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1.UvoOD A CiLE PRACE

Tato diplomova prace seémuje vlivu skotu na spodenstvo bakterii oxidujicich
metan (spok&enstvo MOB) za aerobnich podminek ddp¢ zimovis€ skotu v podhii
Sumavy. Funéni skupina metanotrofnich bakterii je kosmopolitmichéazi se ve vodnim i
pudnim prostedi. Jedinym zdrojem energie a uhliku pro MOB jeéangHANSON & HANSON,
1996). Existenci MOB poprveé potvrdildBNGEN (1906),kdyZ izoloval prvni znamou bakterii
oxidujici metan -Bacillus metanicus

Obecrt se redpoklada, Ze travinné ekosystémy ve vysSich négkyoh vyskach,
vyuzivané k zerdélskym &elim, nehnojené nebo jen s nizkym vstupem Zivin v ramc
extenzivnihogi ekologického zertklstvi, funguji spise jaksink' metanu (HITSCH A KoL,
1994) nez jako zdroje metanu. ¥chto pidach je metan pra¥gdodobr emitovan do
atmosféry jen v malém mnozstvi diky okamzitému wyuzmetabolismu MOB (ldTscH A
KOL., 1994). MOB pitomné v fid¢ travinnych a lesnich ekosystémrmohou vyuzivat také
atmosféricky metan (KIEF A KoL., 2003). Naproti tomu mdkdy a fmdy dlouhodob
zaplavené s dostatkem Zivin jsou povazované zgezdretanu - metan je z nich emitovan do
atmosféryasto ve velkém mnoZzstvi NG A KoOL., 2007).

Intenzivni vyuzivani fdy pro zemidélské (tely ale vyznamé sniZzuje potencial
pudniho spoléenstva MOB oxidovat metan §MA A KoOL., 1993; MOSIER A KOL, 1998;
SEGHERS A KoL, 2003) kwili zménam ve fyzikalnich, biologickych a chemickych
charakteristikach joly. Tyto znény nastavaji asi i na zimovistich skotu. Zimo¥ig typ

pastevni pdy, kde je na relativhmalé ploSe koncentrovan vysokycpb zviat, ktera zde

! misto spdeby



pieckavaji zimni obdobi. Zbytek roku travi dobytek restwinach. Do pdy vstupuje mdi a
exkrementy skotu zvySené mnozZstvi Zivin. Organibkdota v idé¢ na sebe vaze vodu a
vznika tak anaerobni prd@etli. Ritomnost skotu zjsobuje formovani specifickéhaiginiho
mikrobialniho spoléenstva. Bylo dokazano, Ze spolu s exkrementy debyskupuji do pdy
vedle jinych mikroorganisini metanogennArcheg v padnim ekosystémuipZzivaji a zvySuji
svoji metabolickou aktivitou produkci metanu &dp (RADL A KoOL., 2007). MOB pitomné
v padé mohou oxidovat v ramci svého metabolismu veSkeygradukovany metan nebo
pouzecast (AN HUISSTEDEN 2004). V zemdélskych pidach se vyskytuji hlaenMOB typu

| a MOB typu Il (FELLBIRKELAND A KOL., 2001). | ges intenzivni vyzkumy spalenstev
MOB v riznych ekosystémech nejsou tytadkupiny jass ekologicky rozlisené a literatel
Ize najit odliSné informace EBIDER A CONRAD, 1992;AMARAL A KOL ., 1995;KALLISTOVA A

KOL.,2007). V gidach zimovig skotu nebyly dosud tyto skupiny zkoumany.

PredloZzena diplomova prace se zabyva studiem vlivaiuska strukturu a getnost
(abundanci) MOB typu | a typu Il viplé. Vyzkum byl proveden na zimovisti skotu, které
bylo rozdtleno na 4 pokusné plochy@&nym typem managementu. Pro studium Sfmoistva
MOB byl zvolen molekular&biologicky mistup. V ramci metod DGGE a MISA @ani
struktury spoléenstva MOB) byl vyuZzit jako genovy marker fumik genpmoA (viz dale),
piitomny v genomu téit vSech dosud znamych zastapdOB (DEDYSH A KOL., 2000). Dale
byly pouzity specifické fluorescén¢ znaené proby — metoda CARD-FISH — pro zjist
abundance a patru zastoupeni dvou taxonomickych skupin MOB, typa tiypu II. DalSi
metoda pouzita pro zji&ti abundance MOB typu | byla metoda real time PG@Rtéz byl

pouzit gerpmoA PouZila jsem vice metod, aby bylo mozné ziskaséedky porovnat.
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Prispét k poznani spol@nstva bakterii oxidujicich metan a k poznani nwtafie

v padach zimovist skotu.

Pomoci molekularibiologickych metod charakterizovat sp@dastvo bakterii
oxidujicich metan v gkolika padach fizn¢ ovlivnénych skotem.

Porovnat strukturu a abundanci sgelestva bakterii oxidujicich metan ud¢ na jae a
na podzim, tzn. v {é bezprostedrg po vlivu zviat (jaro) a v pdé po plroéni

regeneraci (podzim).

Optimalizovat vybrané metody pro pouZiti ve studoich pidach.

Diplomova prace vznikla za podpory projgkMSMT CR (LC06066, Centrum

environmentalni mikrobiologie), Grantové agentuffR (206/09/1642 a 526/09/1570) a

Vyzkumnych zamrt Ustavu mdni biologie BC AVCR, v. v. i. (AV 0Z 60660521) a

Prirodowdecké fakulty JU (MSM 6007665801). Préely této diplomové prace byly pouzity

vzorky pid odebrané na pokusné lokahtzdy na j@e a podzim v letech 2009 a 2010. Kekom

vlastnich vysledk jsou v praci uvedeny i vysledky ziskané v kolektkolitele a Skolitelky-

specialistky, aby mohly byt vlastni vysledky dany &rSich souvislosti.iBvzaté vysledky

jsou v praci vyzneeny.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 VYZNAM METANU JAKO SKLENIKOVEHO PLYNU A JEHO GLOBALNI

PRODUKCE A SPOTREBA

Metan (CH) je atmosféricky plyn stzv. sklenikovym efektektery zpisobuje
globalni oteplovani planety Zeém Od roku 1750 do roku 2005 stoupla atmosféricka
koncentrace metanu ze 700 ppia 1782 ppb (@ITER & MANDER, 2005). Doba zdrzeni
metanu v atmosfé je asi 9 let (EITER & MANDER, 2005). Celko¥ je v posledni dab
emitovano do atmosféry kolem 600 miliotun metanu rén¢ (IPPC, 2001), z toho 37 % je
produkovano firodnimi procesy (ADERSON A KoL, 2010), hlavé mokiady, které emituji do
atmosféry réné 11 milioni tun metanu (E MER & ROGER 2001). Z celkového mnoZstvi
vyprodukovaného metanu je cca 500 milidan rainé spotebovano chemickymi reakcemi s
hydroxylovymi radikaly v tropost&, 40 miliori tun je chemicky femenéno ve stratosi@ a
30 miliona tun (tzn. 6 %) podléha biologickégmene - mikrobidlni oxidaci v fdé (SMITH A
KOL., 2000; IPPC2001;HUTsCcH, 2001;DALAL & ALLEN, 2008). NejdilezitejSi suchozemsky
sink metanu pedstavuji lesni joy (HENCKEL A KoOL., 2000n; DUNFIELD, 2007; DALAL &
ALLEN, 2008).Travinné ekosystémy jsou druhym n#gim suchozemskyrsinkemmetanu
(IPPC, 2001). Pastevni ekosystémy, jako specifigly vyuziti trvalych travnich poraist
mohou fisobit jakosinki jako zdroj metanu. V celkové bilanci metanuyt@dom, zda ufity
ekosystém, witd pida, metan spttbovava nebo uvilije ve forng emisi do atmosféry,

hraje roli celarada faktofi (pH pidy, obsah Zivin, dostupnost kysliku a metanu, sibZze

! ¢astic na miliardu.



mikrobialniho spol&enstva, strukturatgly, typ mdy, typ vegetace atd.) @KLER A KOL.,

2005).

2.2 PRODUKCE METANU V PUDE

Metan je koneénym produktem metabolismu metanogenni@hchea Produkce
metanu (metanogeneze) probiha v anaerobnimipddsMetan nasledndifunduje do aerobni
pudni zony, kde dochazi k jeho oxidaci. Zbyly neoxigloy metan je emitovan do atmosfery.
Metan je jeden z mnoha subsirgtodiéhajicich mikrobialni oxidaci. To, které subst
budou oxidovany, zalezi mj. na redoxnim potencialnasledujici reduii procesy jsou
selazené podle poklesu reditho potencialu: N© — NO,, Mn** — Mn?*, Fé* — Fé&”,
SO% — &, CO, — CH, (FENCHEL & FINLEY, 1995). Metanogeneze probih# pizkych
redoxnich potencialechripzhruba Eh < -250 mV. Sulfat redukujici bakterienatanogenni
bakterie si konkuruji o vodik a acetat. Pokud tewbjsou v prosedi gitomné sulfat
redukujici bakterie, maji metanogenAichea idealni podminky pro sy metabolismus.
Substratem pro jejich katabolismus je oxid &ibji(Reakce 1) nebo organické latky - kyselina
octova (Reakce 2 a 3). Vzhledem k velmi nizkémwxadmu potencialu metanogeneze je
tento proces kor@ou gFeminou organické hmoty viaé. Optimalni teplotni rozfi pro

metabolismus metanogenniéicheaje 10 — 30 °C, optimalni pH je 5,5 — 7,0e(MER &

ROGER 2001).

CO, + 4H, — CH,4 + 2H,0 (autotrofni hydrogenotrofni metanogeneze) (2)
CH3COOH + 4H — 2 CH, + 2H,0 (heterotrofni acetoklasticka metanogeneze) (2)
CH3COOH— CH,4 + CO, (heterotrofni acetoklasticka metanogeneze) (3)



2.3 ANAEROBNI OXIDACE METANU

Anaerobg vyuZivaji metan anaerobni metanotrofové (tzv. ANNIRAUHAUS A KOL.,
2005). Tato skupina patdotiSe Archeaa je blizce fibuzna metanogennifrchea(ORPHAN
A KOL., 2002). Tento proces se také nazyva reverzni metmeag a byl doposud popsan
pouze v meéském prosedi, zejména pak v sedimentech, a je zavisly natatidgé
koncentraci sulfdit kvali sprazenému metabolismu ANME a bakterii redukujicickfasu
(NAUHAUS A KOL., 2005). DalSi anaerobni cesta oxidace metanuigZepa s denitrifikaci a
byla popsana u bakterii (M{I A KOL., 2009). Anaerobni oxidaci metanu se nebudu déale

zabyvat, protoze nebylagdnttem vyzkumu této prace.

2.4 AEROBNI OXIDACE METANU

Metan produkovany metanogennimi mikroorganismy etam ktery difunduje do
pudy ze vzduchu, e byt metabolizovan MOB az na oxid uftlf a vodu (Reakce 4).
Meziprodukty metabolické drahy oxidace metanu jsoatanol, formaldehyd a format.
Podrobr je metabolismus MOB popsan na Obrazku 1. K aerokitiaci metanu je nezbytny
dostatek kysliku vijde. NejwtsSi vyskyt MOB by tedy @l byt ve svrchni vrsty pady, kam
difunduje kyslik ze vzduchu. Zaro¥ge zde i dostatek vzdusného metanu a dostavanse se
metan vznikajici v hlubSich vrstvachidy. MOB jsou sice schopné oxidovat az 100 %
vyprodukovaného metanu KENZEL A KOL., 1992; OREMLAND & CULBERTSON 1992; VAN
HuisSTEDEN 2004), ale globakapievazuje produkce metanu nad jeho sgmiu (LE MER &
RoGER 2001). Dochazi tedy ke zvySovani koncentrace metaatmosfée, a to jak

piirozenymi procesy, tak vlivem lidskych zagsaiNEwmAN 1993).
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Obrazek 1: Asimila¢ni draha uhliku u MOB. MOB typu | a typu Il se liddle molekuly, pomoci
které asimiluji uhlik. MOB typu | asimiluji prastdnictvim ribuloza monofosfatu (RuMP), kdeZto
MOB typu Il pomoci serinuUpraveno podI¢lANSON & HANSON, 1996).

Patateeni krok oxidace metanu sgioa v oxidaci metanu na metanol (Reakce 5) a
katalyzuji jej dva enzymy — cytoplazmaticka (sMM®membranay (pMMO) vazana metan
monooxygenaza. Monooxygenaza sMMO se nachazi plegae burek, je rozpustna a je
souwasti enzymatického aparatu pouze é&kterych druli MOB, nag. Methylococcus
(SEMRAU A KOL., 2010). Geny pro sMMO jsou exprimovany pouzenpzkych koncentracich
medi v padé (CONRAD, 2007). Membranay vazana monooxygenaza (pMMO) je vazana na
cytoplasmatickou membranu iiky a podle sotasnych znalosti je sdasti enzymatického
aparatu vSech drihMOB (HANSON & HANSON, 1996) kron¢ rodu Methylocella které
obsahuji pouze sMMO #EbYSH A KOL., 2000). Enzym pMMO se sklada z 3 podjednotek (
B-, ay- podjednotky), které kéduji jednotlivé geny v geém klastru gmoC, pmoA, pmgB
(TAVORMINA A KOL ., 2011). GerpmoAse &zre vyuziva jako geneticky markekipryzkumu
MOB. GenpmoAje ovSem evoltng, a tim i sekvetné, piibuzny genuamoA ktery koduje
homologni podjednotku enzymu amonium monooxygeméiziikacnich bakterii, které p#t

7



do tidy Betaproteobacteria(HOLMES A KOL., 1995) (taxonomické nazvy jsou v této praci
uvacny dle Sedléek, 2007). Tento enzym zajife oxidaci amoniaku na hydroxylamin
(Reakce 6). Tato podobnost v nukleotidovych sekidnger mize zkreslit vysledky studia
kvili nedostatené specifié nasedani primér které se mohou vazat jak na sekvenci genu

pmoA tak na sekvenci geramoA(HOLMES A KOL., 1995;HORz A KoL., 2005).

CHy + 20, —» CO, + 2H,0? (4)
CHy + O, + 2H— CH3;0H + K0 (5)
NH3; + O, + 2H— NH,OH + H,0 (6)

2.5 TAXONOMIE AEROBNICH MOB

Bakterie oxidujici metan jsou fyziologicky relatévdole definovanou skupinou. Jsou
zvlastni skupinou metylotrofnich bakterii a metgnaivaji jako jediny zdroj uhliku a energie
(HANSON & HANSON, 1996). Najdeme je ve vSech suchozemskych i vodekdsystémech.
Krom¢ malého pispivku nitrifikacnich bakterii (NG A BAKKEN, 1999)jsou MOB jedinou
zndmou skupinou organisinktera spdebovava metan za aerobnich podminekN$ON &
HANSON, 1996).

MOB pati do skupiny gram-negativnich bakterii, kmedproteobacteria Od
grampozitivnich bakterii se liSi ndklad pritomnosti vijSi membrany buitné stny,
piitomnosti lipopolysachanidv této membraha absenci kyseliny teichoové. MOB typu | a

MOB typu Il byly rozdleny na zakla#l fylogeneze genu pro 16S rRNA, asiniiléa drahy

! nazvy vyssich taxonomickych jednotek jsou v téticpformal uvadiny dle Sedléek (2007)

2(AG® = -778 kd/mol Ch)



uhliku (Obréazek 1), profilu mastnych kyselin a stavby vimt strany bu&né membrany
(HANSON & HANSON, 1996).

Skupina MOB typu | pai taxonomicky do fidy Gammaproteobacterjado celedi
MethylococcaceaéBowMmAN, 2006). Déle sedi na podskupinu MOB la, do které piatody
Methylomonas, Methylobacter, Methylomicrobium, Migtspharea, Methylosarcing{oLB A
KoL, 2003) Methylosoma, CrenothriRAHALKAR A KoL ., 2007)a Clonothrix (VIGLIOTTA A
KOL., 2007) a na podskupinu MOB Ib (taktéZ nazyvané jako typ do které pdt rody
Methylococcus, Methylocaldum, Methylothern{®©LB A KOL., 2003) aMethyloholabius
(HEYER A KOL., 2005). MOB Typu Ib jsou vyraZntermotolerantni az termofilni druhy
(GEBERT A KoL, 2003, 2004). MOB typu | maji rozptylenou vhiti cytoplasmatickou
membranu (typu 1), pro asimilaci uhliku vyuZivajbulozu-monofosfat (RuMP), mastné
kyseliny maji pevazré 14 nebo 16 uhlik (HANSON & HANSON, 1996).

Druhou skupinu tvid MOB Typu |l (patici do tidy Alphaproteobacteriaceled’
Methylocystacege (BowmAN, 2006). Do této skupiny pat rody Methylosinus a
MethylocystisNaopak, no¥ objevené rody metanotfoMethylocapsaa Methylocella(KoLs
A KOL., 2003; DEDYSH A KOL., 2000,2002,2004; DUNFIELD A KOL., 2003) pati do celedi
Beijerinckiacaea(SEMRAU A KOL., 2010) Tyto rody byly izolovany z raSelinisa kyselych
lesnich [id a nejsou pokladany za typické zastupce MOB typpidstoze vyuZzivaji serin pro
asimilaci uhliku (8MRAU A KoL., 2010). MOB typu Il maji celistvou vrii
cytoplazmatickou membranu (typu Il), k asimilacilikb vyuZivaji drahu serinu a obsahuji
mastné kyselinyigvazré o délce 18 uhlilk (HANSON & HANSON, 1996)

Vyzkum spoléenstev MOB viiznych ekosystémech pomoci gepmoA piinesl
objevy novych, dosud nekultivovanych skupin. Nogkvence genpmoAbyly zaznamenany

ve vzorcich podhorskychad a pid vrchovin. Jsou to skupiny USCUSCy a ,Cluster I a



,Cluster IIY. Ma se za to, Ze tyto skupiny MOB jsaachopné oxidovat ipdnostg
atmosféricky metan, protoZze maji k metanu vysokmita (HENCKEL A KoL, 20007 ; KNIEF A
KOL., 2003; DUNFIELD, 2007). US@ pati do tidy Gammaproteobacteria USCG. paki do
tiidy Alphaproteobacterig KNIEF A KOL., 2003). O ekofyziologii &chto bakterii neni dosud
mnoho znamo, ndjklad naroky na fdni pH se ale zdaji byt odliSné. MOB fiei do skupiny
USCu preferuji pH<6 a MOB péici do USG preferuji pH >6 (WIEF A KOL., 2003). OvSem
detekce genpmoAjeSt neznamena, Ze je metanotrofni bakterie aktiviotopje ekologicky
vyznam &chto skupin prozatim nejasny NicF A KoL., 2003).V praci KNIEF A KOL. (2003)
byly skupiny US@ a USG nalezeny ve 30 ze 34 lesnich &nich pid, ale nebyly fitomné
v Zadné ze 4 zedélsky obdlavanych fid. V padach zimovi&t jsem tedy netekavala
piitomnost &chto skupin, takZze ani nebyly zahrnuty do vyzkurautéto lokalig. Zda se, ze
schopnost oxidovat atmosféricky metan olieklesa v péadi: lesni pdy — pady trvalych
travnich porost — orné [iidy (WILLISON A KOL, 1995).

Déle byly objeveny MOB z kmenéerrucomicrobia(PoL A KoL., 2007;ISLAM A KOL .,
2008). O &chto bakteriich je zatim také malo informaci, al@ji& mohou pedstavovat az 10
% bakterialni populace vigé (BUCKLEY & ScHMIDT, 2002), mohly by tedy hrat podstatnou

roli v globalnim toku uhliku.
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2.6 REGULACNI FAKTORY OXIDACE METANU

Proces oxidace metanu je ovléy rfadou faktol, nag. koncentraci metanu,
provzdusgnim pidy, pidni vihkosti, kvalitou a mnozstvim organického mata, pH pidy,

teplotou, redoxnim potencialem a typem vegetaeeI(iKR A KOL., 2005).

2.6.1 VLIV KONCENTRACE METANU A KYSLIKU vV PUDE

Poznatky o ekologii MOB typu | a Il jsou zatim Zn&rozporuplné a neni jasné, zda je
viitbec mozné ekologicky charakterizovat typ | a typako celek. DIeBENDER & CONRAD
(1992)maji MOB typu | nizkou afinitu k metanu a Ziji teblavre v prostedi s jeho vysokou
koncentraci a pro oxidaci metanu népbtiji vysokou koncentraci kysliku. Naopak v praci
AMARAL A KOL. (1995) autai uvadkji, Zze typ | ma vysokou afinitu a vyskytuje se v
prokysliceném prosedi s nizkou koncentraci metanu. Typ | byl detekowagiklad na
povrchu sedimeiits metanogenni aktivitou, v ryZovistich a v zeiskych pidach (FANSON
& HANSON, 1996;ZHENG A KOL., 2008).MOB typu | byly detekovanyaké v lesnich {dach a
neutralnim pH (KIEF A KOL., 2003).Tyto bakterie tedy asimiluji metan pochazejiciidmiho
& vodniho progedi, kde je jeho koncentrace vy33i neZli v atniesféast zastupk této
skupiny je kultivovatelna v laboratornich podminkaca tudiz je jejich fylogeneze a
biochemie lépe prozkoumanayBFIELD, 2007).

MOB typu Il prevladaji dleBENDER & CONRAD (1992) v mdéach, které jsou dob
prokyslicené. Jsou schopné metabolizovdt pizSich koncentracich metanu, maji tedy
vysokou afinitu k atmosférickému metanu. Naopak racfth AMARAL A koL. (1995) a
MOHANTY A KOL ., (2006)autdi uvackji, Ze typ Il ma nizkou afinitu a vyskytuje se \optedi

s vysokou koncentraci metartlaNSON & HANSON (1996)zaznamenali &Si podil typu 1l ve
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vzorcich zemdélskych pid, jejichz atmosféra byla obohacena o metan, kdeZzto
FJELLBIRKELAND A KOL. (2001)naopak ve vzorcich obohacenych o metan zaznamensii
podil typu I. Typ Il byl detekovan ve vodnim slougcv raSeliniStich (HANSON & HANSON,
1996; HENCKEL A KOL., 1999), v lesnich jdach s kyselym pH (KEF A KoOL., 2003) a
Vv ryzovistich (BDDELIER A KOL., 2000). | kdyZ jsou zastupci této skupiny obea@btizre
kultivovatelni, u gkterych druti se kultivace zdda (DuNFIELD, 2007). O jejich fylogenezi a
biochemii je k dispozici mé&ninformaci nez o zastupcich typu | {MFIELD A KOL ., 2008).

Je Zejmé, Ze ekologické narokydhto dvou skupin nejsou jasndefinovatelné
(CoNRAD, 2007). Typ | a typ Il mohou koexistovat v ramcijetho ekosystému @GFFMANN
A KOL., 2002). Zda se, Zze MOB typu | jsou schopné Iépe iyamany podminek prosedi a
rychle se namnozit, kdezto MOB typu Il udrZuji svatpundanci na stalé Urovni, a to hlavn

v padach, které produkuji velké mnoZzstvi metanaNEKEL A KOL., 200@B).

2.6.2 VLIV DUSIKU

Aktivita a mist MOB mohou byt zpomalenyiipomnosti amonnych ioéit (NH,")
v padé (BORKEN A KOL., 2002). V dolse provzdusSéné pidé probiha intenzivni mineralizace
organickych latek, a to vede ke hromsad mineralnich forem dusiku, zejména formy
amoniakalni. MOB jsou diky homologii enzymmetan monooxygenaza a amonium
monooxygenaza schopné oxidovat vedle metanu i akominaopak nitrifikéni bakterie
mohou oxidovat i metan. Tato zastupnost enzyenmozna také diky podobné velikosti a
konformaci molekul amoniaku a metanin{izs A BAKKEN, 1999). Alternativni oxidace Cfa
NH," probiha na oxyklig'. Po vygerpani NH* z prostedi dojde k obnoveni oxidace metanu

(SITAULA A KOL ., 2000). Amoniak vysni metan ve vazebném ndisenzymu metan

! Rozmezi anoxického a oxického presii
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monooxygenazy. Dojde ke snizeni aktivity MOBM(841 A koL., 2000) Podle &kterych
zdroji nedojde ke zin¢ druhového sloZzeni MOB (B\ULA A KOL ., 2000). Naproti tomu
existuji i nazory, Ze bakterie &\ blokaci monooxygenazy amoniakem skin& hynou, jak
zminuji SVITH A KoL . (2000).

MAXFIELD A KOL. (2008) uvadji jako mozny efekt amoniaku zvySeni abundance
nespecifikované skupiny bakterii, které jsou sckopmetabolizovat metan. Potencidldp
oxidovat metan by tak nebyl ovlign. DalSim dvodem inhibice oxidace metanuiie byt
kromé NH," také toxicita nitritu NG (BODELIER & LAANBROEK, 2004), ktery vznika v {ulg
jako meziprodukt intenzivni denitrifikace YBOVA A KoL ., 2007)¢i jinych proces.

O sloZeni spotenstva MOB rozhoduje také peémcelkového (organického) uhliku a
dusiku. Pokud se MOB nachézeji v predt, kde porér Coro/Niot j& VysOKy, niize byt jejich
aktivita zn&n¢ inhibovana nedostatkem dusiku. V takovém peatbudou dominovat druhy
MOB schopné fixovat vzdusny dusik. Tuto schopnosji jak rekteré druhy MOB typu |
(AUMAN A KOL ., 2001), tak i zastupci MOB typu Il @NSON & HANSON, 1996;BODELIER A

KOL., 2000).

2.6.3 VLIV FYZIKALNICH VLASTNOSTI PROSTREDI

Oxidace metanu je viplé je ovliviiovana i fyzikalnimi faktory, které&di difuzi plyn
do pidy, zmdy a v pmdé. Témito faktory jsou vihkost fdy, obsah jilovychéastic a
porovitost (kompaktnost)galy (TEMPLETON A KOL., 2006). Pokud je jda @ilis zamokena,
je difuze plyri ztizena (pozn.autorky: molekularni difuze giyre vod je 10 000 x niZSi nez
ve vzduchu). V podminkach zantekych fid previadaji anaerobni procesy. Pokud jelg
provzdusgna, probihaji i aerobni procesy — mezi nimi aerobridace metanu. Bylo

potvrzeno, Zze MOB typu | se Iépdigpusobi vykywim padni vihkosti (HENCKEL A KOL.,
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200®B). Se zvySenou koncentraci kysliku ale dochazi tkenailizaci organické hmoty a tim
k vysSi produkci amoniaku, ktery naopaispiva k inhibici oxidace metanufiRextrémnim
vysuSeni mze dojit aZz k poSkozeni bén Napiklad SCHNELL & KING (1996) uvadji jako
optimum pro lesni dy vihkost 20 %. OvSem nedostatek kysléudivin jsou schopné MOB
prezit v dormantnim stadiu (spora, cystajicegmz regenerace po nedostatku kysliku je
DalSim kontrolnim faktorem aktivity MOB je teplotapH. V praci D\LAL & ALLEN

(2008) aut#i uvadji rozmezi pH 3,5 — 8,0,fpkterém jsou MOB obecnaktivni. Teplotni
optima jednotlivych druin se lisi. V rdmci MOB byly prokazany druhy termofilmezofilni i
psychrofilni (TROTSENKO& KHMELENINA, 2005). Mezi psychrofilni MOB pétzastupci typu

| (GEBERT A KOL., 2003,2004), termofilni druhy jsou zastupci obou skupi®Bl Teploty
prostedi niz8i nez 10 °C a vysSi nez 40 °C maji za dékleryznamnou inhibici oxidace
metanu (GRISTOPHERSEN A KoL, 2000), pravdpodobré kvuali inhibici mezofilnich druli
(SEMRAU A KOL., 2010). Dale mze mikrobialni spok&enstvo ovlivnit typ vegetace, a to itap
prostednictvim kdenovych exsudéat Nagiklad jehlcnaté stromy vylduji svymi kaeny
monoterpeny, které inhibuji oxidaci atmosférickémetanu (BRKEN A koL., 2003). Ve
srovnani s opadavymi lesy je paktdach jehlénatych lef nizSi oxidace metanu (BRKEN A

KOL., 2003).

2.6.4 VLIV KONCENTRACE MEDI

DalSim faktorem ovlisiujicim metabolismus MOB je dostupnos&dn (MURRELL A
KOL., 2000). Tento prvek je seasti aktivniho mista obou enzgmsMMO i pMMO
(NGUYEN A KOL., 1994). Na dostupnosti ¢di zalezi exprese génpro sMMO a pMMO

(HANSON & HANSON, 1996). Pordr koncentrace #i a celkové biomasy tuwje, které geny
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budou exprimovany. Pokud je pémnizky, budou prawpodobri exprimovany geny pro
sMMO, pri vySSim pongru to budou geny pro pMMO EMRAU A KOL., 1995). OvSem mimo
laboratd@ nebyl dosud jednoziie¢ prokazan vztah mezi koncentractdna expresi genu pro

pMMO (KNAPP A KOL., 2007).

2.6.5 OVLIVNENI MOB PRITOMNOSTI SKOTU

Piada zimovist je specialni druh pastevnigy; vliv zvirat na @dni vlastnosti a tim i na
mikrobialni spoléenstvo je zde velmi vyrazny a probihd hlawzimeé (respektive od
podzimu do jara, po dobu cca 6¢sii). Krom¢ piimého a nefimého vlivu zviat se
samozejm¢ mize uplabovat i vliv stidani r@nich dob, tedy réni chod teploty a dalSich
charakteristik, jako v kazdé jinégt.

Zvysena koncentrace dusiku v zeliskych pidach ovliviuje aktivitu a abundanci
MOB, ale ne strukturu spalenstva MOB (MXFIELD A KOL ., 2008). Stav fidy na j&e a na
podzim se na zimovisti skotu liSi. Nagge v pidé prebytek Zivin z exkremeita mai skotu,
ktery zde pobyval dhem zimniho obdobi. Ziviny nebyly diky nizkym tegglm kshem
zimniho obdobi asimilovany a dochazelo jen k miritimu rozkladu gdni organickeé
hmoty. Na j#e s rostouci teplotou dochazi ke stimulaci dekongeozahromaghych
exkrement, zintenzivni se mnoho mikrobialnich proges dojde k aktivizaci mikrobialniho
spole&enstva. Na zkoumaném zimovisti skotu bkdda &chto jevi zdokumentovana,éetns
naristu denitrifik&ni a nitrifikatni aktivity a zvySeni emisi plynnych metabblit pidy
(SIMEK A KOL ., 20086).

Na aktivitu MOB maji zasadni vliv fyzikalni faktory difuze vzduchu vimé, obsah
jilovych ¢éastic a kompaktnostugy (TEMPLETON A KoL, 2006). Na zimovisti na nejvice

exponovanych lokalithch skot horni vrstvuidy kopyty kygi a provzdusuje, zatimco
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spodrjSi vrstvy pidy jsou utuZzovany. Na druhou stranu horni vrstidyge zde promichana
s vykaly. Tak se dotuly dostava organickd hmota, kterd na sebe vaze \@mhthazi k tvord

anaerobnich mikroprastdi a moznému snizeni abundance MOB.

2.7 POUZITE MOLEKULARNI METODY STUDIA SPOLECENSTVA MOB

Spoleenstva MOB se daji jako jind speéémstva charakterizovat na dvou zakladnich
arovnich - kvalitative a kvantitativié. Na zaklad dostupnych publikovanych informaci byly
pro &ely této prace zvoleny osi¥¢ené nejmoder)Si metody k ziskani relevantnich
kvantitativnich i kvalitativnich charakteristik dpéenstev MOB ve studovanycligach.

Pro vyzkum rozdil ve struktie spoléenstva MOB byla pouzita fingerprintova
technika DGGE (FIELLBIRKELAND A KOL., 2001),zaloZené na detekci rozdlil sekvencich
genupmoA (LIN A KOL., 2005; AIT-BENICHOU A KOL., 2009). Struktura spatenstva MOB
byla zkoumana také fingerprintovou technikou MFSAAVORMINA A KOL ., 2010)zaloZenou
na analyze délkového polymorfismimtergenové oblasti mezi genpmoC a pmoA
(TAVORMINA A KOL ., 2010,2011). Pro vyzkum abundance MOB typu | byla pougitoda
real-time PCR (KoLB A KoL., 2003).Pro detekci aktivnich bék MOB typu | a typu II,
stanoveni jejich vzdjemného pdm a stanoveni procentualniho zastoupeni MOB vosgii
prokaryontnim spotenstvu byla pouzita metoda CARD-FISHEERTHALER A KOL., 2002;
DEDYSH A KOL., 2003; KALLISTOVA A KOL ., 2007; EICKHORST & TIPPKOTTER, 2008). Timto
pristupem byly detekovany hky MOB pomoci taxonomicky specifickych prob vaziciee

na gen pro 16S rRNA.

! Denaturating Gradient Gel Electrophoresis

2 Monooxygenase Intergenic Spacer Analysis
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2.7.1 IzoLACE BAKTERIALNI DNA z pODY

Zakladnim pedpokladem aplikace molekulé&rhiologickych metod je izolace kvalitni
DNA bez gimeési jinych intracelularnich nebo extracelularnicbzelk. Metody izolace DNA
vyuzivaji rozdilné rozpustnosti biologickych makmlekul, adsorpce na pevny podklad nebo
ultracentrifugace v gradientnich roztocichafPUCEK & DOSKAR, 2005). Vzorky j@dy se
nejdiive homogenizuji a poté dochazi k lyzi Bkra naslednym krakm, které se liSi podle
pouzité metody.

Spolu s DNA jsou zjody ¢asto extrahovany ve vodné fazi také huminové latksré
interferuji @i detekci i nasledném vyuziti izolované DNA. Taimnkaminace rize napiklad
inhibovat cinnost Taq DNA polymerazy v pibéhu PCR. Pokud jsou huminové latk§zko
odstranitelné, je nutna purifikace DNA. Purifikad®lA byla v této praci provedena pomoci

komegniho kitu Wizzar@DNA Clean-Up System (Promega, USA).

« FENOL-CHLOROFORMOVA IZOLACE

Tato metoda je velmi roz&inda, relativd jednoducha a levna a poskytuje kvalitni
DNA o vysoké cistot (modifikace dle @IFFITS A KOL, 2000). Prvnim krokem je
homogenizace fjaniho vzorku v pufru (obsahuje tenzid dodecylsisadny, ktery rozpusti
burg¢nou stnu a plazmatickou membranu) v organickém roztokeggsfenolu, chloroformu
a izoamylalkoholu, kterd denaturuje a vysrazi bilkg). Ffi pH roztoku nad 7,6 je DNA
disociovana a istava ve vodné fazi, zatimco denaturované proteisyavaji v organické
frakci, ktera se oddi centrifugaci. Vodna faze jerggiSttna pomoci sisi chloroformu a
izoamylalkoholu (v/v 24:1), aby byly odstrary zbytky fenolu, ktery by mohl Zgobit
nezadouci denaturaci enz§mpii naslednych krocich. DNA je vysrazena ve

vysokomolekularnim polyetylenglykolu PEG-8000. SolisaZzené ve vodni f4zi se mohou
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srazet spolu s DNA, a proto je peleta DNA nastegromyta 70 % etanolem. Ten rozpusti
soli, ale DNA setrva i nadale vysrazena. Nasledy# separace centrifugaci a rehydratace
DNA v roztoku alkalického pufru TE (sfa Tris-HCI, pH 7,5 — 8,0) a inhibitoru nukleaz

(EDTA).

« IZOLACE DNA poMoci FASTDNA SPIN KIT FOR SoIL (Q-BIOGENE)

Vyhoda tohoto komeéniho kitu spdiva v rychlosti, opakovatelnosti a jednoduchosti
provedeni, a také neni nutné pouzivat jedovatylfarehloroform. | zde jsou prvnimi kroky
homogenizace, lyze bgk a precipitace protein Zasadnim rozdilem oprotigdesié metad
je pouziti ,binding matrix“, coz je mikroporézni mérana tvéena vysoce elektropozitivnim
hydrofobnim materialem, ktery ma schopnost na sékat zapor& nabité nukleové kyseliny
z roztoku v pitomnosti vysokych koncentraci soli. Vzorek je cémgovan a supernatant se
odstrani. DNA navazana na memhr&e promyje pufrem, ktery odstrani soli. Naskegn
DNA uvolnéna z vazby na membranu promytim vodou nebo TE pufrerostedi s nizkou

koncentraci soli.

2.7.2 DETEKCE A KVANTIFIKACE DNA

Ke zjis&ni koncentrace DNA je dZr¢ vyuzivana spektrofotometrie. Absorbance se
meti pii vinové délce 260 nm. Roztok dsDNA o koncentra@i jbjg/ml méa absorbanci 1.
Ovsem udaj ize byt pozminén piitomnosti proteifi ¢i fenolu v roztoku, navic tato metoda
neposkytne informace o integribNA.

DalSi moznosti je detekce a kvantifikace DNA pomgelové elektroforézy. V
elektrickém poli migruji nabité molekuly &stice smrem k op&né nabité elektrod (v
piipack DNA od katody k anag). Diky rozdilné velikosti a konformaci putuji méldy DNA

agardzovym gelem, ktery slouzi jako molekularri,sitznou rychlosti a jsou rozbbvany na
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jednotlivé fragmenty (prouzky; Wipad: izolované DNA je to cela Skala fragmént
Agarézovy gel je po separaci barven interkalmy fluorescentnim barvivem (roztok
ethidium bromidu). Produkty jsou viditelné pod UvEdem. Lze pouZit i modré stlo, které

nezpisobuje degradaci DNA.

2.7.3 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

PCR je metoda umagjici enzymatickou syntézu specifickych sekvenci ADhh
vitro, kterou zaved| Kary B. Mullis v roce 1985 (M.IS A KOL, 1986). Jedna se o relativn
jednoduchou, ale velmi ¢innou metodu amplifikace DNA vyuZivanou v molekualiar
biologii. Metoda je zaloZzena na zakladnim molekuil@r procesu v Zivych organismech — na
replikaci DNA (PANTUCEK & DOSKAR, 2005).

Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova syamtémbranych usekDNA ve snéru
5'- 3' diky ¢innosti DNA-dependentni polymerazy. Vybrané Usedgujohrarieny primery,
které se vazi na protilehliettzce DNA. Po pdani nukleotid a DNA-polymerazy pak
probiha syntéza novych vlaken na obou matricowgtizcich protismirné. K syntéze DNA
se pouzivaji termostabilni polymerazy izolovan@rmbfilnich mikroorganistin Nejastji
pouzivanou polymerazou jeaqDNA-polymeraza izolovana z organisnibhermus aquaticus.
Tato polymeraza odolava teplotanii pichz DNA denaturuje. Diky termostab#life mozne,
aby PCR probihala v opakujicich se cyklecaNRICEK & DOSKAR, 2005). Bhem €chto

cyklu se stidaji 3 kroky s odliSnymi teplotnimi naroky:

! Inkorporuje se do dvousroubovice DNA
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1. Denaturace - DNA se po dobu 20-30 sekundivzama teplotu 94-98 °C.iPtéto teplo
dochazi k rozruSeni vodikovych ustki v molekule dvouvlaknové DNA a kjejimu

rozvolreni. Vznika taksDNA.

2. Nasednuti primér- teplota se snizi na 50-65 °C, coZ umgé nasednuti primérna
specifickd mistasDNA. Na dvouvldknové Useky DNA-primer se vaze testabilni DNA

polymeraza.

3. Prodluzovani primér- teplota pouZzita v této fazi zavisi na pouzité ANolymeraze.
NejbéznejSi Tag DNA polymeraza ma optimum aktivityip/5-80 °C. V tomto kroku dochazi
k samotné syntéze DNA. Ve sm od 5' konce k 3' konci je syntetizovano viaknblAD

komplementarni k templatovému viaknu DNA. Vznikrak tkopie Useku templatové DNA

(¢ast genu, gen, klastr gén

2.7.4 NesTeED PCR

Tato modifikace klasické PCR vyuziva tzv.¢@dich a vnitnich primet a jeji
vyhodou je ¥tSi citlivost oproti klasické PCR ARTUCEK & DOSKAR, 2005). Nejdive je
pripravena amplifikéni smés s vrgjSimi primery. Takto vznikly produkt jefpnesen coby
templat do druhé amplifikai reakce, tentokrat s primery specifickymi pro\agici uvnit
templatu. Dvoustugovitost umoauje ndedini inhibitori, ale také s sebou nese riziko

kontaminace vzorku.

2.7.5 REAL TIME PCR

Metoda je zaloZena na principu na klasické PCRms rbzdilem, Ze termocykler
umoziuje kontinual®d monitorovat pirastky dsDNA béhem kazdého cyklu, kdeZto u klasické

PCR se detekuje az kamy produkt. Zakladni podminkou jegifmmnost fluorescaemiho
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substratu, ktery se vaZze na syntetizovadeDNA a Urover detekované fluorescence pak
odpovida mnozstvi nasyntetizované DNA:i Peal time PCR je mozZzné BupouZivat
standardy (komeéné dodavanédi pripravené pimo v laboratéi) o presr& znamém pétu
kopii sledovaného useku DNA nebo porovnavat pouzerky mezi sebou bez pouziti
standardu. Srovnanim s fluorescenci standardukjengané vypoéitat mnozstvi kopii daného

useku DNA ve vzorku.

2.7.6 DENATURACNI GRADIENTOVA GELOVA ELEKTROFOREZA (DGGE)

Metoda umotiiuje separacdsDNA v polyakrylamidovém gelu na zaklaadliSnosti
v sekvenci fragmentu DNA. V polyakryamidovém gekl yytvaen linearni denatuéai
gradient zaji&iny vzmnistajici koncentraci denatdrdch cinidel - formamidu a m&viny.
Dvouvlaknova DNA putuje rychlosti danou jeji moléwou hmotnosti az do doby, nez
vstoupi do técasti gelu, kde je takova koncentrace denghich latek, ktera zZjsobi
denaturaci dvouvlaknové DNA.¢&Bem denaturace nabyvaji stejdlouhé, ale sekveéné
odliSné useky, jinych konformaci, a tim maji romdil elektroforetickou pohyblivost. Diky
tomu Ize touto metodou odliit rozdil v sekvendi jediném nukleotiduCasténou (nikoliv
Uplnou) denaturaci zajigje tzv.,GC-svorka® (sekvence opakujicich se G baZi o velikosti
cca 40 nukleotid umiséna na 5' konci forward primeru). Touto metodou kEmalyzovat

fragmenty DNA dlouhé 150 — 1200 bpaPruCEK & DOSKAR, 2005).

2.7.7 CARD-FISH

Metoda FISH je cytogenetickhA metoda, kterou vyvinGhristoph Lengauer
(LENGAUER A KOL., 1992). Tato metoda byla velkymigbomem v mikrobiologii, protoze

umoziuje uckit bakterie bez nutnosti kultivace. Je pouzivanapbelomu 80. a 90. let
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(DELONG A KoL., 1990). PouzZivaji se ktomu fluores¢st znaené préby, které vysoce
specificky hybridizuji s cilovou sekvenci, kteraigedevsim molekula rRNA. Vyuzivaji se
konzervativni Useky genaim které jsou diky evoltnimu vyvoji pro jednotlivé skupiny
bakterii unikatni. Metoda FISH se ovSem potykaablgmem nedostateého signalu, hlawn
diky nedostéujicimu patu ribozomi. To byva zfisobeno nedostatkem Zivin a nizkétové
rychlosti (SSRASKRABOVA A KOL., 1996). Metoda CARD-FISH byla vyvinuta vylepSenim
detekce fluoresceéné znaenych bugk tak, Ze se nejive vysoce specificky navaze na dany
Uusek DNACI RNA préba a teprve na takto navazanou prébu sézsafluorescaetné znaieny

tyramid, ktery amplifikuje signal. Biky jsou poté pod mikroskopem vidit&|&i.

2.7.8 ANALYZA DELKOVEHO POLYMORFISMU INTERGENOVE OBLASTI
V OPERONU PRO MONOOXYGENAzU (MISA - MONOOXYGENASE

INTERGENIC SPACER ANALYSIS)

MOB maji v genetickém kodu pro metan monooxygendastr gefi pmoG pmoAa
pmoB (TAVORMINA A KOL ., 2008,2010,2011). Tento klastr maji také nitrifikai bakterie
(NORTON A KOL., 1996). Mezi geny jsou nekodujici oblasti, tzv. sggc- nekodujici
sekvence, které vykazuji délkovy polymorfismus.ichejdélka je rozdilna proftidy
Gammaproteobacteria Alphaproteobacteriaa dokonce i pro jednotlivé druhy AVORMINA

AKOL.,2010).
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3. METODIKA

3.1 POKUSNA LOKALITA A USPORADANI POKUSU

Pokusna lokalita se nachazi feghiti Sumavy v CHKO Blansky les, na upati
horského masivu Kleti, asi 10 kilom&tseverozapadnod Ceského Krumlova (48°52" N,
14°13" E). Lokalita je satasti ekofarmy Borova, ma vyinu 4 ha a lezi v nadnigké vysce
630 m. Od roku 1992 je vyuZzivana jako trvaly tragafost pro pastvu skotu a od roku 1994
funguje jako zimovi&t pro zhruba devadesatihlavé stado skotu zhrubadelibodtijna do
dubna ¥etré. Na lokalit byly vytyéeny 4 plochy (Obrazek 2) s odliSnou dobou zatiZzeni
dobytkem.

Na ploSe Sl (silna z&t) je pida nejvice zatizena, sHruSlapana skotem, vegetace
témsi chybi a svrchni jmda je promichana s vykaly. Na ploSe SR (regenerbygkkkot
naposledy fitomen na jge 2008 a fida se od té doby regeneruje zeszatshodné s plochou
Sl. Na plo3e Bl (z&najici silna zatz) je pada od zimy 2008-2009 zatizena skotem. Plocha
CO (bez zétze) slouZi jako kontrola.t®a na zimovisti je charakterizovana jako Haplic
Phaeozem (WRB; BICEK A KoOL., 2009). Vice podrobnosti o vyzkumné lokalize nalézt

Vv praci SMEK A KoL. (2006).
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Obrazek 2: Letecka fotografie vyzkumné lokality - zimowSskotu. Pokusné plochy jsou na
fotografii ohranéeny.

3.2 ODBERY VZORKU A UPRAVA VZORKU

V této diplomové praci byly pouzity k analyzam vizpz jara a z podzimu z let 2009 a
2010. Vzorky 1id byly odebrany 21. 4. 2009, tj. po zhruba 6sitnim pobytu skotu na
zimovisti, a 21. 10. 2009, tj. po asi 6-tEsitni letni regeneraci (v letnim obdobi se skot pase
na letnich pastvinach). V roce 2010 byly vzorky lmd@y 10.5. a 26.10. Vzorkyig byly
odebirany z vrstvy 0-15 cm. Z kazdé plochy (tzn.SR, Bl a CO) bylo odebrano 5 &snych
pudnich vzorki z ndhodg zvolenych mist, celkem tedy 20 vzarkKazdy smisny vzorek byl
ziskan smichanim 3 dith vzorki, které byly odebrany z mist vzdalenych od sebe

maximalré 1,5 m. Odebranétpni vzorky byly ihned po odibu piimo v terénu prosetyips
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sito s ptmérem ok 2 mm. Ziskanad homogenizovana frakce bylaama do polyetylenovych
s&ku a ¢ast byla ulozena do polyetylenovych zkumavekdr® vzorky byly tentyZ den
transportovany do labordt® a uloZzeny §i 4°C pro poteby mikrobialnich a chemickych
analyz a analyzu CARD-FISH.tuBni vzorky v polyetylenovych zkumavkach byly ulogen
pii teplo& -20°C pro pateby molekularg-biologickych analyz vychazejicich z izolackdpi

DNA.

3.3 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKY PUD

Zakladni mdni charakteristiky zkoumanych ploch na zimovidtots v Borové jsou
uvedeny v Tabulce 1.
Pida S| se v charakteristikach pH, obsah organickeéintiku (Cyg a uhlik

v mikrobialni biomase (&) signifikantré 1iSi od zbylych ploch. Pouze v charakteristice
celkovy dusik () se neliSi od plochy Bl. Kontrolnitida CO se také lisi od zbylych ploch, a
to v charakteristikach § a Gorg. V charakteristikach pH aq se nelisi od jdy SR. Rdy Bl
a SR se neliSi v charakteristikachiNCorg @ Gnic. Hodnoty pro charakteristiky &, Corg @ Gnic

klesaji ve srru SI>BI>SR>CO.
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Odbér

§ S BI SR co
=
(@]
(@]
=1
jaro 8,860,306 6,49+0,106 7,64+0,26 5,27+0,13
pH
(H,0) podzim 8,78+0,16 6,89+0,18 7,23+0,08 5,18+0,17
jaro 7.14+1 54 5,22+0,42 6,04+0,86 5,60+0,75
CIN i
podzim 5,05+0,81 4,93+0,72 5,65+1,46 7,60+2,25
jaro b
10,92+1,0% 8,18+1,3% 6,84+2.94 3,72+1,07
NtOt
i
[mgN/g] ~ Podem 10,64+1,07  822+2.18" 6.65+1,58 2.5240,77
jaro
782241930  42.80+7.28  39.60+1451  20,10+2.63
C:org
i
[mgClg] ~ POo%&M 5315¢6,22  39,64:+876 3601750  17,71+2.08
jaro 2017,60+299 81 823 46+138,55 759,08+239 58° 425,24+74.01
Cmic
i
[ugcrg)  PoeAmM 1312.99+147,65 722,93+203.07 701,36+125 4% 378.68+78 92

Tabulka 1: Padni charakteristiky z odiod z jara a podzimu roku 2009. V tabulce jsou uvedeny

pramérné hodnoty a s#modatné odchylky z 10 (pH, &N C/N) a z 15 (Gg @ Guic) opakovani. N

obsah celkového dusiku,.& obsah uhliku v organické foem Gy :

obsah mikrobialniho uhliku.

Signifikantni rozdily mezi fpdami @i p=0,05 (Tukey HSD test) jsou znazény riznymi pismeny.
(SIMEK A KOL ., nepublikovano).
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V Tabulce2 jsou uvedeny emise metanu, které bylyiany in situ na jae 2009.
Piada Sl vykazuje o ¥ad vySSi emise metanu nelida Bl. Na fidach SR a CO dochazelo

naopak ke spéebs metanu (zaporné hodnoty).

Emise metanu
Plocha
[ug C/h/m?]

Si 23727 + 10019

Bl 1995 + 937
SR -162 + 238
CO -32+79

Tabulka 2: Emise metanu z @ dne 21.4.2009. V tabulce jsou uvedenyinmné hodnoty a
snmérodatné odchylky, n=5. Hodnoty jsou zaokrouhleny o&lé jednotky. (MEK A KOL.,
nepublikovano)

V Tabulce 3 jsou uvedeny hodnoty suSirdy pro jednotlivé odéry a roky 2009 a
2010. Rda Sl se ve vSech ogliech liSi ve vlhkosti (susé) od pid SR a CO, odiuy Bl se

liSi pouze v obou odiech v roce 2010.

Odbér SI Bl SR CO

Jaro 2009 0,7482+0,0148% 0,7763+0,0221*" 0,8234+0,0415"° 0,8845+0,0088°
Podzim 2009 0,6961+0,0103% 0,7489+0,0258*" 0,7712+0,0258°  0,7327+0,0576*"
Jaro 2010 0,6973+0,0282% 0,8075+0,0100°  0,7791+0,0087°  0,8189+0,0198°

Podzim 2010 0,6789+0,0344® 0,7607+0,0300°  0,7793+0,0055"° 0,8299+0,0237°

Tabulka 3: SuSina pd z jednotlivych odéri. V tabulce jsou uvedeny {mérné hodnoty a
smeérodatné odchylky, n=20. Signifikantni rozdily mexidami @i p=0,05 (Tukey HSD test) jsou
znazorgny raznymi pismeny. (WEk, nepublikovano).
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3.4 STANOVENI STRUKTURY SPOLECENSTVA MOB v PASTEVNI PUDE

3.4.11IzoLAcCE DNA

DNA byla izolovana 2 metodami — fenol-chlorofornasovizolaci dle GIFFITS A KOL
(2000)a za pouziti komeniho kitu FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, Francie).
V obou pipadech byla DNA izolovana z 0,5 g vihkédy. Nejdive byla izolovana DNA
pouze ze vzork pad z ploch Bl a SlI. Bylo totiz nutné porovnat kwvaliziskanych
amplifikacnich produki a Was zachytit fitomnost pipadnych inhibitok real time PCR. Pro
izolaci DNA ze zbylych vzornk pro metodu DGGE byla zvolena metoda dRFBITS A KOL
(2000). Po otestovani dvou metod izolace pro metedl time PCR byla zvolena izolace
pomoci kitu FastDNA Spin Kit for Soil (Q-BlOgeng);otoZe vyEZzky izolace DNA poskytly

robustrgjSi a opakovatelné vysledky.

 FENOL-CHLOROFORMOVA IZOLACE DNA

Do Bio-101 Multimix 2 Matrix Tube (Qbiogene, Helderg, Germany) bylo navazeno
0.5 g vihké jidy (uskladgna @i -20 °C). K pidé bylo pridano 0.5 ml roztoku A (viz iflohy)
a 0.5 ml roztoku B (viz #ohy). Vzorky byly homogenizovany v homogenizéRagtPrep®-
24, MP Biomedicals, USA) po dobu 30 i$ pychlosti 5,5 m/s. Vzorky byly steny v
centrifuze (Eppendorf 5415R, USA) po dobu 10 mpiutrychlosti 16000xg p 4 °C. Vodni
faze byla penesena do mikrozkumavek (Gilson, Wisconsin) a biitano 0.5 ml roztoku C
(viz Prilohy). Vzorky byly centrifugovany 10 minutfipl6000 x g pi 4 °C. Byla odebrana
vodni faze a byl fidan 1 ml roztoku D (viz Rlohy). Vzorky byly promichany opatrnym

opakovanym otgenim dnem vziru a uloZzeny na 2 hodiny do ledu. Vzorky bylyéop
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centrifugovany 10 minutiprychlosti 16000 x g v 4 °C. Supernatant byl odstram Pelety
byla ponechana 10 minut schnouf faboratorni teplat (Ti,). Peleta byla po oschnuti
promyta 700 pl 70 % etanolem. Vzorky bylyg&omentrifugovany 10 minut ip rychlosti
16000xg pi 4°C. Supernatant byl odstr&am Peleta se nechala schnout v &aych
mikrozkumavkach dnem vahu po dobu 15 minutip Tio. Peleta byla resuspendovana v 50
ul TE pufru. Vzorky byly uloZenyies noc do 4 °C a poté pouzity a zamrazeny20 °C pro

dalSi pouziti.

3.4.2 HORIZONTALNI AGAROZOVA GELOVA ELEKTROFOREZA

Pro gelovou elektroforézu byl pouzit 1 % agarézaysl (Agarose Low EEO,
AppliChem, Nemecko) a 1x TAE pufr. Gelova elektroforéza prokahad pistroji APELEX
PS 304 Il minipac. Bylo naneseno 5 ul vzorku izalo DNA smichané s 1 ul 6x vkladaciho
pufru (MBI Fermentas, Litva). Spolu se vzorky byla gel naneseno 5 pl 1kb markeru
(Fermentas, 0.5 pug/ul). Elektroforéza probihalariut pri stalém nagti 100 V. Agar6zovy
gel byl barven 20 minut v roztoku ethidium bromalnasled# byl vizualizovan pod UV/VIS
swtlem a vyfotografovan (Vilber Lourmat, Francie). gélni snimky byly uloZeny ve

formatu TIF pro dalSi zpracovani.

3.4.3 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI KONCENTRACE DNA

Koncentrace izolované DNA byladgena na vertikalnim UV/VIS spektrofotometru
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) a vyhodn@eomoci softwaru dodaného s
piistrojem. Pro ré‘eni byl pouzit objem 1 pul DNA. Absorbance byl&tena i vinové délce
260 nm.
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3.4.4 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Pred samotnou ffipravou PCR mixu byl nejprve PCR box (UV4 PCR, Selas,
Velk& Britanie) na 20 minut vysvicen UV &lem. Pro sniZzeni mozné kontaminace byl pro
michani PCR pouzivan plastovy material certifikgvgoro PCR, tj. Sgky sfiltry a
zkumavky typu Eppendorf (Gilson, Wisconsin). Pogég¥ipraven ,master mix* (Tabulka 4)

z komponent pro PCR. Do 2Q0 tenkostnnych mikrozkumavek byl rozpipetovan ,master
mix“. DNA byla uchovana na ledu. Do kazdé mikrozlauky byl napipetovan fislusny
objem templatové DNA — pro vzorky z ploch COull a pro ostatni vzorky 2. Byla
pouzivana vzdy negativni kontrola bez templatoveADReakni snts byla kratce st@ena a
umistna do termocycleru (TGradient Thermo Cycler, BiaaetN¢mecko), na kterém byl
nastaven fislusny teplotni cyklus.

Po skokeni reakce byl PCR produkt detekovan pomoci geddeié&roforezy.
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Cilovy Délka

Primery Sekvence 5' — 3 Reference
gen produktu
A189f(1)*? GGI'GAC TGG GAC TTC TGG AIT-BENICHOU A
KoL. (2009)
pmoA 510 bp
mb661R_nd CCG GCG CAA CGT CT TAC C LIN AKOL. (2005)

ampifikacni podminky: 94 °C/5min; 15x 94 °C/30s, 62-55/30s, 72 °C/45s; 20x 94 °C/30s, 55 °C/30s
°Cl/45s; 72 °C/5min

master mix:1x DreamTagPdfrl,5mM MgCF, 0,2mM dNTP’s, 50ug B8A,5 ml DMSOQ,5 uM primery, 1U
Dream Taq polymeraZavysledny objem 50 pl

1 1 AIT-BENICHOU A
A189f (1) GGIFGAC TGG GAC TTC TGG

pmoA/ KoL. (2009)
525 bp
amoA HOLMES A KOL.
A682r GAA S°GC NGA GAA GAA SGC (1995)

ampifikacni podminky: 94 °C/5min; 20x 94 °C/30s, 64-54/3Qs, 72 °C/31s; 10x 94 °C/30s, 54 °C/30s
°C/31s; 72 °C/5min

master mix: 1x DreamTagPadfrl,5mM MgCF, 0,2mM dNTP’s, 5ug BSAL,25ml DMSO, 0,5 pM primery,25
U Dream Taq polymeraZavysledny objem 25 pl

FJELLBIRKELAND A
KoL. (2001)

f325-GC TGG GGY'TGG ACC TAY TTC C

pmoA 358 bp
FJELLBIRKELAND A

KOL. (2001)

r643 CCG GCRCRA CGT CCTTACC

ampifika’ni podminky: 94 °C/5min; 30x 95 °C/30s, 55 °C/3&s;C/30s; 72 °C/5min

master mix: 1x DreamTaqPuafrl,5mM MgCF, 0,2mM dNTP’s, 20ug B8£0,5 uM primery, 2,5 U Dream T
polymeraz3 vysledny objem 50 pl

Tabulka 4: *inosin; > GC-svorka pro DGGE 5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGREEGCG

GGG GCA CGG GGG G-3' (A-BENICHOU A KOL., 2009);* nedegenerovany primettouch down —
v kaZzdém cyklu byla teplota sniZzena o 0,5 *Germentas® G nebo C; GC-svorka 5'- CGC CCG
CCG CGC CcCcCc GCG ccec GTCc cece ces ceceea ccce é@‘nebo T?Anebo G
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V literatue je uvedeno vice sad prindgrouzitych pro amplifikaci genpmoA(HoRrz
A KOL., 2005; BOURNE A KoL, 2001). Hbrz A KOL. (2005) zjistili pomoci sekvenace
klonovych knihoven, Zeippouziti PCR s primery A189f/A682r dochazi takérkplifikaci
genu amoA a @i pouziti primefi A189f/mb661R dochazi k amplifikaci nespecifickych
produkfi. Tyto nezadouci produkty se jim pdiia odstranit pomoci nested PCR. PouZila
jsem kombinaci postuip podle BELLBIRKELAND A KOL. (2001) a AIT-BENICHOU A KOL.
(2009). Ri pouziti primetfi A189()/ mb661R_nd se neilla amplifikace a proto byl zvolen
piistup pomoci nested PCR za pouziti kombinace ptirA@B89f(1)/A682r, které amplifikuji
také genamoAa nasled#é byla pouzita PCR se dma sadami vySe uvedenych pririner
A189()GC/mb661R_nd a f325GC/r643. Tyto sady prim@z amplifikuji pouze pmoA

Nested PCR poskytly kvalitni produkty a vzorky byh@zné analyzovat pomoci DGGE.

3.4.5 DENATURACNI GRADIENTOVA GELOVA ELEKTROFOREZA (DGGE)

* PRIPRAVA DENATURACNICH POLYAKRYLAMIDOVYCH GELU

Byla sestavena aparatura a kazeta ze skla a nilazatle navodu vyrobce. Podle
Tabulky 11 byly namichany zasobni roztoky denatuiranpoté byly tyto smichany podle
zvoleného gradientu (nBp35 % pro roztok s nizkou koncentraci denaturant60% pro
roztok s vysokou koncentraci denatutdnV digestdi se k roztokm pridalo 12 ul TEMEDu
(N,N,N',N'-tetrametyl-etan-1,2-diamine, Serva). Obsah zkumask promichal ot@®nim
dnem vzliru. Poté seifdalo 70 pl 20 % APS (amonium persulfat; uchovagéin20 °C).
Nyni zane gel polymerovat a je nezbytné pracovat rychle.vi®jSiho valce z&izeni pro
vytvoreni gradientu se nalije roztok s nizkym obsahenateant, otewe se kohout a necha
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se odtéci pouze tolik roztoku, aby byl vy#a vzduch ze spojovaciho prostoru valgoté se
kohout uzaie. Poté se ziskany roztok pomoci pipatyrnese z§t do druhého valce. Nyni se
nalije roztok svysokym obsahem denatutamto vnitniho valce, postugn se zapne
magnetické michadlo tak, aby nevznikal vir, zapm@eyistalticka pumpa a otevse kohout
mezi vélci. Gel byl nalit rychlosti 5ml/minutu. Raliti se gel pevrstvi 2 ml destilované
vody. Gel se necha polymerovat 120 minut. Po zttilegi voda odsaje pomoci filtr@iho
papiru a na gel se pipetou nanese nanaseci gelengan se vytvid pomoci bliebinku jamky.
Ten se necha polymerovat 20 minut. Kazeta s gelenvigzi do elektroforetické vany
naplrené 1x TAE pufrem, ktery bylipdeltaty na 60 °C. Nyni je gelifpraven k naneseni

vzorki. Napgsti na gistroji bylo vZzdy nastaveno na 100 V po dobu 16imod

 BARVENI A DOKUMENTACE POLYAKRYLAMIDOVYCH GELU

Gel byl barven pomoci interka&laiho barviva SYBR Green | (Lonza, USA) po dobu
jedné hodiny (15 ml 1x TAE pufru + 2 pl SYBRGreeBhimek byl zdokumentovan pomoci
Photo-Doc systému (Vilber Lourmat, Francie) a obkdmpraven v elektronické podola
ulozen ve formatu TIFF (Picture Manager, Micros@fffice). Nasleda byla provedena
analyza fingerprintu DNA pomoci softwaru GelComplagApplied Math, Belgie). Analyza

v s

byla provedena pomoci Pearsonovy korelace, kteri@uje intenzitu produkt Cim silngjsi
spol&enstvo kvalitativl i semi-kvantitativé. Dale bylo spoléenstvo analyzovdno pomoci
Jaccardovy korelace, ktera seskupuje vzorky na @qiitomnosti/nefitomnosti produkt.
Korelace byly pouzity spolu s klastrovacimi metoddsiPGMA a Ward. Vzorky DGGE
fingerprinti byly postupg analyzovany d&mito riznymi metodami a vysledky byly

porovnany.
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* OPTIMALIZACNI PROCES PRO METODU DGGE

* Experiment 1
Byla pouzita metoda nested PCR sprimery A18¥a@®2r a A189f(l)-
GC/mb661R_nd. Po kazdé PCR byly zkontrolovany pkodwa bylo testovano &kolik
koncentraci templatové DNA pro kazdy vzorek. DNAabedna do prvni PCR v rozmezi
1/2-1/64 a do druhé PCR v péra 1/10, 1/50 (v fipadt pady CO nebyla DNA z prvni PCR
fe€na). Fragmenty byly separovany na 6,5 %-tnim akmdavém gelu. Denatutai
gradient byl zvolen v rozpi od 35 % do 80 % obsahu denatutar®ylo naneseno 10 pl
vzorku pro @dy BI, SI a SR a 5 pl vkladaciho pufru, prédp CO 20 pl vzorku 5yl
vkladaciho pufru.Zavér. Gradient denatutaich ¢inidel byl Siroky a jednotlivé prouzky
nebyly dolie separovaneé.
* Experiment 2
Byla pouzita metoda nested PCR s primery A18¥a¥2r. Ziskané produkty byly
poté pouzity pro dvodliSné PCR: a) A189f(1)-GC/mb661R_nd, b) f325@3a8. Fragmenty
byly separovany na 6,5 %-tnim akrylamidovém gelien&uréni gradient byl zvolen
v rozpti od 40 % do 65 % a na gely bylo naneseno 5 utkez¢vzorky Bl a CO) a 3ul
vkladaciho pufru.
Zavér: Vice prouzk a jejich lepSi separace bylaiadem pro pouziti sady primerb)
f325GC/r643 pro dalSi praci.
» Experiment 3
Byla pouzita metoda nested PCR sprimery A18%@®2r a f325GC/r643.
Fragmenty byly separovany na 8 %-tnim akrylamidovgeiu. Denaturgni gradient byl
zvolen od 45 % do 75 %. Z tohoto polyakrylamidovésbu bylo vyiznuto 7 prouzk (ze

vzorki CO a Sl). Prouzky gelu bylyitgneseny do mikrozkumavek, proplachnuty 50 pl
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sterilni MilliQ vody. Poté jsemijdala 20 ul sterilni MilliQ vody, vloZila na 30 mibdo -20
°C, poté rozdrtila viezy gelu a vlozila do -4 °Cies noc. DNA se takto eluovala do vody.
Pro amplifikaci jsem vzdy pouzila 2 pl vzorku DNB&t z nich bylo po amplifikaci pomoci
primeit f325GC/r643 pouzito jako markery v Experimentu 4.
* Experiment 4

Byla pouzita metoda nested PCR s primery A18¥a¥2r a f325GC/r643. Produkty
PCR byly ged nanesenim na getepistény za pouziti komeéniho kitu (GenElute™ PCR
DNA Purification Kit, Sigma-Aldrich, USA). Naslednbyla zn&tena koncentrace PCR
produkfi za pouziti pistroje Nanodrop 2000. Fragmenty byly separovany8ngo-tnim
akrylamidovém gelu, byl pouzit 1x TAE a denatumiagradient od 45 % do 75 %. Na gel bylo

nasledg naneseno vzdy 150 ng DNA. Vysledky experimentu jgeedeny v kapitole 4.1.

3.4.6 ANALYZA DELKOVEHO POLYMORFISMU INTERGENOVE OBLASTI
V OPERONU PRO MONOOXYGENAzU (MISA - MONOOXYGENASE

INTERGENIC SPACER ANALYSIS)

MOB maji v genetickém koédu pro metan monooxygendastr gefi pmoC pmoAa
pmoB (TAVORMINA A KOL., 2011). Mezi geny jsou nekddujici oblasti, tzv. sgc-
nekodujici sekvence, které vykazuji délkovy polyfisonus. Jejich délka je rozdilna pro
Gammaproteobacteria Alphaproteobacteria jednotlivé kultivovatelné druhy se [isi v délce
intergenové oblasti @VORMINA A KOL., 2010). V praci RVORMINA A KOL. (2010) byly
nejdiive ukeny sekvencegpmoC a pmoA a poté byly navrzeny primery na amplifikaci
intergenové oblasti. Byly pouzity primery spacerg®@606f a spacer pmoAl89r a

v navazujici PCR reakci byly pouZzity primery spa@noC626f a spacer_pmoA189r. Tento
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postup byl modifikovan s vyuZzitim primeru spacergét91r v prvni PCR v souladu

s osobnim dopotienim autorky (RVORMINA, osobni s&eni), za delem snizit mnozstvi

amplifikovanych sekvenci pochazejicich z nitrifikich bakterii. Primer spacer_pmoA191r
amplifikuje pouze MOB, kdezto primer spacer pmoAl88iZze UspSne nasedat i na

sekvenci genamoAnitrifika¢nich bakterii.

Nejdiive bylo optimalizovano mnoZstvi templatu DNA provii PCR. Bylo
vyzkouSeno mnozstvi 50 ng, 25 ng a 10 fgoalni templatové DNA zid SI, SR, Bl a CO
odebranych na fa roku 2009. NejlepSich vysleitlkylo dosazeno ip mnoZstvi 10 ng
templatové DNA. Tato koncentrace templatové DNAalybuzita pro dalSi postup. Poté byl
namichan ,master mix“ pro prvni PCR reakci (Tabula Produkty z této reakce byly
naedny tak, Zze 10 pl produktu bylofigano k 40 pl sterilni MilliQ vody (MilliQ voda
sterilizovand v autoklavu (Tuttnauer 5075 ELCV, &talsko) pi 120 °C, po dobu 20 minut).
Naredtné produkty byly pouzity jako templat pro druhoakei PCR (podminky amplifikace
i sloZeni ,master mixu“ jsou uvedeny v Tabulce BodRkty ziskané z druhé PCR byly
analyzovany pomoci agardzové gelové elektroforézy% agar6zovy gel, TopVision,
Fermentas). Bylo nastaveno &Hpl00 V a elektroforéza probihala 90 minut. Jakarkar
molekulovych vah byl pouzit 100 bp vnaSeci pufrr(fentas, Litva). Gel byl nasleédibarven
v roztoku ethidium bromidu po dobu 20 minut.

Metoda bude déle aplikovana pracovniky UPB prokufiz MOB spoléenstva a
amplifikované cilové intergenoveé oblasti budou gmavany pomoci kapilarni elektroforézy

pro zjis€ni presné délky sekvenci adeni druhového slozeni spdénstva.
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Primery Sekvence 5 — 3’ Reference

MISA |  spacer_pmoC606f GGG GYC AYR CBT TCTTAVORMINA A KOL .
GGT (2010)

spacer_pmoA191r CCA RAA RTC CCA RTCIAVORMINA, USTNi
NC SDELENI

amplifikacni podminky: 94 °C/3min, 20 x 95 °C/30s, 52 °C/42s;C/30s, 72 °C/5min

master mix: 1x DreamTaqPdfr2,5mM MgGt, 0,04mM dNTP’s, 0,5 uM spacery ,4 ul [Q-
solution, 0,5 U Dream Taq polymerdzaysledny objem 20 pl

MISA Il  spacer_pmoC626f* RCB TTC TGG TKB ATGTAVORMINA AKOL .
GAA GA (2010)

spacer_pmoA191r CCA RAA RTC CCA RTCITAVORMINA, USTNi
NC SDELENI

amplifikacni podminky: 94 °C/3min, 5 x 95 °C/1min, 52 °C/1mig °C/1min; 20 x 9%
°C/1min, 48 °C/1min, 72 °C/1min, 72 °C/5min

master mix: 1x DreamTaqPufr2,5mM MgGCH, 0,04mM dNTP’s, 0,5 uM spacery , 4 pl Q-
solution, 0,5 U Dream Taq polymerdzaysledny objem 20 pl

Tabulka 5: Primery, amplifikéni podminky a master mixy pouZzité pro metodu Mi$A&ermentas
(Litva)

3.4.7 STANOVENI RELATIVNI CETNOSTI AEROBNICH METANOTROFNICH

BAKTERII poMoci METODY CARD-FISH

Postup pouzity v této studii vychazel z protdkdteré byly popsanyERNTHALEREM
A KOL. (2002)pro mdské bakterie, EKHORSTEM & TIPPKOTTEREM (2008) pro fidni bakterie

a podle KALLISTOVE A KoOL. (2007)aDEDYSH A KOL. (2003) pro MOB v fide.
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Pred zpracovanim byly vzorkyad vytemperovany na laboratorni teplotu. Navazka 5
g pady byla rozmichana v 45 ml sterilniho roztoku 0,1lh#xametafosfotmanu sodného.
Vzorek byl sonifikovan 4 minuty v ultrazvukové lazth ml suspenze byliedtn 9 ml sterilni
MilliQ vody aZ dotedéni 10*. Do filtrasni aparatury s vloZzenym sterilnim polykarbonatovym
filtrem (velikost poti 0,2 um, pimér filtru 47 mm, GE Water & Process Technologies AYS
byly pfidany 4 ml suspenze a 200 ul formaldehydu, po Ifutdch byl obsahipfiltrovan.
Filtr byl oplachnut 2 ml 1x PBS (fosfatem pufrovafygiologicky roztok). UsuSeny filtr byl

uchovavéan p -20 °C pro dalSi pouziti.

Fixace burek v agaréze:Polykarbonatovy filtr s fefiltrovanym vzorkem byl porien do
pripraveného roztoku 0,2 % agardzy (Invitrogen Likchinologies, USA) a ususennami
nahoru v hybridizéni peci (35 °C, 30 min). Filtr byl dehydratovan & % etanolu (1min,
Tiab)-

Permeabilizace Bunééné sény byly permeabilizovany roztokem lysozymu v hyirani
peci @ 37 °C po dobu 60 minut. Poté byl filtr omyt v KM@ vode (1min, Tap), VloZen do
roztoku achromopeptidazy a inkubovan v hybrididepeci @i 37 °C po dobu 30 minut. Filtr
byl poté omyt v MilliQ vo@ (1min, Tap), inkubovan g Tiap 10 minut v 0,01 M HCI, oft
omyt v MilliQ vodé (1min, Tap) a nakonec byl dehydratovan v 96 % etanolu (1Mig).
Hybridizace: K hybridizaci byly pouZzity oligonukleotidové prébgnatené na 5° konci
enzymem kenovou peroxiddzou (ThermoFisher Scientificemécko) pro amplifikaci
fluorescekniho signélu. Pro detekci MOB typu | (ekvimolarmiés prob M84 a My705;
Tabulka 6) byl pouzit formamid o koncentraci 20 9v) a pro prébu M450 (MOB typ II)
byl pouzit formamid o koncentraci 30 % (v/v) v highzacnim roztoku.Filtr byl nafezan na

vysee (8 vyseéi na jeden filtr), které byly vioZzenylo reakni zkumavky se 400 ul
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hybridizatniho pufru a 4 pl proby (50 ng/ul). Zkumavka s wgsei byla vioZzena do
hybridizatni pece (120 min, 35 °C). Po uplynuti inkubace byggee vioZzeny do praciho
pufru a inkubovany (10 min, 37 °C). Poté byl praafr odfiltrovan ges Goochv kelimek a

vysete byly promyvany 1x PBS (15minj).

Préba Sekvence 5'-3' Cilové misto 16S rRNA Cilova skuping
My84 CCACTCGTCAGCGCCCGA 84-103 MOB typu |
My705 CTGGTGTTCCTTCAGATC 705-724 MOB typu |
Mad450 ATCCAGGTACCGTCATTATC 450-470 MOB typu Il

Tabulka 6: Sekvence pouZzitych préb a jejich cilové mistoKideLISTOVA A KoL . (2007).

Amplifikace fluoresce@niho signalu: Do reakni zkumavky bylo fidano 400 ul
amplifika¢niho roztoku a do & byly ponaeny vysée. Zkumavka s vysemi byla vloZzena
do hybridiz&ni pece a za pomalého &#i byla inkubovana ve (10 minut,37 °C).Poté
byly vys&e promyvany v 1x PBS (15 minut;yd), v Milli-Q vodé (1 min, Tap) @ v 96 %
etanolu (1min, k). Béhem €chto kroki bylo zabratno pimému dopadu sludeiho sétla
na vysee.

Barveni prokaryotnich buék v DAPI: V piipravené srési oleje s DAPI (4',6-diamidino-2-
fenylindol, finalni koncentrace 5 pg / ml) byly n&rany jednotlivé vys&e. Z obarvenych
vyse&ii byly zhotoveny preparaty, které bylo mozno ihpedorovat pod mikroskopem nebo

uskladnit i -20 °C k pozdjSimu vyhodnoceni.

! pozice E.coli

39



Vyhodnoceni K detekci busk byl pouzit epifluorescami mikroskop Olympus BX 60.
Bunky byly patitany na 100 nadhodrnvybranych polich filtru (miniméka vSak bylo s&eno

500 burtk obarvenych v DAPI). Pro vzorky z jara 2009 byloyedeno 1 &tani, pro vzorky
z podzimu 2009 byla provedena &iténi kwili zjiSténi rozdili pri poc¢itani. Sitani bylo

provedeno na stejnych vydeh, nikoliv kazdé &tani na jiné vys&. Relativni zastoupeni
MOB typu | a typu Il bylo weno jako porér hybridizovanych buék k pattu vSech

prokaryotnich bugk obarvenych DAPI. Pomociigpaitu byly také vypeitany absolutni
hodnoty p@etnosti hybridizovanych bghk ve vihké @deé, pog. v suSir:

[(1/(obsah fdy ve vyseéi/(plocha vysée/celkova plocha poli)) x get burgk v polich] x

(suSina/100).

3.4.8 STANOVENI ABUNDANCE SPOLECENSTVA MOB POMOCI METODY REAL

TIME PCR

Metoda je zaloZzena na principu klasické PCR s tomdilem, Ze termocykler
umoziuje kontinuald monitorovat pirastky dsDNA béhem kazdého cyklu, kdeZto u klasické
PCR se detekuje az kamg produkt. Zakladni podminkou jefiftpmnost fluorescemiho
substratu, ktery se vaZze na syntetizovadeDNA a Urover detekované fluorescence pak
odpovida mnozstvi templatové DNA.

Real time PCR byla pouzita pro kvantifikaci gggmaoAu MOB typu | (KOLB A KOL.,
2003). Jelikoz MOB jsou obti#Zn kultivovatelné bakterie a nebylo mozné ziskat
chromozomalni DNA pro dely standardu amplifikace a kvantifikace, museings pouZit
nasledovny postup: standard byl vyiteo klonovanim genpmoAamplifikovaného z fidni
DNA a vloZeného do vektoru vhodného k transformaaitk Escherichia colia nasled&

k selekci pozitivnich transformantPodrobny postup je popsan dale.
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» PRIPRAVA STANDARDU PRO REAL TIME PCR
* Ligace
Do linearizovaného plazmidu pER 1 (TA Cloning kit, Invitrogen, USA) byl vnesen
fragment genu amplifikovaného pomoci prifnek189f(I)-mb661R_nd pomoci ligace T4
DNA ligazou s vyuzitim T/A pesali na 3' konci (produkt PCR ma Agsahy a vektor ma T
piesahy). Ligani reakce prokhla pi 14 °C ges noc v termocykleru. SlozZeni lige snesi: 6
il PCR produktu; 1 pl 10x ligai pufr (Biolabs, USA); 3 pl pCR2.1 vektoru; 1 pl T4 DNA

ligaza (BioTech(CR).

* Transformace

Vektor byl vnesen do bek E. coli (TOP 10E. coli, Invitrogen, USA). Bidky byly
uchovavany p — 80 °C a rozmrazovany vzdy na ledu, aby nedk3&jich poskozeni. K 25
pul burgk E. coli bylo pridano 1,5 pl ligani snesi. Transformace preébla tzv. ,heat-
shockem* (pi teplot 42 °C po dobu 30s). Rekonvalescenceckyrobzhla ve 250 pul SOC
média pi teplot 37 °C aitepani o rychlosti 180 rpm po dobu jedné hodinyéRyly kultury
vysety na Petriho misky s LB agarem (viZléhy), ktery byl doplgn o 40 pl kanamycinu (50
mg/ml) a 40 pl X-Gdl (40 mg/ml) (Promega, USA) a 40 pl IPT®3,83 mg/ml) (Schine
Gene, China). Selekce pozitivnich transformaptobehla po inkubaci na zakladmodro-
bilého zabarveni (bilé kolonie obsahuji inzert, rdddblonie jsou plazmidy bez inzertu). Bilé
kolonie byly greneseny do 5 ml tekutého selektivniho LB média Rrilohy) s gidavkem 40
pl (50 mg/ml) kanamycinu. Kultury ségs noc inkubovaly v selektivnim kultis@im médiu

pii 37 °C a rychlostiiepani 225 rpm.

!5-bromo-4-chloro-3-indolyl- beta-D-galactopyrangsitsopropylf-D-thio-galactosid
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Z bilych kolonii byly izolovany plazmidy affpomnost inzertu byla @ena pomoci
vyStpeni fragmentu z plazmidu enzymeBctdR| (Fermentas, Litva) a pomoci zjif
sekvence nukleotid v plazmidu sekvenovanim a jejich porovnanim sliigbpgibuznymi

sekvencemi v databazi Pubmed (http://www.ncbi.nimgov/pubmed)/).

» Priprava glycerolovych konzerv a izolace plazmidové DA

Bylo odebrano 700 pul tekuté kultury inkubovartéspnoc a fpdano 300 pl glycerolu;
tyto glycerolové konzervy byly uloZzenyiip-80 °C. Pro izolaci plazmidové DNA byly
odebrany 3 ml kultury do plastové Falkonovy zkumavkale bylo postupovano podle
navodu vyrobce komenmiho kitu NucleoSpifiPlasmid (Macherey-Nagel, dhecko).
Principem je uvolani plazmidové DNA z bitky, vysrazeni lyzatu, navazani DNA na
silikatovou kolonku a proplachnuti vzorku pufrentery odstrani soli, metabolity a rozpustné
burgcné makromolekuly. Poslednim krokem je eluce DNAydikfru s nizkou iontovou silou

(5 mM Tris-HCI, pH 8,5).

«  Stépeni plazmidové DNA
Byl namichdn ,master mix“ (Tabulka 7) v i@ai MilliQ voda, pufr, enzym.
Mikrozkumavky s touto sisi byly vloZzeny do ledu a byla rozpipetovana plakméa DNA.

Smes byla kratce promichana (vortex),&na a byla inkubovandi@B87 °C po dobu 3 hodin.
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Komponenta Objem (ul)

plazmidova DNA 5 ul
10 x pufr Tango Yellow 4 ul
enzym EcoRi 1pl
MilliQ voda 10 pl

Tabulka 7:! rozpoznavaci misto 5'-3': ATTC, 3'-5: CTTAA1G

* Priprava standardni kiivky pro absolutni kvantifikaci pomoci real time PCR

Nejdrive byla zngrena koncentrace DNA v plazmidu (standardu) a vigrop@et kopii genu
na 1 pl podle nasledujiciho vztahu:

koncentrace plazmidové DNA [g/ul] * 6,022*0
délka molekuly plazmidu [bp] * molarni hmotnosibg [g/mol]

Vypostem bylo zjistno, 7e 1pl plazmidové DNA obsahuje 8,35*3&opii genu
pmMoA Z tohoto roztoku bylo vyty@no 10ti-nasobné sériowédni az do koncentrace 8,35
kopii genupmoAul.

Amplifika¢ni reakce pro PCR obsahovala 10 pl gMixu (FastSfaiversal SYBR
Green Master, Roche,¢iecko); 1,4 pl 10 uM primeru A189f(1) (5’-GGN GAGGIG GAC
TTC TGG-3'; HOLMES A KOL., 1995) a mb601R_nd (5'-ACR TAG TGG TAA CCT TGY
AA-3‘; KOoLB A KoOL., 2003) dopldno PCR vodou do 18 pl. Nakonec byladano 2 pl
templatové DNA. Podminky reakce byly nasleduji&i°€/5 min, 15 x 95 °C/25s, touchdown

63,5-56,5 °C/20s, 72 °C/45s, 20 x 95 °C/25s, 5206/ 72 °C/45s,ikvka tani: 95-60-90 °C.

43



* KVANTIFIKACE DNA METODOU REAL TIME PCR

Kvantifikace byla provedena ve vzorcichdpze stanovis CO1-3 a SlI1-3. Nejprve
bylo vyzkouSenaedini ke stanoveni inhibice real time PCR. Byigpmvenaredni DNA
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 a 1:256. rorky CO bylo zvolendgedni 1:16 a pro
pudu Sltedni 1:64. V tchto feddnich nedochézelo k inhibici reakce. Podobny vydtede
zaznamenali také GWE A KoL., (2010), kté& se zbavili inhibinich gimési z kitu viedeni.
Také byly testovany vzorky DNA ziskané &va rfiznymi zpisoby izolace. Zadanych
produkti bylo dosazeno se vzorky DNA izolovanymi kitem B4$8 Spin Kit for Soil (Q-
Biogene). Tyto vzorky byly dale pouzity pro kvaiki#ci DNA ve vzorcich id CO a Sl
z jara a podzimu roku 2010. Kazdy vzorek byl analgn ve dvou opakovanich, st&jrak i
standardy. Byly pouzity 2 negativni kontroly. Sasti kazdé reakce byla analyz@vky tani,
kterd slouzila pro kontrolu kvality vznikajicich qotukti. Délka a kvalita amplifikénich
produkfi byla nasled& ovéiena pomoci gelové elektroforézy.

Patet kopii genupmoA ktery byl ziskan pro kazdy vzorek bytepaiitdn na gram
suché fAdy, byly vypaitany paméry a snérodatné odchylky. Dale bylo odhadnuto, kolik
burgk MOB se vyskytuje na gram suchédy, a to za fedpokladu, Ze na genom jedné MOB

piipadaji 2 kopie genpmoA(LIEBERMAN & ROSENZWEIG 2005)

3.4.9 STATISTICKA ANALYZA

Vysledky byly analyzovany v programu Statistika ,G#&rze 9. VSechna data byla
analyzovana pomoci obecnych linearnich mibdslpouzitim meziskupinové hierarchie
(ANOVA) a plr¢ faktoridlnich vztah. Statistickd pikaznost pak byla zji®vana pomoci

Tukeyho post-hoc testu.
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4. VYSLEDKY

4.1 ANALYZA ROzDIiLU DIVERSITY METANOTROFNICH SPOLECENSTEV

METODOU DGGE

Metodou DGGE byla analyzovana sp@estva MOB pouze z jarnich a#th z roku
2009. Bylo uspsre analyzovano 16 vzotkDNA, izolované dle protokolu &FFITHS A KOL
(2000). U vzork SR 3-5 nebyly na polyakrylamidovém gelu znatel@éirné produkty a
vzorek COl1 se neztlo amplifikovat pomoci nested PCR a nebyl nanes®nm
polyakrylamidovy gel.

Koncentrace vSech vzarkjsou uvedeny v Tabulce 8. Koncentrace DNA se

pohybovala v rozmezi od 11,2 ng/ul do 47,9 ng/ul.

Koncentrace pug DNA/
Vzorek
DNA [ng/pl] g suché p ady
Bl1 47,9 3,72
BI2 45,8 3,56
BI3 23,0 1,79
Bl4 31,6 2,45
BI5 19,5 1,51
CO2 25,2 2,23
Cos3 36,4 3,22
CO4 23,7 2,10
CO5 15,3 1,35
Sli1 43,8 3,28
SI2 32,5 2,43
SI3 17,8 1,33
Sl4 40,5 3,03
SI5 39,2 2,93
SR1 11,2 0,92
SR2 13,7 1,13
SR3 16,5 1,36
SR4 16,2 1,33
SR5 39,5 3,25

Tabulka 8: Koncentrace DNA po druhé PCR a p@jisteni komeenim kitem Sigma-Aldrich®, USA.
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Hodnoty pro mnozstvi DNA na gram suchéyp se pohybovaly od 0,92 do 3,72 ug.
Jako vijSi standardy byly do analyzy zahrnuty standatigio 2 a 4 (Obrazek 3). Slouzily ke
kalibraci gelu ped analyzou.

1 2 BI1 BI2 BI3 BI4 BI5 COz2CO3CO0O«C053 SI1 SI2 SI3 Sl4 SI5 SR1SR2 SR3 SR4 SR57
1 1 | I ' ' 1 |

Obrazek 3: Fotografie vysledného polyakrylamidového gelu. \kgooznaené 1, 2, 3, 4 a 7 jsou
standardy.

U vzorki CO2-5 a vzorku BI5 byly jednotlivé prouzky SpatmzeznatelnéQbrazek
3). U vzorku BI3 byl znatelny pouze 1 prouzek, avidice sla. U ostatnich vzork se
poddilo ziskat relativé dolre oddlené prouzky. Fotografie tohoto gelu byla pouZita p
analyzu ziskaného fingerprintu pomoci softwaru @et@ar Il. Jednotlivé prouzky byly pro

Gcely analyzy oznéeny manudlé.
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Vysledek prvni analyzy, zalozené na intehzitouzki, je zobrazen na Obrazku 4
Vznikly 3 skupiny. Skupina vzotkSR1, SR2 a SI3. Druh&tev se dli na 2 skupiny. Jednu
tvori vzorky Sl1, SI2, Sl4, SI5 a BI3. Druhou skupinoif vzorky Bl1, BI2, Bl4, BI5S a CO2-

5. Vzorky se shlukem prouiikkteré nelze rozeznat, vykazuji vysokou podobnost.

-in

Obrazek 4: Analyza na zékladlintenzity prouzi (Pearsonova korelace) a pomoci klastrovaci metody
Ward. Podobnost v % je uvedena na ose.

Na Obrazku 5 jsou vysledky analyz zaloZenych ifi@mmnosti/nefitomnosti prouz.
Zde vznikly 4 tSi skupiny. Samostatrstoji vzorek BI3. DalSi skupinu tiovzorky CO2-5.
Na dalSi ¥tvi se nachazi vzorky Bl2, Bl4 a SI1. Na posledétivivse nachazi zbylé vzorky

(SI2-5, BI1, BI5, SR1 a SR2)
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Obrazek 5: Analyza na zakla# pritomnosti/nepitomnosti prouzi (Jaccardova korelace) a pomoci
klastrovaci metody UPGMA. Podobnost v % je uvedwmase (20-100 %)

4.2 HODNOCENI SPOLECENSTVA MOB METODOU MISA

Prostednictvim této metody bylo dosaZzeno vypovidajicigbledki pomoci separace
fragment na horizontalni agarézové elektroforéze (3 % geél)skané fingerprinty
spol&éenstev MOB z jarniho i podzimniho aglb ze vSech studovanychag byly
analyzovany pomoci fylogenetickych metod. Byly pavény fingerprinty spokenstev MOB
mezi jednotlivymi gidami, reprezentujicimi rozdilny vliv chovu skotue @tejné sezan
Hodnoceni mezi sezonami bylo provedeno a nebyeimatliv sezony pro zadnou z ploch.
Hodnoceni bylo zaloZzeno na interzd p@itomnosti/nefitomnosti produkt. Markery byly
pouzity pouze pro kalibraci a v analyzach nebylyrmaty a nejsou ani zobrazeny na

fotografiich. Ogt se nezdélo amplifikovat vzorek CO1 z jarniho odtu z roku 2009.
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« POROVNANI STRUKTURY SPOLECENSTVA MOB NA JARE 2009
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Obrazek 6: Fylogeneticka analyza na zakéathtenzity produki (Pearsonova korelace) a pomoci
klastrovaci metody UPGMA.

Vysledky analyzy vzork z jara 2009 provedené na zaKathtenzity produki
(Obrazek 6) nazraji podobnost vzork Bl a CO (77 %) a vzokkSl a SR (86 %). Vzniklo 5
skupin: vzorky BI1-5, vzorky CO2-5, vzorky SR1-Forky SI2-5 a samostatrse vylenil

vzorek SI1.
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 POROVNANI STRUKTURY SPOLECENSTVA MOB NA poDZIM 2009
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Obrazek 7. Analyza na z&klad intenzity produki (Pearsonova a Cosine korelace) a pomoci
klastrovaci metody UPGMA.

Vysledky analyz vzonk z podzimu 2009 (Obrazek 7) ukazuji podobné vziakgp
vysledky z jara 2009 (viz Obrazek 6). Vzorky Bl & @vori opst dvé vétve, které se spojuji
(68%). Vzorky SR 3, SR 4 a SR 5 tioctev, ke které sefjpojuji zbylé vzorky SR a Sl
(70%). Vzorky na podzim klastruji do vice skupinziena jae 2009., ale je dodrzena
podobnost v ramci ploch. Vzorky z ploch BI tvave skupiny — vzorky Bl1 a BI2 a vzorky
BI3-5. Vzorky CO 2-5 a vzorek CO1 tkicdalSi ¥tSi wtev. DalSi skupinou jsou vzorky SR3-
5. Posledni &tev tvai vzorky SR1, SR2, SI2, SI3 a SI5, ke kterym 8pqjuji vzorky SI1 a

Sl4.
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4.3 RELATIVNI ZASTOUPENI METANOTROFU TYPU I A TYPU II

DETEKOVANE PoMOCI METODY CARD FISH

Relativni ¢etnosti metanotrofnich bakterii typu Il z celkovépaitu prokaryotnich
burgk v padach z jarniho a podzimniho agdb uvadi Graf 1. Ve vzorcich odebranych na ja
2009 tvdily MOB typu 1l 11,29 % (SI), 8,53 % (SR), 12,18 @l) a 18,41 % (CO) buk z
celkového prokaryotniho spaknstva v pdé. Rozdily mezi pjdami v podzimni odéru jsou
mensi a takeé relativni zastoupeni MOB z celkovéttiupprokaryotnich busk v padach je
nizsi nez v fidach z jarniho odiu. Ve vzorcich odebranych na podzim 200%ityavilOB
typu Il 2,33 % (SI), 2,09 % (SR), 2,88 % (Bl) a 4,8 (CO) bugk z celkového
prokaryotniho spotgenstva v pdé. Oproti jaru poklesly relativnéetnosti MOB typu Il na

podzim o 79,36 % (SI), 75,49 % (SR), 76,35 % (Bd) 25,88 % (CO).

20 18,41
18
16

14 12,18
12 11,29

10 8,53 W Jaro
O Podzim
4,44
2,33 2,09 2,88
SR Bl cO

Sl

relativni cetnost [%]

o N B2 O

Graf 1: Relativnicetnost MOB typu Il v % z celkového §o prokaryotnich butk ve studovanych
padach z jarniho a podzimniho dgb v roce 2009U podzimnich vzork jsou vyznaeny snérodatné
odchylky.Ciselné udaje nad sloupci udavaji hodnoty relatiwrz&stoupeni.

51



Relativni ¢etnosti metanotrofnich bakterii typu | z celkovébaitu prokaryotnich
burgk v pidach z jarniho a podzimniho aglb uvadi Graf 2. Ve vzorcich odebranych na ja
2009 tvdily MOB typu Il 1,08 % (SI), 0,84 % (SR), 1,37 %I}Ba 2,42 % (CO) buk z
celkového prokaryotniho spdéknstva v pdé. Ve vzorcich odebranych na podzim 2009
tvotily MOB typu | 0,82 % (SI), 0,80 % (SR), 1,49 % JB 4,27 % (CO) busk z celkového
prokaryotniho spolenstva v gdé. VyrazrgjSi rozdil na podzim oproti jaru byl zaznamenan
pouze u ploch CO, kde stoupla relati¢einost o 76,45 %. U zbylych ploch (SI, SR a BI)

nedoslo k vyraznym zémam relativniho zastoupeni.

5 4,27
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& 3
£ 1,49 2,4
N W Jaro
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= O Podzim
ks 0,82 1,37
2 1,08 084080

| l+
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Sl SR Bl cO

Graf 2: Relativni¢etnost MOB typu | v % z celkového §a prokaryotnich butk ve studovanych
padach z jarniho a podzimniho ddb v roce 2009. U podzimnich vzdrisou vyznaeny sngrodatné
odchylky.Ciselné udaje nad sloupci udavaji hodnoty relatiorzstoupeni.
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Pontr relativniho zastoupeni MOB typu Il ku MOB typwkazuje Graf 3. Hodnoty
klesaji v pdadi ploch SI>SR>BI>CO. Naija byl pongr 10,45 % (SI), 10,15 (SR), 8,89 (BI)
a 7,61 (CO). Na podzim klesl p@mrelativnhichéetnosti na vSech plochach na 2,84 % (SI),
2,62 % (SR), 1,93 % (Bl) a 1,04 % (CO).
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Graf 3: Pomér abundance MOB typu I/ typu | ve studovanydidf@ch z jarniho a podzimniho aglb
v roce 2009. Pro vyget pongru byly pouzity pimérne hodnoty relativnichetnosti z podzimu 2009.
Ciselné udaje nad sloupci udavaiégné hodnoty poenu relativniho zastoupeni.

V Tabulce 9 a v Tabulce 10 jsou uvedeny absolubdfypMOB pro oba odéry. Pro
jarni odr bylo zjis&no nejvice MOB typu Il na plose SI (3,07X30 naopak nejménna
ploge CO (9,03x1). Pasty MOB typu | byly niz&i o jederad (Sl, BI, CO) a o dviady (SR).
Nejvice MOB typu | bylo nalezeno na plose Bl (3,18, nejmérs na plose SR (2,94x1pD

Pro podzimni odfr bylo zji§&no nejvice MOB typu Il na plose CO (7,43%18

2,15x10), nejmért na plode SR (3,29x1a 4,71x16). Pasty MOB typu | byly niz$i, ale u
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vSech ploch séadow neliSily od typu Il. Nejvice MOB typu | bylo nalemo na ploSe CO

(7,10x10 + 8,25x16), nejmén na plode SR (1,25x1@ 3,14x16).

o Jaro 2009
e
(&)
©
o

typ Il typ | typ Il + typ |
S| 3,07x18° 2,59x18 3,33x1d°
SR 1,15x13° 2,94x16 1,18x108°
Bl 2,27x1d° 3,12x16 2,59x10°
co 9,03x1d 8,20x16 9,85x10°

Tabulka 9: Absolutni¢etnosti buk MOB na gram suchéigly.

Podz009

Plocha

typ Il typ | typ Il + typ |

SI  521x10+ 3,48x16 2,09x10+1,39x1  7,30x10 + 1,04x168
SR 3,29x10+4,71x1¢ 1,25x10+ 3,14x16  4,55x10 + 7,84x16
BI 5,65x10+ 1,62x1¢ 2,42x10+1,13x10  8,08+x18 + 9,69x16

CO 7,43x10+2,15x108 7,10x10+8,25x16  1,45x10°+2,97x18

Tabulka 10: Absolutni éetnosti buk MOB na gram suchéupy. Uvedeny jsou @meéry ze dvou
odeitia a sngrodatné odchylky.
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4.4 KVANTIFIKACE METANOTROFNIHO SPOLECENSTVA METODOU REAL

TIME PCR.

Metodou real time PCR byly ziskané hodnoty abuodaMOB typu | pro vzorky
z odkera jaro a podzim 2010. Na Obrazku 8 jsou zobrazemyplifikacni kiivky pro
standardy a vzorky Sl.Chodnota (hodnota odpovidajici cyklu, kdy hodndterescence
barviva navdzaného na vznikajici produkekpai fluorescenci pozadi — tzv. ,treshold
value“) pro vzorky Sl se pohybovala v rozmezi hddz®33 az 23,35. NejtSi rozdil v ramci
2 pravych opakovani byl 0,11 cyklu. Oproti tomu hoth G pro vzorky CO se pohybovala
v rozmezi hodnot od 30,71 do 39,62. N&V rozdil mezi 2 pravymi opakovanimi byl 0,89
cyklu. Nejkoncentrova¥)Si standard (8,39 kopie/ul)&@nhodnotu G 28,61. NejblizSi vzorek
CO byl tedy vzdalen od tohoto standardu 2,1 cyKusela jsem pouzit pa¥mé vysoké
reni (1:64) abych se zbavila inhibiforreal-time PCR reakce, které se eluovaly spolu
s DNA z roztok pouzitého kitu. Pravgbodobré proto byly vzorky CO na hranici detekce.

Tyto vzorky nejsou na Obrazku 8 zobrazeny.

Amplification Plot
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o
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Obrazek 8: Amplifika¢ni kiivky standard a vzorki z plochy Sl, které se nachazi mezi Sestym a
sedmym standardem.
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Na Obrazku 9e zobrazena standardniivka pro real time PCR. Hodnota sklonu
standardni #vky byla -3,608; hodnota efektivity byla 89,31 % & (10Y5°"1: E nabyva
hodnot 1,0-2,0 — coZ odpovida 0-100%}Y, :R0,995; Y-Intercept = 31,309. ndikce je

vyznaena oblast, kde se nachazi vzorky Sl. Zbylé bodyanuji standardy.

Standard Curve
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Obrazek 9 Standardni #vka. Na ose x je vyneseno mnoZstvi kopii ggmioA Na ose y jsou
vyneseny € hodnoty.

Vysledky kvantifikace p&u kopii genupmoApomoci real time PCR a odhadcho
burek MOB typu Il ve vzorcich jsou shrnuty v Tabulce. Hodnoty pro vzorky CO a Sl
v obou odBrech a hodnoty pro vzorky Sl nar¢aa na podzim jsou signifikarirodlisSné

(p=0,05, F=33,06, Tukey HSD test).

Plocha a termin %€t kopii genupmoA/g suche midy  Potet MOB/ g suche fidy
Sl jaro 4,86x10°+1,14x10° 2,43x10°45,72x10°

SI podzim 1,36x10'+5,39x10° 6,82x10°%+2,70x10°
CO jaro 2,68x10°+1,50x10° 1,34x10°+7,48x10°
CO podzim 9,19x10%1,25x10* 4,59x10%+6,25x10°

Tabulka 11: Prepaset vysledk na pd@et kopii genu pmoA typu | ha gram suchi@y. Uvedeny jsou
praméry a snérodatné odchylky, n=6.
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5. DISKUZE

V souladu s hlavnim cilem prace, kterym byléigpét k poznani spotenstva bakterii
oxidujicich metan a metanotrofie ugg zimovis€ skotu“, jsem nejprve provedla literarni
reSerSi problematiky. Ukazalo se, Ze jsou k dispanetody vhodné ke studiu spédmstva
MOB v padach a miskych sedimentech (nBHENCKEL A KOL., 1999; KHMELENINA A KOL .,
2000;FJELLBIRKELAND A KOL ., 2001;KoLB A KoL., 2003;KALLISTOVA A KOL ., 2007;ZHOU A
KOL., 2008). Resto bylo nutné u vSech pouzitych metod posttigppfisobovat vzorkm ze
zkoumané lokality (nap z toho divodu, Ze Bkteré zkoumanéaly maji extréma vysoky
obsah organickych latek a mezi plochami jsou obeoadily v pidnich charakteristikach;
Tabulka 1). Tyto nutné optimalizai kroky vyZzadovaly nakonec mnohem viéeesu, nez jsme
odhadovali na ptatku vyzkumu. Nkteré planované analyzy nebylyéasovych dvoda
provedeny. Shromaédé teoretické informace a praktické zkuSenosti arigkgi hledani
vhodnych modifikaci standardrpouzivanych metod nicmé&miedstavuji cenny zaklad pro
dalSi vyzkum spoleenstva MOB na molekularni arovni na vybrané vyzkartokalit. Vedle
této ,metodické‘¢asti mé prace bylo ziskanekolik vysledka, které naznauji jak, a do jaké

miry je spoléenstvo MOB v zimovistnichtmlach ovliviéno skotem.

5.1 ANALYZA SPOLECENSTVA MOB poMoci METODY DGGE

Metodou DGGE byly analyzovany vzorky z jarniho édbv roce 2009. Vysledky
ukazuji na rozdilnost ploch Sl a CO, coz je v sdulae zji&nim ZHou A KoL. (2008), kt&i
taktéZ pouZili pro analyzu metanotrofniho sgelestva v jdé metodu DGGE. V této praci

autadi zkoumali aktivitu a strukturu spalenstva MOB v pdé v zavislosti na fitomnosti
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ovci. Rida v této studii obsahovala 0,5 %§-kdezto nasSetgly obsahovaly 1,5 % (plocha
CO) az 8 % (plocha Sl) fe.

Vysledek dokladajici vyraznou odliSnost sgelestva MOB v pdé S| od pidy CO
jsme vzhledem k vyraznému zatiZeni plochy S| skgteedpokladali. Rozdily uz jsou m&n
zietelné pi srovnani ploch CO a Sl s plochami SR a Bl, a edagi tomu, Ze tyto plochy
jsou ukitymi prechodovymi stupni v gradientu zatizeni CO (nulow€)SI (maximalni,
kazdor@ni). Na ploSe SR dochazi peedchozim kazdotmim zimovani skotu k regeneraci
pudy. Na plochu Bl byl skot vpudt poprvé viijnu 2008. Vzorky z plochy Bl se na zaksad
intenzity prouzk seskupovaly se vzorky z plochy CO. ¥padc analyzy na zaklad
piitomnost/nefitomnosti prouzik se ale seskupovaly vzorky Bl se vzorky S| a SEndketé
zagz tedy nezmnila strukturu a abundanci MOB spé&dmstva natolik, aby plocha Bl
vykazovala shodné znaky s plochou SlI, ale jistyupog zde viditelny. BohuZel vysledek
analyzy niiZze byt ovlivien mérg kvalitnim roza&lenim prouzk u vzorka z plochy CO a u
vzoru BI5. Vzorky z plochy SRippouZiti analyzy na zaklg&dintenzity prouzk vytvorily
skupinu spolu se vzorkem SI3. Echto vzorki je pozorovatelny dominantni prouzek, diky
jehoz gitomnosti pravépodobré doslo k seskupenidhto vzorki. i analyze na zaklad
piitomnosti prouzik se vzorky z plochy SR seskupily se vzorky z plo&hya Sl. V gipad
vzorki SR mize byt vysledné Zazeni plochy zkresleno ztratou 3 vzbiBR3-5, u kterych
nebyly znatelné Zadné produkty, i kdyZz na geloektebforéze byly produkty spravné délky
viditelné (neukazano).

Je tedy na mistse alespio domnivat, Ze na ploSe SR je festale spoléenstvo MOB
ovlivnéno pobytem skotu v minulych letech. Co sé&etplochy Bl, vysledky nazgaji posun
ve struktie MOB jiz po 1-letém vyuZivani plochy jako zimo¥iSbyt' je vysledek ovlivin

velkou heterogenitou vzoik Na ziskaném polyakrylamidovém gelu je &jdZze produkty,
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které se objevily u vzotk SI a SR se nevyskytuji u vzarkCO, rekteré se pouze slab
vyskytuji u vzorki Bl. Jednotlivé produkty by & znadit odlisSné druhy, tudiz doslo ke
zmené ve struktie MOB spoléenstva, cozZ je vzhledem ke &md padnich charakteristik ve
shod s literaturou (MNSON A HANSON, 1996;FJELLBIRKELAND A KOL., 2001).

Vysledky analyz se liSi podle pouzitych kritérCelkow se jako vhod§si jevi
analyza zaloZen& na interiziprodukfi, jelikoZ tato varianta zohlédje i abundanci dané
sekvence genypmoA ve vzorku, potazmo tedy abundanci jednotlivychhdruVysledek
stanoveni ale také mohl byt ovlém kvalitou ziskaného DGGE gelu, protoze separace

produkti nebyla idealni.

5.2 ANALYZA SPOLECENSTVA MOB poMoci METODY MISA

Metodou MISA byly analyzovany vzorky z jarnihoagzimniho odbru v roce 2009.
Zde uvedené vysledky jsou zaloZené na separacmé&afi pomoci horizontalni gelové
elektroforézy. Tato fingerprintova metoda je &i@yvinutym gistupem pro studium ekologie
MOB v prostedi mdskych sedimerit (TAVORMINA A KOL ., 2008,2010).

Pro jarni vzorky byla jak metodou analyzy gelu réklad intenzity produki
(Pearsonova korelace, klastrovaci metoda UPGMA)k tmetodou na zakl&d
piitomnosti/nepitomnosti (Pearsonova korelace, klastrovaci meto®#GMA) potvrzena
rozdilnost ploch CO i Bl a sithzatizenych ploch Sl a SR. Anomalii byl vzorek Sktery
mél porgkud odliSna profil produkit od zbylych vzork Sl. Analyza jarnich vzoknaznguje
i vzadjemnou rozdilnost vSech ploch navzajem. Otadzku 6 jsou velmi dobe viditelné
jednotlivé produkty i jejich rozdilnost mezi skupimi stejnych vzonk. Pro podzimni vzorky

je situace podobna. Oproti jaru zde nejsou vzorkyaSSR jasd odctleny. Se vzorky
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z podzimu byly komplikace ip amplifikaci, kterd se ale nakonec #t&m Vliv na vysledek
muze mit horSi kvalita vysledného gelu (coZz je zmetele srovnani s gelem s jarnimi
vzorky).

Ackoliv byla tato metoda navrZzena a pouzita Zel€ém vyzkumu MOB v miském
pelagialu (pibrezni pas) (AVORMINA A KOL ., 2008, 2010) tak byla zdarraplikovana i na
pudni prostedi zimovis¢. Ziskané vysledky indikuji @b zmenu struktury MOB spolkeenstva
v zavislosti na gradientu zatizeni skotem. V dal$ijgkumu je v planu pouzit kapilarni

elektroforézu a doadét se tak druhové slozeni MOB spid@stva na plochach.

5.3 ANALYZA ABUNDANCE MOB poMmoci METODY CARD-FISH

Metodou CARD-FISH byly analyzovany vzorky z jaraihpodzimniho odéru v roce
2009. Metoda byla zvolena na zalkdladgspgsné aplikace ve skryvkové vrgtpady komunalni
skladky odpadu v praci ALISTOVA A KoL. (2007). Byla vybrana prace tykajici sédpiho
prostedi, abychom eliminovali iffpadné potiZe ip aplikaci metody na mé vzorkyuagy.
OvSem ani zde nebyla metodologickd@st vyzkumu bez obtizi, i kdyz jistych vyslédiylo
dosazeno, ovSem je nutné n& pohlizet jako na orientai data, nikoliv je pokladat za
naprosto vypovidajici.

Jako nejvyraz¥jsi vysledek byla zjigha dominance MOB typu Il nad MOB typu |
ve vSech oddrech, coz se shoduje vipact ploch Sl a Bl s vysledky praceMARAL A KOL .
(1995), ktei potvrdili dominanci typu Il naijmdach s vysSimi koncentracemi metanu a nizSimi
koncentracemi kysliku (pozn. autorky: relativni \grani s MOB typu 1), stefntak tuto
informaci potvrzuji FANSON A HANSON (1996). Steja tak prace autérZHou A KoL. (2008)

potvrzuje dominanci typu I, tentokrat v mongolsképi. MOB typu | naopak dominuji na
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pudach s nizSi koncentraci metanu a s vyssi konagrkyaliku (HANSON A HANSON, 1996),
coz by odpovidalo plocham SR a CO (viz Udaje v Tab@). Revaha MOB typu | bylaip
nizké koncentraci metanu potvrzena i v pragiLKSTOVA A koL. (2007). Pro srovnani
uvadim praci BELLBIRKELAND A KOL. (2001). Autoti pouzili metodu DGGE a zaroie
obohatili atmosférucasti vzorki z pastviny skotu o metan. Jako charakteristikyalibk
uvadsji autai 53% organického materidlu YBeAsS & ToRsviK, 1998). Vysledkem bylo
zjisténi, Ze ve vzorcich obohacenych o metafevpzuje typ |, kdezto ve vzorcich
neobohacenychipvazuje typ Il. Oft zde narazime na rozporuplné Udaje o narocich na
koncentraci kysliku a metanu u MOB typu | a MOBuyb. U typu Il bylo prokazano, ze je
konkurerng Us@EsSngjSi pri ,,nizSi* mnozstvi zZivin v idé (HANSON & HANSON, 1996;WISE A
KOL., 1999).To by mohlo vys¥tlit dominanci MOB typu Il na ploSe CO, kde je msb#
Zivin nejnizsi (Tabulka 1). AutbovSem pesreé nedefinuji pojem ,nizsi“. Co se &g plochy
SR, tak dominance MOB typu Il i#e byt pouze setrvaly stav #edeSlych let, kdy byla
plocha vyuZivana jako zimoviSskotu. Spoléenstvo MOB jedt nentlo dostatektasu, aby
se zde oft konstituovalo autochtonni {podni) spoléenstvo MOB, za které pokladame
spole&enstvo MOB na ploSe CO.

Pro MOB typu |l byly na jge zjis€ny hodnoty relativniho zastoupeni v rozsahu 8,53
(SR) — 18,51 (CO), kdeZto na podzim doslo k velkgrapadu na vSech plochach o zhruba
75% (Graf 1). Wity pokles je mozny kiédi poklesu metanu ve srovnani jaro/podzirtad az
dvaiady (RDL A KOL., 2007). Tim se ale fize vysétlit pouze pokles na plochach Sl a Bl,
kde byly nangfeny emise metanu v pozitivhich hodnotach.

O relativie vysokych hodnotach pro MOB typu Il jsme pochybowalvysledky ze
vzorki z podzimu opravdu tyto pochyby potvrdily. Je mqziéé doSlo k nadhodnoceni

relativnich¢etnosti pro MOB typu Il v jarnich vzorcich. OvSewiabpouZita stejnéd proba i
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hybridizatni podminky jako na podzim a je tedy otazkou, jadhha k takové chyb dojit.

K dispozici jsou jiz data z jara 2010 (nezahrnutigte praci). Relativni¢etnosti pro MOB
typu Il jsou vyrazy nizSi a odpovidaji spiSe relativnidetnostem, které jsem zjistila u
podzimnich vzork 2009. Je mozné, Ze chybou v protokolu (cozZ je palamrinka) doslo
k nespecifickému navéazani préby pro MOB typu Il @ sekvenci pro gen 16S rRNA
piibuznych (nap metylotrofnich) bakterii. Tak mohlo dojit k nadimmceni. OvSem ANSON

A HANSON (1996) uvadi pro sa@et relativnich zastoupeni (vzhledem ke viem mil&iolxin
buinkdm) MOB typu | a typu Il v fadé tundry hodnoty od 1 % do 23 %. Horni hranici tahot
rozmezi moje vysledky odpovidaji, ale vzhledem &legllkim z roku 2010 povaZzuji jarni
vzorky z roku 2009 za nerealné.

Relativni ¢etnosti pro MOB typu | se zdaji byt realné a vyplayici o skut&ném
stavu. Na plochach SI, SR a Bl nedoSlo k vyraznymnérdm mezi jarem a podzimem a
relativni ¢etnosti byly na plochach vyrovnané. Na ploSe CQ ljiStny nejvyssi relativni
cetnosti ze vSech ploch v obou @détch. Na podzim dokonce doslo kigtu relativni
¢etnosti oproti jaru 0 76,45 %. Domnivam se, Zedynshlo jednat oikaz sezénniho vlivu
na MOB typu I. Stav mikrobialniho spdknstva je zavisly na vlastnosteaidpiho prostedi
(mezi hlavnimi faktory jsou teplota, pH, vihkosthaZstvi Zivin). Je mozne, Ze rtépad
momentélni situace (teplota, vihkost) v dajmbéru zpisobila néiist relativnicetnosti MOB
typu |. HENCKEL A KOL. (200®) uvadji MOB typu | jako adaptabik)si pri zméné podminek
Zatim je mozné pouze odhadovat a je nutn&aly na vzorky z dalSich odth, aby bylo
potvrzeno, Ze rozdil mezi jarem a podzimem na pl®eneni nahodnou anomalii.

Pro lepSi srovnani s literaturou jsem relatidathosti pepciitala na absolutni hodnoty

pro paet burgk MOB typu | a typu Il v gdé (Tabulky 9 a 10). V praci KLLISTOVA A KOL .

! Teplota i hybridizaci znénéna na 37°C a koncentrace formamidu v hybrididen pufru znénéna na 38%.
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(2007) autdi uvadji, e p@etnost MOB v hloubce 41-68 cm bylaadu 18 na gram suché
pudy. Tato prace se zabyvala vyzkumem kryci vrstigypna skladce odpad kde je
abundance MOB zvySena, kvintenzivni produkci metanu ve spodnich vrstvddansoN A
HANSON (1996) uvadni pro rozmrzlou vrstvuigay v tunde absolutni pity MOB v rozmezi
1,5x10 aZ 2,3x10 na gram suchétply. DEDYSH A KOL. (2003) zjistili pomoci CARD-FISH
v radelinidtni pds 5,7x16 bunsk MOB na gram vihké jody a 1,5x18 (Némecko) az 4,7x10
(Sibit) burgk obarvenych v DAPI. EKHORST & TIPPKOTTER (2008)taktéz pouZili metodu
CARD-FISH a zjistili p@et bakterialnich buik obarvenych v DAPI v ze&délskych a
mokiadnich @dach v rozmezi 2,58x¥@z 6,42x10 na gram suchéiply. V mych vzorcich
pud se poet burgk MOB na gram suché&iply pohyboval od hodnoty 2,94x&(aro 2009, typ
|, plocha SR) do 3,620" (jaro 2009, typ II, plocha SI), ngjsgji v fadu 16. Hodnoty pro
MOB typu Il z jara 2009 se zdaji i z tohoto hlediskelmi vysoka. Hodnoty pro MOB typu |
na jae jsou orad aZ dva nizsi a podzimni hodnoty pro oba typizgohybuiji viadu 16, coz
je ale stale posiné vysoka hodnota. Data povazuji pouze za inghka jejich relevantnost
bude pravépodobr zjiSttna az s nashromaadm wtsSiho pd@tu odkEra, které snad povedou
k ziskani dvéryhodrgjSich dat. Nicmé# data indikuji gevahu MOB typu Il na naSich

plochach a vyrovnané abundance typu | i@ gana podzim pro plochy Sl, SR a BI.

5.4 ANALYZA MOB METODOU REAL-TIME PCR

Metoda real time PCR byla zvolena jako metodadyge abundance MOB typu .
Byly vyzkouSeny 2 metody izolace DNA a vybrana ndetgpomoci komeniho kitu. Dale
jsem vyzkouSelatznafedni DNA a nakonec jsem ziskala vysledky pro plochy &€ Sl

z jarniho odbru z roku 2010. Vzhledem ke zdlouhavym Upravamagkaiu byly analyzovany
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také proto, abych & porovnani pro vysledky ziskané pomoci metody OARSH.

Podle vysledi ziskanych pomoci real time PCR se&gtdkopii genypmoAMOB typu
| na gram suchéiply na plose Sl pohybujeradu 16 aZ 10. V praci zkoumaijici ekosystém
ryzovi& (KoLs A KOL., 2003) bylo nansieno fadow 1P kopii genupmoAna gram vihké
pady. Udaje z&chto praci jsou tedy srovnatelné s mymi vysledioygdochu Sl.

Ve srovnani s hodnotami ziskanymi metodou CARDHF}$&U hodnotyadow niZsi.
Duvodem niize byt nadhodnoceni vysledbomoci metody CARD-FISH. V zasady se
dalo ¢ekat, Ze pomoci real time PCR zjistim vySSi abucéajelikoz tato metoda by dia
detekovat veSkeréifpomné buky, na rozdil od CARD-FISH, které detekuje pouzaikyu
aktivni. NiZzSi hodnoty ziskané metodou real timeRP@ohly byt zfisobené ztratodasti
DNA béhem izolace DNA a ovlivné kvalitou izolované DNA, pdfpadc mohla byt reakce
inhibovana zbytky roztak z pouzitého komeéniho kitu, které se spolu s DNA mohly do
reakce dostat. Pro metody byly také pouzité jingrky a to pokladam za ndjzitejSi faktor
ovliviujici vysledek. BohuzZel se nedg amplifikovat vzorky z roku 2009, takZze byly
pouzity vzorky z roku 2010, u kterych byla amplide relativé bezproblémova. DalSim
davodem niiZze byt vysok&edini amplifikované DNA (1:64). Podobrovsem postupovali i
TOWE A KOL. (2010), kt& pouZili fedni 1:64 z dvodu odstranit inhibitory reakce. Ze
stejného dvodu jsem totdedni pouzila i ja ve své praci.

Nicmért byl opt potvrzen rozdil mezi plochou Sl a plochou CO. hlatg pro vzorky
z plochy CO byly dokonce na hranici meze detekcetodla bude nadéle pouzivana pro

vyzkum spoléenstva MOB se zahrnutim vSech zkoumanych ploch

64



6.ZAVERY

Zawrem lze konstatovat, Zze vyzkum potvrdil vychozi bigzu, Ze fitomnost skotu
ovliviiuje pidni spoléenstvo metanotrofnich bakterii, jeho abundancrukstiru. Struktura
spol&enstva byla studovana pomoci dvou metod genetickagerprintu (DGGE a MISA).
Vysledky ukazuji na zemy ve struktiie padnich metanotrofnich bakterii &gobené skotem.
Fingerprintové metody ukézaly nafifpuznost spokeenstev metanotréf v padach silr
zatizenych skotem (S| a SR) a druhou skupiniiltvptda kontrolni a pda pod za&inajicim
vlivem (CO a BI). Nejvyraz&jSi rozdilnost struktury spalenstva metanotréfod pivodniho
autochtonniho spatenstva (plocha CO) vykazovala silmatizena fda (SI). Bylo potvrzeno,
Ze viceleté vyuziti plochy pro zimovani skotuadp S| a SR) mlo zasadni vliv na
metanotrofni spolgenstvo. Jeden rok regenerace (vyjmuti plochy zeovi$®) nebyl
dostatény pro vyznamSi zménu metanotrofniho spalenstva. Zaroue bylo zjis€no, ze
pudni metanotrofni spotenstvo reaguje na chov skotu jiz po prvnibezimovani skotu
(pada BI). Tyto rozdily byly pozorovany nai@i na podzim. Zde pra¥dodobré hraje
dulezitejSi roli zagz skotem a z toho vyplyvajici zmy v pidé a ve spoléenstvu MOB, neZli
piirozené rozdily mezi jarem a podzimemigpbené v&sSimi piirodnimi viivy a stidanim
ro¢nich obdobi.

Relativni abundance metanotiofypu | byla ve studovanychugach stanovena
v rozmezi hodnot 0,8 — 4,3 %iigemz byla vySSi vigé kontrolni nez v pdach zatizenych.
Podobny trend byl pozorovan u metanairdypu I, kde se relativnéetnosti pohybovaly
vrozmezi 2,1 — 18,4 %,figemz byly vyznamé vysSSi na jée, kdy je aktivita celkového
mikrobialniho spoléenstva vysoka. iesto ale data zjarniho afth povazuji za

nadhodnocena. Pammetanotrod typu Il / typu | byl v kontrolni dé na ja&e i na podzim
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nizsi (7,6 respektive 1,0) nez adpzatizenych (>8,9 respektive >1,9). Absolutni Kifélace
metanotrofi prinesla rozporuplné vysledky, kdyZz byly porovnanysteglky ziskanén situ
hybridizaci (CARD-FISH) a kvantitativni PCR. Nenme@lnadhodnoceni ptu metanotrof
typu Il s vyuZzitim metody CARD-FISH jedbareSit hledanim vhodné modifikace této (jinak
velmi slibné) metody. Podobrje treba se v dalSi praci z&iit na kvantifikaci genypmoA
pomoci real time PCR. Nicmé&nobé metody ukazaly na navySeni celkovéhoctpo
metanotrofi v silné zatizenych fidach, coz nazraje zvySeny potencial aerobni oxidace
metanu v fdach zimovist.

VSechny pouzité metody byly podrabmpopsany a mohou byt (po spm vySe

uvedeného) déale pouzity pro planované studium gpotdva MOB na dané lokalit
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8. ANOTACE

Béhem let 2009 a 2010 byl na zimovisti skotu ekofanmjiznich Cechach zkouman
vliv zvitat na spoléenstvo fidnich bakterii oxidujicich metan (MOB). Do vyzkurbyly
zahrnuty vzorky ze 4 odbi pad ze 4 plochtizné skotem ovlivenych. Pomoci metod DGGE
a MISA byly zkoumany rozdily ve strukiel spoléenstva MOB mezi jednotlivymi plochami.
Pomoci metody real time PCR byla provedena kvéati spoléenstva MOB typu |.
Pomoci metody CARD-FISH bylo zji&to procentualni zastoupeni a absolutnitypdunsk
MOB Typu | a Typu Il vzhledem ke v8em prokaryontnbmikam. Sodasti prace bylo

hledani optimalni modifikace pouzitych metod.

The long-term cattle impact on soil methanotroplas wvestigated at cattle overwintering
area located at the ecofarm in the South Bohenaiar §ets of soil samples were sampled in
spring and fall of 2009 and 2010. Differences irthmaotrophic community structure among
experimental sites and were investigated by DGGEMISA. Real-Time PCR was used for
estimation of quantity of Type | methanotrophs. TBARD-FISH method was used to
estimate the percentage shared and cell countgpa Tand Type Il methanotrophs among all

prokaryotic cells. Substantial part of the theseswiocused on optimization of methods used.
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9. PRILOHA

+ Elektroforéza

50x TAE pufr (zasobni roztok):

Bylo navazeno 242 g Tris (Tris ultrapure; AppliChex¢mecko) a rozpusho cca v 600
ml MilliQ vody. Po rozpudii bylo v digestti pfidano 57,1 ml ledové kyseliny octové
(99 %, Chemopol PrahaSR, Lachemia Neratovice) a 100 ml 0.5 M EDTA (navgde,
pH 8,0). pH roztoku bylo upraveno na 7,4-8,0 aagk4iyl doplrén do konéného objemu

11

1x TAE pufr (pracovni roztok):
20ml 50x TAE bylo dopl&no do 1 | Milli-Q vodou. Vysledn& koncentrace je @M

Tris-acetat, 1mM EDTA.

1% agar6zovy gel:

Byl navaZzen 1 g agarézy a dogindo 100 ml 1x TAE pufrem. Agar6za byla rozgast
v mikrovinné troul. Poté byl roztok za stalého michani zchlazen p&duci vodou na
cca 50 °C a nalit do vatky. Po naliti gelu byl ihned vloZernrdbinek a gel polymeroval

minimalné 20 minut. Poté byliebinek vyiat a gel byl vioZzen do vany s 1x TAE pufrem.

Roztok ethidium bromidu:

Do 0,5 | 1x TAE pufru bylo fidano 20 ul ethidium bromidu.
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« DGGE

20% APS (amonium persulfat)

Bylo navazeno 0,2 g APS a dogho MilliQ vodou do objemu 1 ml. Roztok byl rozpipgan

a zamrazenip-20°C.

Priprava polyakryamidu

Zasobni roztoky

0% 80 %
Mocovina 50,4 ¢g
Formamid 48 ml
50x TAE 3 ml 3 ml

40% Akrylamid/Bisakrylamid dle Zadané koncentrace

Doplnit MilliQ do objemu 150 ml 150 mi

Tabulka 12: Priprava polyakrylamidovych roztdkpro gipravu polyakrylamidovych gél 100%
denaturatem se rozumi 7M tmvina a 40% formamid.

1. 10x PBS
4 g NaCl; 0,1 g KCI; 0,762 g NHPO, x 12 HO a 0,1 g KHPQO, doplnit MilliQ na 1
l; pH 7,3

2. 20x PBS
8 g NaCl; 0,2 g KClI; 1,524 g NHPO, x 12 HO a 0,2 g KHPO, doplnit MilliQ na 1
l; pH 7,6

3. roztok agarozy
0,1 g agardzy; 50 ml MilliQ vody

4. roztok lysozymu
100 mg lysozymu; 1 ml 0,5 M EDTA; 1 ml 1M Tris-H&I8 ml MilliQ vody

5. hybridizaéni pufr
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3,6 ml 5M NacCl; 0,4 ml 1M Tris-HCI; 2 g dextran &tu; 4ml formamidu (pro proby
My450 a M/705) / 6ml formamidu (pro probu &84); 2 ml blokovacihaginidla
(Roche, Nmecko); doplnit do 20 ml MilliQ vodou

. praci pufr

1350 pul 5M NaCl (pro proby M50 a M705) / 640 ul 5M NaCl (pro probu &84);
Iml 1M Tris-HCI; 0,5 ml 0,5M EDTA, 25 pl 20% SDSpplnit do 50 ml MilliQ
vodou

. zasobni amplifikaéni pufr

4 g dextran sulfatu; 16 ml 5M NaCl; 2 ml 20x PB$ énl 10 % ,blocking reagent*;
doplnit do 40 ml MilliQ vodou

. pracovni amplifikaéni pufr

2 ul FITC Tyramidu; 10 pl 100x 4D, a 1 ml zasobniho amplifikaiho pufru

. roztok oleje s DAPI

800 ul Citifluoru AF-1 (Citifluor Ltd, UK) 200ul Vetashieldu H-1000 (Vector
Laboratories, UK); 50 pl roztoku 0,01 % DAPI (kéné koncentrace DAPI 5ug/ml;

0,0005 %)

Piiprava standardu pro real time PCR

. tekuté LB médium (Luria Bretani)

1% Trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 1 % NacCl, pH 7

. tuhé LB médium

1 % Trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 1 % NacCl, ¥%5gar pH 7
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