERT a H. P. GROSSART
(2014): Paradox reconsidered: Methane oversaturation in well-oxygenated lake waters.

Limnology and Oceanography 59(1), 275-284.

TANG, K. W., D. F. MCGINNIS, D. IONESCU a H. P. GROSSART (2016): Methane
production in oxic lake waters potentially increases aquatic methane flux to air.

Environmental Science and Technology Letters 3(6), 227-233.

TEIKARI J. E., D. P. FEWER, R. HRESTHA, et al. (2018): Strains of the toxic and bloom-
forming Nodularia spumigena (cyanobacteria) can degrade methylphosphonate and

release methane. The ISME Journal 12(6), 1619-1630.

TUBOLY, E., A. SZABO, D. GARAB, et al. (2013): Methane biogenesis during sodium
azide-induced chemical hypoxia in rats. American Journal of Physiology-Cell

Physiology 304(2), 207-214.

UTSUMI, M., Y. NOJIRIL, T. NAKAMURA, T. NOZAWA, A. OTSUKI, N. TAKAMURA,
M. WATANABE a H. SEKI (1998): Dynamics of dissolved methane and methane
oxidation in dimictic Lake Nojiri during winter. Limnology and Oceanography 43(1), 10—

17.

WANG, Q.,J. E. DORE a T. R. MCDERMOTT (2017): Methylphosphonate metabolism by
Pseudomonas sp. populations contributes to the methane oversaturation paradox in an

oxic freshwater lake. Environmental Microbiology 19(6), 2366-2378.

31



WHITING, G. J. a J. P. CHANTON (1996): Control of the diurnal pattern of methane
emission from emergent aquatic macrophytes by gas transport mechanisms. Aquatic

Botany 54(2-3), 237-253.

WOESE, C. R., O. KANDLER a M. L. WHEELIS (1990): Towards a natural system of
organisms: Proposal for the domains Archaea, Bacteria, and Eucarya. Proceedings of the

National Academy of Sciences of the United States of America 87(12), 4576—4579.

YAMAMOTO, S., J. B. ALCAUSKAS a T. E. CROZIER (1976): Solubility of methane in
distilled water and seawater. Journal of Chemical & Engineering Data 21(1), 78-80.

YAN, X., H. AKIYAMA, K. YAGI a H. AKIMOTO (2009): Global estimations of the
inventory and mitigation potential of methane emissions from rice cultivation conducted
using the 2006 Intergovernmental Panel on Climate Change Guidelines. Global

Biogeochemical Cycles 23(2).

YAO, M., C. HENNY a J. A. MARESCA (2016): Freshwater bacteria release methane as a
by-product of phosphorus acquisition. Applied and Environmental Microbiology 82(23),
6994-7003.

ZHENG, Y., D. F. HARRIS, Z. YU, Y. FU, S. POUDEL, R. N. LEDBETTER, K. R.
FIXEN, Z. YANG, E. S. BOYD, M. E. LIDSTROM, L. C. SEEFELDT a C. S.
HARWOOD (2018): A pathway for biological methane production using bacterial iron-
only nitrogenase. Nature Microbiology 3(3), 281-286.

32



Seznam priloh

Tabulka I: Seznam kultur pro pokus 1.

Nazev Kultury Barva Lokalita
KINNER zelend |jezero Kinneret (Izrael)
KUTNAR zelend |rybnik Kutnat (CZ)

8- Ab zelend |piehradni nadrz Zlutice (CZ)

10 - D3 zelend |prehradni nadrz Nové Rise (CZ)
KV - Vojta zelend |[rybnik Kvitkovice (CZ)

VIR zelend |ptehradni nadrz Vir (CZ)
HEJTM 1BY zelend |rybnik Hejtman (CZ)

SYNCOC RED cervena |jezero Constance (Némecko)
9-2 zelend |piehradni nadrZz Stanovice

8809 zelend |jezero Constance (Némecko)

Tabulka II: Slozeni WC média (zdroj: Guillard a Lorenzen 1972).

| Slozka | Koncentrace v mg/l |

CaCl, . 2 H,O 36,76
MgSO, . 7 H,0 36,97
NaHCO; 12,6
K,HPO, 8,71
NaNO; 85,01
NaQSi03 .9 HzO 28,42
Na, . EDTA 4,36
FCC13 .6 HQO 3,15
CuS0O;4. 5 H,O 0,01
ZnS0O, .7 H,O 0,022
CoCl,. 6 H,O 0,01
MHC12 .4 HzO 0,18
NazMOO4 .2 HzO 0,006
H;BO; 1
Thiamine . HCI 0,1
Biotin 0,0005
B, vitamin 0,0005
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Tabulka III: Seznam kultur pro pokus 2.

Nazev kultury Barva Lokalita
KL —S2/14 zelend rybnik Klec
KOC 21/117 zelend rybnik Koclifov
DH - S1/10N — B5 zelend | rybnik Dehtaf
RD <5 zelend | rybnik Rod
RD — S2/12 zelena rybnik Rod
RD —S2/13 - C6 zelend rybnik Rod
KV -KVI19 zelena rybnik Kvitkovice
KV — Vojta zelend | rybnik Kvitkovice
KV —-S1/14 zelend rybnik Kvitkovice
KV —S2/18 zelena rybnik Kvitkovice
KV - KV8-D3 zelend rybnik Kvitkovice
KV -KVI0—- A6 zelena rybnik Kvitkovice

Tabulka IV: Slozeni BG11 média (zdroj: Stanier et al. 1971).

Slozka Koncentrace v g/l

NaNOs3 1,5
K,HPO, . 3 H,O 0,04
CaCl, . 2 H,O 0,036
Na,COs 0,02
Kyselina citronova

EDTA

Zelezito-amonny citrat

Stopové prvky

Obrazek 1: viz text str. 12.
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Obrazek 2: Kultury pikoplanktonnich sinic v triplikdtech v médiu BG11 (vlevo) a WC

(vpravo).
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Obrazek 3: Kultury pikoplanktonnich sinic v triplikdtech ve specialnich lahvickach

s butylovymi septy, BG11 médium vlevo a WC médium vpravo.
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Obrazek 4: Produkce metanu se smérodatnymi odchylkami v prvnim pokusu po tfech dnech
kultivace, kde Cervena linka znazornuje startovni koncentraci metanu méfenou v okolnim

vzduchu v den pInéni.

500 WC médium
450 L W 3. den
O7.den
400 +
350
< 300
£
;_C; 250 T T _ Tﬁ
T 200 -
O
150
100
50
0 l__
KL - KOC DH - RD<5 RD- RDS2/13 KV- KV - KV - KV- KV-KV8 KV-
S2/14 21/117 S1/10N - S2/12 -C6 KV19 Vojta S1/14  S2/18 -D3 KV10 -
B5 A6

Obrazek 5: Srovnani koncentrace metanu ve vzorcich s kmeny pikoplanktonnich sinic ve
WC médiu naméiené po tiech dnech a po tydnu ristu, kde ¢ervend linka znazornuje startovni

koncentraci metanu v plynné fazi nad ¢istym médiem.
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500 T BG11 médium
450 +

W 3. den
a7.den
400 +

350 +
300 +
250
200

CH4 (nmol/L)

150
100
50

KL - KOC DH- RD<5 RD- RD KV - KV - KV - KV-  KV-KV8 KV-
S2/14 21/117 S1/10N - S2/12 S2/13- KV19 Vojta S1/14 S2/18 -D3  KV10-
B5 cé A6

Obrazek €. 6: Srovnani koncentrace metanu ve vzorcich s kmeny pikoplankonnich sinic
v médiu BG11 naméfené po tfech dnech a po tydnu ristu, kde Cervend linka znézoriuje
startovni koncentraci metanu v plynné fazi nad cistym médiem. (* - statisticky prikazna

produkce metanu, p = 0,002).
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