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Anotace

Tato diplomova prace pojednava o charakteristice metanotrofnich bakterii a jejich
vyznamu v raseliniStich. Zastupci téchto mikroorganismti jsou schopni oxidovat vétSinu
vzniklého metanu na oxid uhli¢ity, ktery je nasledné uvoliiovan do atmosféry. Metanotrofni
bakterie vyZaduji pro oxidaci metanu ptitomnost kysliku, ale nékteré druhy jsou schopné Zit i
v anoxické zong. Cilem této prace je porovnani vlivu odvodnéni, typu rostlinného opadu a
hloubky na mnozZstvi a zastoupeni metanotrofnich bakterii v riznych typech raselinist

(slatinisti a vrchovisti).

Annotation

This master thesis deals with the characteristics of methanotrophic bacteria and their
importance in peatlands. The members of these microorganisms are able to oxidize most of
methane to carbon dioxide which is released to the atmosphere. Methanotrophic bacteria
require the presence of oxygen for the oxidation of methane, but some species are able to
live in the anoxic zone. The aim of this study is the comparison of effects of drainage, type
of litter type and soil depths on the quantity and representation of methanotrophic bacteria in
different types of peatlands (fen and bog).
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1. Uvod

Raselinist¢ pfedstavuji vyznamné zasobarny uhliku a ovliviiuji mnozstvi
sklenikovych plynt v atmosféfe. Jednim z hlavnich fyzikalnich faktori raselinisté, ktery ma
vliv na jeho fungovani je vysoka hladina podzemni vody. Se zménou vodniho rezimu
raSelini$té nastava zména ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech pudy, sloZeni a produkci
vegetace, sloZeni a aktivité mikrobialniho spolecenstva (Laiho, 2006, Jaatinen et al., 2007,
Peltoniemi, 2010, Strakova et al., 2010).

Oxidace metanu metanotrofnimi bakteriemi v raselinisti je dulezity déj vedouci ke
snizeni emisi metanu. Metanotrofni bakterie je v rasSeliniStich vSudypfitomna, ovsem velmi
riznoroda skupina gramnegativnich bakterii patfici do kmene Proteobacteria. Tyto bakterie
maji schopnost oxidovat metan pies meziprodukty az na oxid uhli¢ity nebo ho zabudovat do
biomasy, a to diky specifickému intracelularnimu membranovému systému obsahujici
klicovy enzym oxidace metanu, metan monooxygenazu. Aktivni ¢innost metanotrofnich
bakterii je nejvétsi v aerobni oblasti a na hranici aerobni a anaerobni ¢asti pudniho profilu.
Tedy v castich raselinisté, kde maji dostatek substratu pro oxidaci metanu vyrobeného
metanogennimi archaei. Tyto Casti raselinis§té obsahuji i okysli¢ené povrchové vrstvy a
kofeny mokiadnich rostlin uvoliujicich kyslik. Metanotrofni bakterie se rozd€luji podle
afinity k metanu, cest asimilace formaldehydu (meziprodukt oxidace metanu) a dalSich
morfologickych a fyziologickych znakt na dvé zakladni skupiny: typ | a typ Il. Na jejich
mnozstvi a diverzitu mize mit vliv fada faktord, napt. typ raselinisté, hladina podzemni vody

nebo hloubka pidniho profilu (Knief, 2015).



2. Literarni prehled

2.1. Metanotrofni bakterie

Gramnegativni bakterie, které vyuzivaji metan jako jediny zdroj uhliku a energie, se
nazyvaji metanotrofni (Timmis, 2010). Jsou podskupinou metylotrofnich bakterii, které
rostou na celé fad¢ rtiznych jedno-uhlikatych sloucenin (Lai, 2009, Timmis, 2010).

Neékteré  druhy  metanotrofnich  bakterii  (napf. celed Methylocystaceae,
Beijerinckiaceae) jsou charakteristické schopnosti fixovat dusik. V¢tSina metanotrofnich
bakterii je mezofilni a neutrofilni rostouci v teplotnim rozmezi 20-37 °C a pii pH 5-8. Bylo
vSak kultivovano i n¢kolik druhti termofilnich a termotolerantnich rostouci v teplotach az do
67 °C. Nové byly izolovany také acidofilni metanotrofni bakterie z kyselych geotermélnich
oblasti Nového Zélandu, Ruska a Italie (Islam et al., 2015, Mohammadi et al., 2016). Nové
objevené¢ rody Methyloacidiphilum a Methylacidimicrobium ptedstavuji zcela novou
fylogenetickou linii kmene Verrucomicrobia, oznac¢ovanou jako typ 1l (Khadem et al., 2012,
Knief, 2015, Mohammadi et al., 2016).

Na zéklad¢ fylogeneze, formaldehydovych asimilaénich cest, vnitiniho uspotfadani
membrany a dalSich biochemickych charakteristik lze vSechny rody metanotrofnich
mikroorganismi rozdé¢lit do dvou hlavnich skupin: typ | a typ Il (Lai, 2009). Typ | je
fylogeneticky nejvice rozmanitou skupinou, patii mezi Gammaproteobacteria (napi. celed’
Methylococcaceae), asimilujici formaldehyd pies ribuloso-monofosfatovy cyklus. Typ II
fylogeneticky patii mezi Alphaproteobacteria (¢eled” Methylocystaceae, Beijerinckiaceae)
asimilujici formaldehyd pies serinovou drahu (Tab. I; Fazli et al., 2013). V soucasné dobé je
znamo 20 rodu aerobnich metanotrofnich bakterii z kmene Gammaproteobakteria, pokud
jsou zahrnuty i nové objevené rody Candidatus Crenothrix polyspora a Candidatus
Clonothrix fusca, které neobsahuji kultivované zastupce, a 5 rodi z kmene
Alphaproteobakteria. Avsak charakteristika nékterych novych rodt a druhii v poslednich
letech zpochybnila zafazeni a rozdéleni nékterych plivodnich druhli metanotrofnich bakterii.
Napiiklad taxonomické zafazeni wuréitych druhtt celedé Methylococcaceae (druh
Methylomonas rubra, Methylococcus chroococcus) nebylo jesté validovano (Knief, 2015). K
metan oxidujicim bakteriim se fadi také typ X, ktery byl ptivodné zafazen mezi typ |, ale
posléze vyclenén do samostatné skupiny. Bakterie typu X rostou pfi jinych teplotach a maji
jiny tvar nez dva hlavni typy. Radi se do kmene Betaproteobacteria a asimiluji uhlik pres

ribuloso-monofosfatovou cestu (Hanson et al., 1996, Gratzova, 2013).



Tab. I: Taxonomické a fyziologické vlastnosti vybranych druhti metanotrofnich bakterii
(upraveno podle Bowman, 2014, Doronina et al., 2014, Kelly et al., 2014, Webb et al., 2014,
Knief, 2015).

Draha
Trida Zdroj izolace pH asimilace
formaldehydu
Celed’
Methylocystaceae
Methylocystis Alphaproteobacteria puda, raselinisté, flora mirné acidofilni serinova
Methylosinus Alphaproteobacteria ryzové pole, vodni sedimenty ~ mirné acidofilni serinova
Celed’
Beijerinckiaceae
Methylocapsa Alphaproteobacteria lesni puda, raseliniste mirné acidofilni serinova
Methylocella Alphaproteobacteria lesni puda, raselini§té mirné acidofilni serinova
Methyloferula Alphaproteobacteria raselinisté mirné acidofilni serinova
Celed’
Methylophilaceae
Methylophilus Betaproteobacteria vodni sedimenty, rhizosféra mirné acidofilni RuMP
Methylotenera Betaproteobacteria vodni sedimenty, rhizosféra neutralni RuMP
Celed’
Methylobacteriaceae
Methylobacterium  Alphaproteobacteria pida, flora neutralni serinova
Meganema Alphaproteobacteria flora neutralni serinova
Celed’
Methylococcaceae
Methylococcus Gammaproteobacteria puda, vodni sedimenty mirné zasadité RuMP
Methylomonas Gammaproteobacteria vodni sedimenty, raselini§té mirné zasadité RuMP
Methylobacter Gammaproteobacteria vodni sedimenty, jezera mirng zasadité RuMP

Kmen Verrucomicrobia je kmen svelmi malo zastupci a zatim malo popsanou
ekologii jednotlivych druhii. Déli se na sedm skupin zahrnujici tfidy Verrucomicrobiae,
Spartobacteria, Opitutae a skupiny 3, 5, 6 a 7. Pro skupinu 5 a 7 nebyli Zadni zastupci jesté
kultivovani. Zastupci skupiny 3 a 6 jiz byli kultivovéani, ale zatim vétSina nebyla
pojmenovana. Do skupiny 6 patii zejména termoacidofilni izolaty Candidatus
Methylacidiphilum infernorum, Candidatus Methylacidiphilum kamchtkensis a Candidatus
Methylacidiphilum fumarolicum (Tab II; Qiu et al., 2014, Anders et al., 2015). VSechny tyto
izolaty byly nalezeny v kyselych teplych oblastech a vyskytuji se pfi optimalnim pH 2-3,5 a
teploté 55-60 °C (Erikstand et al., 2015). Jsou také charakteristické absenci membranové
struktury, obsahuji odlisné enzymy a vyuzivaji vzacné prvky pro oxidaci metanu (Khadem et

al., 2012, Mohammadi et al., 2016).



Tab. Il: Zdroje izolace a fylogenetické vlastnosti nové objevenych rodi metanotrofnich
bakterii z kmene Verrucomicrobia (upraveno podle Knief, 2015).

Tiida Zdroj izolace pH
Celed’ Methylacidiphilaceae

Methylacidimicrobium cyclopophantes 1l sope¢na pida acidofilni
Methylacidimicrobium fagopyrum 1l sope¢na pida acidofilni
Methylacidimicrobium tartarophylax Il sope¢na pida acidofilni
Methyloacidiphilum fumariolicum Il termalni bahno acidofilni
Methyloacidiphilum infernorum Il geotermalni oblast acidofilni
Methyloacidiphilum kamchatkense 1 horké prameny acidofilni

Vsechny skupiny metanotrofnich bakterii byly detekovany v mnoha prostiedich, jako
jsou pudy, sedimenty, raselinisté, ryzovisté nebo skladky (Obr. 1; Islam et al., 2007, Knief,
2015). Raselinisté piredstavuji pifechody mezi suchozemskym a vodnim ekosystémem a
mohou tedy obsahovat taxony typické pro oba ekosystémy (Knief, 2015). Pfedpoklada se, Ze
typ Il je dominantni v pudé€, zatimco oba typy I i Il se vyskytuji v rhizosféte a povrchovych
pudach. Metanotrofni bakterie typu I jsou nejspiSe odolng;si vici vliviim prostiedi, zatimco
metanotrofni bakterie typu II vykazuji schopnost rychlejsi regenerace (Ma et al., 2013). Z
hlediska afinity k metanu preferuje typ | spiSe mensi koncentraci metanu a vy$$i mnozstvi

kysliku nez metanotrofni bakterie typu Il (Amaral et al., 1995).
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Obr. 1: Typické biotopy metanotrofnich bakterii na zakladé analyzy pmoA (metan

monooxygenazova podjednotka A) genu (pievzato z Knief, 2015).

2.2. Oxidace metanu - metanotrofie

Metanotrofni bakterie oxiduji metan na metanol, formaldehyd, kyselinu mravenci a
oxid uhli¢ity (Lai, 2009).

Iniciatnim krokem oxidace metanu je pfeména metanu na metanol, ktera je
katalyzovanad enzymem metan monooxygenazou (MMO) (Dubey, 2005). Kyslik ma pii
oxidaci metanu dtlezitou roli. Mtize dojit k rozbiti vazby v molekule kysliku. Enzym MMO
zacleni do molekuly metanu pouze jeden atom kysliku, kdy vznikne metanol, a druhy je
redukovan za vzniku vody (Hanson et al., 1996, Lai, 2009).

Metan miiZze byt metabolizovan jak katabolickou (zisk energie), tak anabolickou (rlst
biomasy) cestou. Katabolicka cesta metanové oxidace zahrnuje nékolik sekvenénich kroku
s metabolickymi produkty jako metanol, formaldehyd, kyselina mravenci, metylaminy nebo
metylované slouceniny obsahujici siru. Metanol je oxidovan na formaldehyd
periplasmatickou metanol dehydrogenazou (Hanson et al., 1996, Borrel et al., 2011).

Anabolicka cesta mlze byt rozdélena do dvou drah na zaklad¢ fixace produktu
oxidace metanu formaldehydu na: 1. ribuloso—monofosfatovou drahu (RuMP), 2. serinovou

drahu (Dubey, 2005, Liao et al., 2016). Karboxylové kyseliny a aminokyseliny jsou hlavnimi



meziprodukty serinové drahy. V RuMP cesté jsou hlavnimi meziprodukty fosfoglycerované
cukry. Meziprodukty jsou pak vyuzity k tvorbé biomasy metanotrofnich bakterii (Dubey,
2005, Orita et al., 2006).

Oxidace metanu obvykle probihd u metanotrofnich bakterii v membranovych
systémech oznacCovanych jako intracytoplazmatické membrany tvofici fadu intracelularnich
membranovych zahybl. Tyto membrany se vyskytuji ve dvou hlavnich intrastrukturdlnich
typech: v metanotrofech typu I jsou tyto vacky ve tvaru disku vyskytujici se po celé buiice,
naopak u typu II jsou podél periférie buné¢né stény (Bowman, 2006). Metanotrofni bakterie
obsahuji ve svych membranovych systémech kliCovy enzym metan monooxygenazu
(MMO), zodpovédnou za pocate¢ni oxidaci metanu na metanol (Wu et al., 2012). Enzym
MMO je zakotven v intracytoplazmatické membrané a ve vétSin€ piipadid se vyskytuje
membranovd forma (pMMO) obsahujici méd’, zatimco pouze mald podskupina
metanotrofnich  bakterii (druhy Methylocella a nové popsané druhy z kmene
Verrucomicrobia) ma navic gen pro cytoplazmatickou formu enzymu (sMMO) (Wu et al.,
2012).

2.3. Metanotrofni bakterie v raselinistich

Raselinisté piedstavuje typ mokiadniho ekosystému, ve kterém dochazi k akumulaci
organické hmoty poté, co rychlost priméarni produkce piekroci rychlost rozkladu organického
materidlu (Whittle et al., 2016). Tato nerovnovéha je zplisobena vysokou hladinou podzemni
vody a naslednou anoxii, tedy snizenou dostupnosti kysliku, kterd zpomaluje rozklad a
umoziuje tvofit raselinu. K jeji tvorbé ptispivaji i dalsi biologické faktory, jako napt. nizka
teplota a charakteristicka vegetace (Peltoniemi et al., 2012). Mokiady pfedstavuji jednu
sklenikovych plyni — oxidu uhli¢itého (CO,), metanu (CH;) a oxidu dusného (N;O).
NavySeni koncentrace téchto plynt v atmosféie byva povazovan za jeden z hlavnich divodua
aktualnich zmén klimatu (Tanneberger et al., 2011).

Podle hydrologie a bohatosti Zivin 1ze raSelinisté rozdélit do dvou hlavnich skupin, a
to na ombrotrofni a minerotrofni raselinisté (Urbanova, 2012). Ombrotrofni vrchoviste je typ
raselinisté¢, kde pievladaji raseliniky (Sphagnum). Protoze je vrchovisté typicky mirné
vyklenuté nad okolni krajinu, jeho jedinym zdrojem vody a zivin jsou srazky. Vrchovisté je
tedy chudé na Zziviny, mineraly (Ca, Na, K) a ma také zpravidla nizs§i pH. Oproti tomu

minerotrofni slatinist¢ byva umisténo naopak pod trovni okolniho terénu. Slatinist¢ tedy



pfijima vodu jak z atmosférickych srazek, tak i z podzemni vody, je na Ziviny a mineraly

bohatsi a ma vyssi pH (Landry et al., 2012).
2.3.1. Metan v raSelinisti

Aktivita metanotrofnich bakterii vyznamné pfispiva ke globalnimu kolob&éhu metanu
(Knief, 2015). Metan (CH,4) je po CO, druha nejhojné&jsi uhlikata sloucenina v atmosféie
(Jaatinen et al, 2005). Asi 25% vsech zdroji CH4 je spojeno s tézbou a spalovanim fosilnich
paliv nebo spalovanim biomasy, dalSich 6% pochézi z chemické produkce CHy z rostlinného
materialu. Téméet 70% je vSak vysledkem mikrobialnich procesi zejména V raselinistich
(Condrad, 2009, Brablcova et. al, 2014).

CH, je tvofen Vv anaerobnich podminkach metanogennimi archaei jako konecny
produkt anaerobni respirace a fermentace (Condrad, 2009, Brablcova et. al, 2014). Pouze
¢ast vyprodukovaného CH,4 se vSak dostane z anaerobnich vrstev raSelinist¢ do atmosféry.
Velké mnozstvi je spotfebovano metanotrofnimi bakteriemi, které mizou omezit uvoliiovani
metanu do atmosféry (Couwenberg, 2009, Fazli et al., 2013). Rychlost oxidace metanu lisici

se v ruznych typech raSelinist’ zavisi i na sloZzeni a mnozstvi metanotrofnich bakterii, a také

na pritomnosti rostlinnych druhd, které tuto rychlost ovliviji (Yrjdld et al., 2011).

2.3.2. Metanotrofni bakterie a vegetace Vv raSelinisti

V souCasné dobé jsou jiz prokazatelné studie, ze metanotrofnich bakterie se
nevyskytuji pouze v pud¢, ale byly dokonce identifikovany i v riznych ¢astech rostlin, napf.
v kofenech, stonku nebo listech cévnatych rostlin, ale i pfimo v pletivech raSeliniku
(Stepniewska et al., 2014) Dtivodem rozdilnych emisi CHy z riznych typt raselinist’ (napf.
slatinist¢ vs. vrchoviste), které se 1isi skladbou vegetace, by tedy mohlo byt i odlisné
mnozstvi a aktivita symbiotickych metanotrofnich bakterii (Liebner et al., 2011).
Symbiotické bakterie raseliniku jsou regulovany fadou abiotickych faktori a jsou vice
odolné vuci vnéj$im vlivim nez volné zijici metanotrofni bakterie (Putkinen et al., 2014).

Ve velkém mnoZstvi se metanotrofni bakterie vyskytuji 1 v rostlinné rhizosfére.
Rostliny mnohdy neptimo podporuji metanotrofy zvySenim dostupnosti kysliku v oblasti
kotentl, do kterych se kyslik dostava rostlinnymi pletivy. Metanotrofni bakterie pak zde tvori
dilezitou slozku bakterialnich biofilma (Calhoun et al., 1997, Stepniewska et al., 2014).
Dostupnost kysliku je tedy pro metanotrofni bakterie klicova, okysliceni rhizosféry se vSak

muze vyrazng liSit mezi rostlinnymi druhy (Calhoun et al., 1997).



2.4. Odvodnéni raSelinisté a vliv odvodnéni na sloZeni vegetace

Odvodnéni mtze stimulovat mineralizaci a drasticky zménit funkci raselinisté, kterou
plni jako ulozis$t¢ uhliku. Citlivost a odolnost mikrobidlnich komunit se po odvodnéni lisi
v riznych typech raselinist. Bylo prokazano, ze dlouhodobé odvodnéni meéni strukturu
spoleCenstva bakterii a jejich aktivitu vice na zivinové bohatSich minerotrofnich slatinistich
(Urbanova et al., 2015). Populace metanotrofnich bakterii reaguji odlisné na odvodnéni
raselinisté. Nékteré druhy metanotrofnich bakterii se vyskytuji jak v aerobni tak anaerobni
¢asti slatini$té¢ a vrchoviste, jelikoz jsou schopny se pfizptsobit podminkdm, kterym jsou
vystaveny (Ma et al., 2013). Stale je ale velmi malo informaci o tom, které metanotrofni
bakterie po odvodnéni pretrvavaji, nebo jak se slozeni metanotrofniho spole¢enstva po
odvodnéni zméni. Prvni studie naznacuji, Ze na nckteré druhy napt. z celede
Methylococcaceae ma odvodnéni velky vliv, avSak ur€ité druhy napt. z celedé
Methylocystaceae dominuji i po odvodnéni (Krause et al., 2015).

Odvodnéni tasSeliniSté zpusobi, Ze horni vrstva raseliny zvySuje objemovou hmotnost,
stava se téz81 a stlaCuje spodni vrstvu raseliniSté. Odvodnéni snizuje hloubku anaerobni
zony, kde probiha produkce metanu, a roste aerobni zdéna, kterd vyhovuje aktivni ¢innosti
metanotrofnich bakterii (Landry et al., 2012). Nejvyssi ¢innost metanotrofnich bakterii je
vSak v oblasti rozhrani oxické a anoxické casti raseliniSté, kde je dostatek kysliku i CHy4
(Vecherskaya et al., 1993).

Snizeni vodni hladiny vyvolava zmény i ve slozeni vegetace, které se projevuji opét
vyrazn€ji na minerotrofnim slatini$ti neZ na ombrotrofnim vrchovisti (Strakova et al., 2010).
Zmény ve sloZeni vegetace muzou mit za nasledek celkové posuny v produkci a
dekompozici organické hmoty, a tim ovliviiuji mnozstvi a kvalitu raseliny (Strakova et al.,
2012).



3. Metodika

Ve své diplomové praci jsem analyzovala vzorky odebrané na raselinisti Lakkasuo ve
Finsku. Vzorky odebral tym z Helsinské univerzity po deseti letech inkubace v ramci

dekompozi¢niho experimentu Petry Strakové (Strakova et al., 2012).

3.1. Popis lokality

Vyzkum byl proveden ve finském raSeliniStnim komplexu Lakkasuo (61 © 48'N, 24 °
19'E, cca 150 m n.m.) nachazejici se v centralni Casti Finska. V této oblasti spadne za rok
primérné asi 710 mm srazek, z nichz 1/3 pad4 jako snih. Primérné teploty za leden a
cervenec se zde pohybuji piiblizné kolem —8,9 a 15,3 °C (Jaatinen et al., 2007).

Dekompozi¢ni experiment byl proveden na dvou studijnich mistech odliSujicich se
bohatosti Zivin, a to na ombrotrofnim vrchovisti @ mezotrofnim slatinisti (Obr. 2). Ob¢ tyto
¢asti zahrnovaly kontrolni pfirozené raselinisté, kratkodobé odvodnéné raselinisté a
dlouhodobé¢ odvodnéné raselinisté. Dohromady tyto plochy tvotily piechod ze zavodnéného
nenaruSené¢ho piirozené¢ho raselinisté k sussim mistim a nakonec k lesnimu ekosystému
(Obr. 3). Nenarugena a dlouhodob& odvodndna plocha tvofila cca 900 m? a kratkodobé

odvodnéna plocha cca 500 m? (Strakova et al., 2012).

B

Slatinisté

Obr. 2: Lokalita experimentu. P= prirozené, K= krdtkodobé odvodnéné, D= dlouhodobé

odvodneéné slatinisté/vrchovisté.



Slatinisté Vrchovisté

: Odvodnéna cast

Odvodnéna cast

_ Neodvodnéna cast

Obr. 3: Pfechod z neodvodnéného raselinis§t€¢ do lesniho ekosystému v odvodnéném

vrchovisti a slatinisti.

Pti kratkodobém odvodnéni byla primérna hladina podzemni vody pfiblizn€ o 10 cm
ve vrchovisti a 20 cm ve slatiniSti niz§i nez v pfirozenych mistech. V dlouhodobé
odvodnénych plochach byla hladina podzemni vody nizsi asi o 15 cm ve vrchovisti a az o 40
cm ve slatinisti nez v pfirozenych plochach (Strakova et al., 2012).

Slatini$té a vrchovisté jsou charakterizovana odliSnou vegetaci v zavislosti na vodni
hlading, pH a koncentraci zivin (Strakova et al., 2012). Pro pfirozené vrchovisté i slatinisté je
charakteristicky rust napt., suchopyra pochvatého (Eriophorum vaginatum), btizy zakrslé
(Betula nana) a ruznych druhd raseliniki (Sphagnum fallax, Sphagnum fuscum). Po
kratkodobém odvodnéni se zvysila hojnost borovice lesni (Pinus sylvestris) a biizy (Betula
nana) hlavné na slatini$ti, na vrchovisti nebyly zmény ve vegetaci néjak vyznamné.
Raseliniky vykazovaly znamky vysusSeni, ale jejich abundance se nezménila (Jaatinen et al.,
2007). Po dlouhodobém odvodnéni byly zmény ve slozeni vegetace vyznamné (Strakova et
al., 2012). Ve vrchovisti i slatinisti, kde byly pivodné hojné rozsiteny raseliniky a travy,
vyrostl lesni ekosystém, kde dominuje borovice a bfiza. Na slatinisti ubyla hojnost
raSelinikd, muZeme tam vSak najit druhy jako Sphagnum angustifolium. Na vrchovisti
dominuji kromé borovice a biizy rizné kefe a raSeliniky (Sphagnum angustifolium,

Sphagnum fuscum) (Jaatinen et al., 2007).
3.2. Vzorky rostlinného opadu

V dekompozi¢nim experimentu bylo ziskano 118 wvzorki rostlinného opadu
z ombrotrofni @ minerotrofni casti raSeliniS§té. Vzorky pochazely z rostlin typickych pro

raselini§té: travy (ostfice plstnatoploda - Carex lasiocarpa, suchopyr pochvaty - Eriophorum
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vaginatum), zakrslé kete (btiza zakrsla — Betula nana, rojovnik bahenni — Ledum palustre),
stalezeleny strom (borovice lesni — Pinus sylvestris), opadavy strom (bfiza pyfita — Betula
pubescenc), raSeliniky (Sphagnum fallax, S. angustifolium, S. balticum, S. fuscum), lesni
mech (travnik Schreberiv — Plezorium schreberi).

Experiment byl provadén metodou opadovych sackt, které¢ byly naplnény rostlinnym
materialem a vloZeny zpét na misto, kde by urcity rostlinny opad byl vyprodukovan a byl
postupné rozlozen v piirozenych podminkach. Sacky, které obsahovaly nadzemni casti
rostlin a mechovy material, byly ulozeny horizontaln¢ na povrch (0 cm) vrchovisté a
slatinisté¢ k danému druhu rostliny, ze které opad pochédzel. Sacky s kofeny borovice byly
vlozeny vertikalné Kk povrchu raselinist¢ do hloubky 0-10 cm a 20-30 cm (Obr. 4). Po
desetileté inkubaci v raSelini$ti byly jednotlivé opadové sacky vytazeny V fijnu roku 2015 z
pudy, byly pfevezeny do laboratote, obsah sa€kt byl ocistén, zvazen ke zjisténi zbyvajici
hmotnosti a vysusen mrazem (Strakova et al., 2012). Takto pfipravené vzorky byly
dopraveny z Finska do Ceské republiky, kde byly pouzity k nasledujicim laboratornim

analyzam.

Neodvodné&na &ast KrétkO'deé odvodnéna DIOUhOdOPé' 'odvodn_éné
(roky) cast {desetileti) éast

Obr. 4: Metoda opadovych sackt v ptirozeném, kratkodobé odvodnéném a dlouhodobé

odvodnéném raselinisti.

11



3.3. Laboratorni pokusy

3.3.1 lzolace DNA

Protoze lyofilizované vzorky obsahovaly rtizné typy opadu (jehlice, koteny, listy,
atd.), bylo potieba jednotlivé vzorky pied izolaci DNA nejdiive rozdrtit v tekutém dusiku.
Takto ptipravené byly vzorky navdzeny Vv rozmezi 0,05 g — 0,1 g (piesna hodnota navazky
byla zaznamenana) a k tomuto mnozstvi bylo ptidano 400 ul destilované vody a vzorky byly
promichany. Izolaci DNA z pudy byla provedena podle navodu MO BIO PowerSoil® DNA
Isolation Kit. Mnozstvi DNA bylo stanoveno fluorimetricky pomoci QuantiFluor®
dsDNASystem, Promega. Vzorky byly osekvenovany v laboratoifi Argonne National

Laboratory, Lemont, Illinois.

3.3.2 Stanoveni mnoZstvi 16SrRNA genu pro celkové bakterie a pmoA genu pro
metanotrofni bakterie

Pomoci kvantitativni real - time PCR (gPCR) byl stanoven gen 16SrRNA pro
celkové bakterie a gen pmoOA charakteristicky pro metanotrofni bakterie. Amplifikace
standardu pro oba geny byla provedena klasickou polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a
velikost produktu amplifikace byla ovéfena gelovou elektroforézou. Nasledné byl precistén
PCR standard podle protokolu QIAquick® PCR Purification Kit a zméfena koncentrace.
Vzorky byly natedény na cca 15-20 ng a poté byl pfipraven MasterMix v odlisném slozeni
pro oba geny. Pro qPCR do 48 jamkové mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 17ul
reak¢ni smési a 3ul DNA templatu, jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda, vSe ve
dvou opakovanich. Desitkovym fedénim byla vytvofena pétibodova kalibracni kiivka.
QPCR probihala na ptistroji StepONE RealTime PCR System, Applied Biosystems, USA. |
ptes to, ze byla kiivka tani posunuta jen u nékterych vzorkt, velikost produktu vSech vzorkt
byla ovéfena gelovou elektroforézou.

Jako standard pti kvantifikaci genu 16SrRNA charakteristického pro celkové bakterie
byla pouzita bakterie Escherichia coli. Slozeni reakéni smési pro jeden vzorek bylo: 5,86 pl
PCR vody, 10 ul FastStartSybrGreenMix (ROSCHE), 0,12 ul primer 341-F
(CCTACGGGAGGCAGCAG), 0,12 ul primer 534-R (ATTACCGCGGCTGCTGGCA), 0,4
ul bovin serum albumin (BSA), 0,50 ul dimethysulfid (DMSQ). Primery, které byly soucasti
reakéni smési, byly v koncentraci 0,3 uM. QPCR genu 16SrRNA celkovych bakterii

.....

pii 95 °C /15 s, nasedani primeru 60 °C /30 s, syntéza fetézcti 72 °C /30 s. Velikost produktu
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(193bp) byla ovéiena gelovou elektroforézou. Na 1% gel bylo napipetovano 5 pl markeru
Ladder (O° Gene Ruler 100 pb) a 2ul Syber Green, a dale smés slozena z 1ul Loading Dye,
2ulSyber Green a 4ul vzorku. Gelova elektroforéza probihala 60 minut, pfi 90V a 500mA.
Jako standard pro kvantifikaci genu pmoA charakteristického pro metanotrofni
bakterie byl pouzit plazmid poskytnuty Alici Chronakovou, ktery byl jiz pouzit v bakalaiské
praci (Kra¢marova, 2014). Slozeni reakéni smési pro jeden vzorek bylo nasledovné: 5,62 ul
PCR vody, 10 ul FastStartSybrGreenMix, 0,24 ul  Primer MG661-R
(GGTAARGACGTTGCNCCGG), 0,24 pul Primer A189-F (GGNGACTGGGACTTCTGG),
0,40 ul BSA, 0,50 ul DMSO. Primery pouzité v reakéni smési byly v koncentraci 0,6 uM.
35 cyklt denaturace pti 94 °C/25 s, nasedani primeru 57 °C/20 s, syntéza fetézch 72 °C/45 s.
Velikost produktu (491bp) byla rovnéz ovétena gelovou elektroforézou za stejnych

podminek jako pii kvantifikaci genu 16SrRNA.

3.3.3 Vyhodnoceni dat

K wvytvofeni OTU (Operational Taxonomic Unit) tabulky wvyjadfujici distribuci
jednotlivych mikrobidlnich druhii ve vzorcich a analyzy kvality sekvenci jsou nezbytné
hluboké znalosti bioinformatiky, proto byla OTU tabulka vytvofena za pomoci Skolitele. Po
odstranéni malo kvalitnich a kratkych sekvenci (q <PhredScore 20) byl pocet sekvenci 4 612
932. Vlastni OTU tabulka byla vytvofena pomoci algoritmu uparse 8.1, taxonomické
pfifazeni algoritmem utax s vyuZitim databaze ARB Silva 119. Tato data byla zpracovana a
vyhodnocena ve statistickém programu STAMP v. 2.0.6 (Parks et al., 2014). Relativni
zastoupeni ¢eledi v procentech bylo pfepocitano na absolutni mnoZstvi pomoci qPCR (kopie
genu/g opadu). Absolutni hodnoty byly log (x+1) pfevedeny pro ziskani normalni distribuce.
Za pomoci konzultanta byl vyhodnocen vliv typu raselinisté, opadu, odvodnéni a hloubky na
mnozstvi metanotrofnich bakterii jako rozklad variability pomoci redundanéni analyzy
(RDA) v programu CANOCO 5. Méfeni probihalo oddé€lené pro opady z povrchové vrstvy a
kofeny Pinus sylvestris. Pomoci metody postupné selekce charakteristik prostiedi byly
vybrany jednotlivé parametry prostfedi, které nejlépe korelovaly s variabilitou mnozstvi
metanotrofnich bakterii. Signifikance byla testovana pomoci Monte Carlo permuta¢niho
testu. Pro vyhodnoceni dat jsem pouzivala program STAMP v. 2.0.6, ktery ma v sobé
zahrnuty zakladni vypocty a statistické testy (vypocet smérodatné odchylky, ANOVA, t-test,
atd.). Data byla z programu STAMP vyexportovana a dale zpracovana v Microsoft Office
Excel (2007).
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4. Cile a hypotézy

4.1. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo nejen zpracovat literarni reSerSe o metanotrofnich
bakterii, ale i zjistit vliv odvodnéni (kratkodobého a dlouhodobého), hloubky (0 cm, 0-10
cm, 20-30 cm) a vliv rizného typu opadu na Kvantitu a relativni zastoupeni metan

oxidujicich bakterii ve slatinisti a vrchovisti.

4.2. Hypotézy

Po kratkodobém i dlouhodobém odvodnéni dojde k celkovému snizeni mnozstvi a
diverzity metanotrofnich bakterii. Tyto zmény budou vyraznéj$i v zZivinové bohatSim
minerotrofnim slatinisti.

Vlivem poklesu mnozstvi kysliku s hloubkou raselinisté dojde 1 k poklesu mnoZzstvi a
diverzity metanotrofnich bakterii. Odvodnéni bude mit vyraznéj$i vliv na spodni vrstvy
raseliny, kde dojde k navySeni mnozstvi a diverzity metanotrofnich bakterii. Tyto zmény
budou opét vyrazng€jsi v minerotrofnim slatinisti.

Mnozstvi a diverzita metanotrofnich bakterii bude ovlivnéna i typem rostlinného

opadu.
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5. Vysledky

Mnozstvi a zastoupeni metanotrofnich bakterii bylo porovnano v disledku vlivu
odvodnéni v pfirozeném, kratkodobé a dlouhodobé odvodnéném slatinisti a vrchovisti, vlivu
hloubky na povrchu (0 cm), ve svrchni vrstvé (0—10 cm) a ve spodni vrstvé (20-30 cm). Vliv
odvodnéni a hloubky byl také porovnan pro kofeny Pinus sylvestris. Dale bylo zkoumano
nejen mnozstvi jednotlivych celedi metanotrofnich bakterii a rodu Candidatus
Methylacidiphilum v riznych hloubkach, v ptirozeném a odvodnéném prostiedi a v odlisném

typu opadu, ale i vzajemny vztah mezi metanotrofnimi bakteriemi a metanogennimi archaei.

5.1. Vliv odvodnéni na mnozZstvi a diverzitu metanotrofnich bakterii

Na slatinisti doslo po kratkodobém odvodnéni k mirnému zvySeni poctu celkovych
bakterii, které pietrvalo i po dlouhodobém odvodnéni (Obr. 5A). Naopak na vrchovisti se
zvysil pocet celkovych bakterii az po dlouhodobém odvodnéni (Obr. 5C).

Mnozstvi metanotrofnich bakterii kleslo s odvodnénim ve slatinisti (Obr. 5B).
Kratkodobé odvodnéni snizilo mnozstvi metanotrofnich bakterii o cca 75%. Naopak na
vrchovisti vedlo kratkodobé odvodnéni k mirnému nartistu mnozstvi metanotrofnich bakterii
(Obr. 5D). K prudkému poklesu doslo az po dlouhodobém odvodnéni na pouze asi 3%

puvodniho mnozstvi.
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Obr. 5: Mnozstvi celkovych a metanotrofnich bakterii na zakladé¢ kvantifikace genu
16SrRNA a pmoA Vv pfirozeném, kratkodobé odvodnéném a dlouhodobé odvodnéném

slatini$ti a vrchovisti.

Metanotrofni bakterie tvofily v pfirozeném slatinisti pfiblizné 1,3% a ve vrchovisti
asi 2,4% z celkovych bakterii.

V prirozeném slatini§ti dominoval rod Candidatus Methylacidiphilum a c&eled’
Beijerinckiaceae v ptiblizné stejném zastoupeni cca 31% (Obr. 6A). Jedinou skupinou, jejiz
mnozstvi se s odvodnénim na slatinisti zvysilo, je rod Candidatus Methylacidiphilum.
Zastoupeni tohoto rodu pii dlouhodobém odvodnéni slatinisté stouplo na asi 70% z
celkového poctu metanotrofnich bakterii. Naopak pocet vSech celedi po odvodnéni klesl.
Abundance &eledi Beijerinckiaceae se s odvodnénim snizila az na cca 12%. Celed
Methylocystaceae tvotila na pfirozeném a kratkodobé odvodnéném slatinisti asi 21%, po
dlouhodobém odvodnéni se mnozstvi této Celedi snizilo na cca 12%. Na vrchovisti doslo
opét k ristu mnozstvi rodu Candidatus Methylacidiphilum a pomérné¢ dost narostla celed’
Methylococcaceae z cca 5% pii dlouhodobém odvodnéni (Obr. 6B). Naopak zastoupeni
Celedi Methylocystaceae, Methylophilaceae a Beijerinckiaceae s odvodnénim kleslo. Na
celed” Beijerinckiaceae nemélo kratkodobé odvodnéni skoro zadny vliv a pii dlouhodobém

odvodnéni se mnozstvi metanotrofnich bakterii snizilo.
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Obr. 6: Relativni zastoupeni jednotlivych ¢eledi metanotrofnich bakterii ve slatinisti a

vrchovisti v pfirozenych a odvodnénych ptudach.
5.2. Vliv hloubky na mnozstvi a diverzitu metanotrofnich bakterii

Ve slatinisti neméla hloubka vyrazny vliv na celkové bakterie, doslo k malému
ubytku bakterii ve svrchni vrstvé raSelinisté, ale ve spodni vrstvé mnozstvi celkovych
bakterii zase nepatrné narostlo (Obr. 7A). Naopak ve vrchovisti ve svrchni vrstvé mnozstvi
bakterii narostlo zhruba o polovinu oproti povrchu (Obr. 7C). Ve spodni vrstvé se mnozstvi
celkovych bakterii snizilo o cca 76% oproti svrchni vrstvé.

Mnozstvi metanotrofnich bakterii kleslo s hloubkou ve slatinisti (Obr. 7B). Spodni
vrstva obsahovala piiblizn¢ 28% oproti mnozstvi metanotrofnich bakterii na povrchu. Stejné
jako na slatinisti, i na vrchovisti mnozstvi metanotrofnich bakterii kleslo s hloubkou (Obr.

7D). Mnozstvi metanotrofnich bakterii se i zde snizilo asi na 31% oproti povrchu.
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Obr. 7: Mnozstvi celkovych a metanotrofnich bakterii na zakladé¢ kvantifikace genu

16SrRNA a pmoA ve dvou odlisnych typech raselinist’ v zavislosti na riznych hloubkéch.

Metanotrofni bakterie tvofily ve slatiniSti na povrchu asi 1,4% a ve svrchni a spodni
vrstvé se mnozstvi metanotorfnich bakterii snizilo pod 1%. Ve vrchovisti se mnozstvi
metanotrofnich bakterii z celkovych bakterii na povrchu a svrchni vrstvé neménilo, naopak
ve spodni vrstvé mnozstvi narostlo na asi 4,5%.

Na pfirozeném slatinisti zastoupeni c¢eledi Methylocystaceae, Methylophilaceae,
Methylobacteriaceae a Methylococcaceae rostlo s hloubkou (Obr. 8A). Celed
Methylocystaceae na povrchu zaujimala asi 15% metanotrofnich bakterii a ve spodni vrstvé
doslo k wvyrazngjSimu narastu jejiho zastoupeni na asi 32%. Rod Candidatus
Methylacidiphilum tvofil na pfirozeném slatinisti az cca 54%, a spoleéné s celedi
Beijerinckiaceae klesl s hloubkou. Na vrchovisti se zvysilo s hloubkou zastoupeni ¢eledé
Methylocystaceae a Beijerinckiaceae, ktera na povrchu tvofila ptiblizn¢ 18% (Obr. 8B). Ve
svrchni vrstvé zastoupeni Celedi Beijerinckiaceae narostlo na cca 48% a ve spodni vrstvé
nepatrné kleslo asi na 33%. Ke zna¢nému zvyseni doslo u celedi Methylococcaceae ve
spodni vrstvé a to asi z 1% na 33%. Na povrchu vrchovisté dominoval opét rod Candidatus
Methylacidiphilum, ktery zaujimal az 60% z metanotrofnich bakterii a s hloubkou jeho

procentudlni zastoupeni kleslo aZ na cca 5% ve spodni vrstvé vrchovisté.
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Obr. 8: Relativni zastoupeni jednotlivych ¢eledi metanotrofnich bakterii ve slatinisti a

vrchovisti v riiznych hloubkach ptidniho profilu.

5.3. Vliv odvodnéni a hloubky na metanotrofni bakterie u kofeni Pinus

sylvestris

Mnozstvi metanotrofnich bakterii bylo nejvetsi na pfirozeném slatinisti ve svrchni
vrstvé oproti ostatnim vrstvam (Obr. 9A). Ve spodni vrstvé vyrazné kleslo mnozstvi bakterii.
V kratkodobé odvodnéném slatinisti doslo k malému poklesu ve spodnim piidnim horizontu
raselini§té. V dlouhodobé odvodnéné ¢asti mnozstvi metanotrofnich bakterii narostlo s
hloubkou. Ve vrchovisti (Obr. 9B) bylo zde nejvétsi zastoupeni metanotrofnich bakterii
Vv pfirozené Svrchni ¢asti, ve spodni ¢asti opét doslo k vyraznému poklesu. Naopak s
kratkodobym a dlouhodobym odvodnénim ve svrchni vrstvé se mnozstvi metanotrofnich

bakterii snizilo a ve spodni vrstvé doslo k nariistu mnozstvi bakterii.
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Obr. 9: Vliv odvodnéni a hloubky na metanotrofni bakterie u kofend Pinus sylvestris na

zaklad¢ kvantifikace genu pmoA.
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Redundanéni analyza (RDA) u kofenti Pinus sylvestris ukazala, ze na variabilitu
v mnozstvi celkovych bakterii (Obr. 10A, Tab. IlIl) mél velky vliv typ raselinisté (21,2%
vysvétlené variability, P=0,002). Na slatinisti mélo vyraznéjsi vliv odvodnéni (19,3%
vysvétlené variability, p=0,01) a mensi vliv méla hloubka (9,6% vysvétlené variability),
naopak na vrchovisti méla vliv hlavné hloubka (18,3% vysvétlené variability, p=0,006) a
mensi vliv mélo odvodnéni (5,5% vysvétlené variability, p=0,036).

Na variabilitu v mnozstvi metanotrofnich bakterii (Obr. 10B,C, Tab. Ill) mélo
podobn¢ jako u mnozstvi celkovych bakterii na slatiniSti vyraznéj$i vliv odvodnéni (24,8%
vysvétlené variability, p=0,026) a mensi vliv méla hloubka (4% vysvétlené variability,
p=0,17). Naopak na vrchovisti méla vyrazny vliv hloubka (42,0% vysvétlené variability,
p=0,006) a zadny vliv odvodnéni (0% vysvétlené variability, p=0,568). Parametry prostiedi
nejvice vysvétlujici variabilitu metanotrofniho spoleCenstva u kotenti Pinus sylvestris jsou

pH ptdy, hladina podzemni vody, koncentrace hoi¢iku (Mg) a dusiku (N) v pudé¢ (Tab. V).
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Obr. 10: Znazornéni variability v mnozstvi celkovych bakterii (A), metanotrofnich bakterii
(B) a jednotlivych metanotrofnich roda (C) u kofenti Pinus sylvestris ve svrchni a spodni
vrstve slatiniSté a vrchovisteé v zavislosti na odvodnéni. S= slatiniste, V= vrchoviste. Rod C.
Methylacidiphilum — modre, celed’ Methylocystaceae — cervené, Beijerinckiaceae — Sede,

Methylophilaceae — fialové, Methylobacteriaceae — zelené, Methylococcaceae — Zluté.
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Tab. Ill: Testované zdroje variability a % vysvétlené variability v mnozstvi celkovych

bakterii a metanotrofnich bakterii u kofend Pinus sylvestris.

Zdroje variability Slatini$té/vrchovisté Vysvétlena variabilita (%) P
Celkové bakterie
Typ raselinisté 21,2 0,002
Odvodnéni slatini$té 19,3 0,010
vrchovisté 55 0,036
Hloubka slatinisté 9,6 0,014
vrchovisté 18,3 0,006
Metanotrofni bakterie
Typ raselinisté 10,8 0,002
Odvodnéni slatinisté 24,8 0,026
vrchoviste 0 NS
Hloubka slatinisté 4,0 NS
vrchovisté 42,0 0,006

NS= nesignifikantni

Tab. 1V: Parametry prostiedi nejvice vysvétlujici variabilitu metanotrofniho spolecenstva u

kofenti Pinus sylvestris.

Parametry Vysvétlena variabilita (%) P
pH 18,9 0,014
Vodni hladina 15,0 0,014
Hoi¢ik 7,8 0,037
Dusik 7,8 0,037

5.4. Vliv rizného typu opadu na mnozstvi a diverzitu metanotrofnich

bakterii

RDA analyza povrchové vrstvy raselinisté ukazala, Ze na variabilitu v mnozstvi
celkovych bakterii (Obr. 11A, Tab. V) mél vliv typ raseliniste (10,9% vysvétlené variability,
p=0,002). Na slatinisti mélo vyraznéj$i vliv odvodnéni (18,3% vysvétlené variability,
p=0,002), zatimco na vrchovisti mél vyznamny vliv typ opadu (10,9% vysvétlené variability,
p=0,002).

Na variabilitu v mnozstvi metanotrofnich bakterii (Obr. 11B,C, Tab. V) pievladal
vliv typu opadu na slatinisti i vrchovisti (14,2% a 23,4% vysvétlené variability, p=0,002).
Parametry prostfedi nejvice vysvétlujici variabilitu metanotrofniho spole€enstva u povrchové
vrstvy raselinisté je vySka hladiny podzemni vody, koncentrace dusik (N) a fosfor (P) a pH
pady (Tab VI).
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Obr. 11: Znazornéni variability v mnozstvi celkovych bakterii (A), metanotrofnich bakterii

(B) a jednotlivych metanotrofnich rodi (C) v povrchové vrstvé slatinisté¢ a vrchovisté

v zavislosti na odvodnéni a typu substrdtu. S= slatiniste,

V:

vrchovisté.

Rod C.

Methylacidiphilum — modre, celed Methylocystaceae — cervené, Beijerinckiaceae — Sede,

Methylophilaceae — fialové, Methylobacteriaceae — zelené, Methylococcaceae — Zluté.

Tab. V: Testované zdroje variability a % celkové variability v mnozstvi a zastoupeni

celkovych a metanotrofnich bakterii v povrchové vrstvé raselinisté.

Zdroje variability Slatini$té/Vrchovisté Vysvétlena variabilita (%) P
Celkové bakterie
Typ raselinisté 10,9 0,002
Odvodnéni slatini$té 18,3 0,002
vrchovisté 4.4 0,002
Typ opadu slatinisté 3,6 0,010
vrchovisté 10,9 0,002
Metanotrofni bakterie

Typ raselinisté 1,7 0,004
Odvodnéni slatini§té 6,3 0,002
vrchovisté 3,8 0,008
Typ opadu slatiniste 14,2 0,002
vrchovisté 23,4 0,002
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Tab. VI: Parametry prostiedi nejvice vysvétlujici variabilitu metanotrofniho spolecenstva.

Parametry Vysvétlena variabilita (%) P
Vodni hladina 4.4 0,028
Fosfor 3,3 0,028
Dusik 3,2 0,028
pH 2,6 0,035

5.5. Vzajemny vztah metanotrofnich bakterii a metanogennich archaei

RDA analyza metanotrofnich bakterii u kofentt Pinus sylvestris (Obr. 12A) ukazala,
ze 23,2% variability v metanotrofnim spoleCenstvu muize byt vysvétleno metanogennim
spoleCenstvem. V povrchové vrstvé raselinisté (Obr. 12B) mohlo metanogenni spoleéenstvo
vysvétlit 5,9% variability u metanotrofnich bakterii. Pozitivni korelace byla mezi vyskytem

metanogennich archaei a metanotrofnich bakterii ¢eledi Methylococcaceae (r > 0,5).

@ @
(=} o
b4
II
/
/
;
7 Py —_
< . X
?\» o \31 Methylocystaceae v &
= +#" _s7 Metanogenni | &L uncultured PRt
~ y - bakterie N ==7*" Metanogenni
Methylocystaceae - - .

© Y s >4 < o .
4 uncultured o | g2Zetiailloam- 2 Pl s £ bakterie
< <DE Methylocystis -
E C. Methylacidiphilum @
© Methylocystis ©
= S

-1.0 RDA osa 1 (23.7%) 1.0 -1.0 RDA osa 1 (8.1%) 1.0

Obr. 12: Znazornéni vztahu metanotrofnich bakterii a metanogennich archaei u kofent
Pinus sylvestris (A) a v povrchové vrstvé raselinist¢ (B). Rod C. Methylacidiphilum —
modre, celed Methylocystaceae — Cervené, Beijerinckiaceae — Sedé, Methylophilaceae —

fialove, Methylobacteriaceae — zelene, Methylococcaceae — Zluté.

V tabulce VII jsou vybrany korela¢ni koeficienty mezi metanotrofnimi bakteriemi a
metanogennimi archaea, které se ukazaly jako statisticky vyznamné (p < 0,05). Metanotrofni
rod Methylovulum (¢eled” Methylococcaceae) vyznamné koreloval S metanogenni Celedi
Methanomicrobiales. Dalsi pozitivni korelace byla potvrzena mezi metanotrofnim rodem
Methylobacter (¢eled Methylococcaceae) a metanogenni ¢eledi Methanomicrobiales. Mezi
metanotrofnim rodem Methylomonas (¢eled Methylococcaceac) a metanogenni cCeledi

Methanococcales se ukazala signifikantni negativni korelace.
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Tab. VII: Statisticky vyznamné korelace mezi metanotrofnimi bakteriemi a metanogennimi

archaea v raselinisti (vybrany korelace, kde n > 3).

Celedé Rody metanotrofnich bakterii
metzl;:l%;:in o Methylocystis Methylobacter Methylovulum Methylomonas Methylotenera C'Msrt]mlr?fidi'
Methanococcales NS NS NS -0,52 (n=17) NS NS
Methanomicrobiales NS 0,75(n=9) 0,96 (n=5) NS NS NS

n = pocet bodli, ze kterych byla pocitana korelace
NS = nesignifikantni
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6. Diskuze

6.1. Vliv odvodnéni slatinisté a vrchoviSté na metanotrofni bakterie

faktorti ovlivilyjici slozeni a funkci mikrobialnich spolecenstev a S tim i souvisejici oxidaci
metanu (Kettunen et al., 1999, Jaatinen et al., 2007, Urbanova et al., 2015). Nase data
ukazuji, ze na minerotrofnim slatinisti doSlo po kratkodobém odvodnéni k rychlému zvySeni
mnozstvi celkovych bakterii, které se uz dale vyrazn¢ neménilo. Naopak u vrchovisté mélo
kratkodobé odvodnéni na mnozstvi celkovych bakterii velmi maly vliv, mnozstvi celkovych
bakterii narostlo az po dlouhodobém odvodnéni. To je ve shod¢ se studii Jaatinen et al.,
(2007), kde zmény mezi pfirozenym a kratkodobé odvodnénym raselinistém byly malé.
Odlisnost reakce bakterii na minerotrofnim slatinisti a ombrotrofnim vrchovisti napovida, ze
reakce celkovych bakterii na zménéné podminky (pfirozené — kratkodobé odvodnéné
vrchovisté) nejsou ziejmé spojeny pouze se zménou hladiny vody, ale i1 jinymi faktory
prostiedi. Mize spiSe souviset se zménou vegetace, ktera se S odvodnénim zménila od trav a
raSelinikti po lesni vegetaci (Jaatinen et al., 2007).

Podle Yrjala et al., (2011) je odvodnéni a pokles vodni hladiny spojen s vyssi
aktivitou aerobnich metanotrofnich bakterii a naopak se snizuje aktivita metanogennich
archaei. V nasSich studiich jsme neméfili pfimo aktivitu metanotrofnich bakterii, ale nase data
prokazatelné ukazuji, ze mnozstvi metanotrofnich bakterii S odvodnénim vyrazné klesa. Opét
jsme zaznamenali odliSnou odpovéd’ slatinisté a vrchoviste, kdy ve slatinisti nastal pokles jiz
po kratkodobém odvodnéni, naopak ve vrchovisti az pfi dlouhodobém odvodnéni. Hlavnim
divodem poklesu mize byt i pokles metanogennich archaei, tedy hlavnich producentd
metanu pro metanotrofni bakterie (Lisalova, 2016). Pokud totiz metanotrofni bakterie nemaji
dostatek substratu pro oxidaci, vétSina metanotrofnich bakterii umira bez ohledu na zvysené
okysli¢eni pudy vlivem odvodnéni (Juottonen et al., 2012). Jinym divodem muze byt i fakt,
ze slatinisté byva obecné citlivéjsi ke zmé&nam prostredi po odvodnéni, a proto 1 metanotrofni
spole¢enstvo reaguje na odvodnéni na slatinisti rychleji a vyraznéji nez na vrchovisti.

Odvodnéni mélo zasadni vliv i na urcité skupiny metanotrofnich bakterii. Podle
naSich dat ve slatiniSti i vrchovisti dominuji metanotrofni bakterie rodu Candidatus
Methylacidiphilum a dvé nejhojnéjsi celed¢ Beijerinckiaceae a Methylocystaceae. Knief.,
(2015) wuvadi, ze bakterie rodu Candidatus Methylacidiphilum a dalsi izolaty byly

vyizolovany z kyselych teplych oblasti a maji schopnost adaptace na rizné pH a koncentrace
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kysliku. Nase vysledky tato pozorovani potvrzuji, jelikoz se bakterie rodu Candidatus
Methylacidiphilum vyskytuji v nejvétsim mnozstvi v dlouhodobé odvodnéném slatinisti a
vrchovisti, kde jim muze vyhovovat jak kyselé pH, které se s odvodnénim snizilo (slatinisté
pH 5,9-3,8, vrchovisté pH 4,4-3,6), tak vyssi koncentrace kysliku (Strakova et al., 2010).
Naopak zastoupeni Celedi Methylocystaceae a Beijerinckiaceae po odvodnéni vyrazné
pokleslo. Obé¢ tyto celedé¢ patii do skupiny metanotrofnich bakterii typu II, tedy
Il tendenci byt vice aktivni v prostiedi s nizsi koncentraci kysliku a vys$si koncentraci metanu
oproti typu I, coz by mohlo vysvétlit jejich pokles v odvodnénych okysli¢enych plochach.
Oproti tomu bakteriim z Celedé Methylococcaceae (typ |, Gammaproteobacteria) vyssi
koncentrace kysliku nevadi, coz mohlo vést kK jejimu relativnimu nartstu v dlouhodobé

odvodnéném vrchovisti (Amaral et al., 1995).

6.2. VIiv hloubky na metanotrofni bakterie ve slatinisti a vrchovisti

Aktivita metanotrofnich bakterii zavisi na dostupnosti substratu v padé. Cinnost
metanotrofnich bakterii je tedy zpravidla nejvyssi na rozhrani mezi aerobni a anaerobni
zénou, ktera se vyskytuje v hornich vrstvach raSelinisté. Metan je produkovan v hlubsich
anaerobnich vrstvach raseliny a vyprodukovany metan stoupa k povrchu, kde je oxidovan.
To potvrzuji i nase vysledky, které ukazuji, ze s hloubkou slatini§té i vrchovist¢ mnozstvi
metanotrofnich bakterii klesa, coz se shoduje s vysledky Yrjala et al., (2011), kde je nejvétsi
mnozstvi metanotrofnich bakterii na povrchu raSelinisté¢ vysvétleno korelaci mezi
metanotrofnimi bakteriemi a urcitymi druhy raselinikti. Pokles metanotrofnich bakterii
vnasich vysledcich ma opacny trend nez metanogenni archaea, kde se mnozstvi
metanogennich archaea s hloubkou slatinisté a vrchovisté zvySovalo kvili dostatku substratu
a vetsi anaerobioze (vice Hp, org. kyselin) pro produkci metanu (Lisalova, 2016). Podle
naSich dat mélo odvodnéni vyrazngjsi vliv na slatini§t€¢ a mensi vliv méla hloubka. Naopak
na vrchovisti méla vétsi vliv hloubka a mensi vliv mélo odvodnéni. NaSe vysledky se shoduji
se studii Urbanova et al., (2017) pro mikrobialni charakteristiky i chemické parametry pudy.
To ukazuje vétsi stabilitu vrchoviSté oproti slatinisti, které je citlivé na zménu vodniho
reZimu. Tedy hypotéza vétSich zmén na Zivinovée bohat§im slatinisti byla potvrzena.

Hloubka méla zasadni vliv na relativni zastoupeni jednotlivych celedi a roda
metanotrofnich bakterii na slatinisti 1 vrchovisti. NaSe vysledky ukazuji, ze 1 v anaerobni

¢asti (20-30 cm) se maly pocet metanotrofnich bakterii vyskytuje na slatinisti i vrchovisti,
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ale dominuji jiné ¢eled€ nez na povrchu. To, ze vyskyt metanotrofnich bakterii v anaerobnim
prostiedi raselinisté neni vyjimkou, potvrzuje i prace McDonald et al., (1999), kde oxida¢ni
aktivita byla detekovana v celém plidnim profilu s pievahou v horni vrstvé pidy. Autor této
prace uvazoval, Zze detekce metanotrofnich bakterii v hlubSich vrstvach byla zptsobena
ptivodem kysliku koteny rostlin.

Podle naSich dat mélo odvodnéni raselini$té vétsi vliv na spodni vrstvu slatinisté i
vrchovist¢ u kofeni Pinus sylvestris, kde doslo k narGstu mnozstvi a diverzity
metanotrofniho spoleCenstva. Kofeny Pinus sylvestris jsou zakofenény hluboko v pidnim
profilu raselinis§t’ a miizou dosahovat do anaerobni vrstvy a poskytovat dostatek kysliku i v
anaerobnich zonach. Vegetace a kvalita ptidni organické hmoty tedy hraji dilezitou roli ve
vyskytu jednotlivych mikrobialnich spolecenstev (Jaatinen et al., 2007).

Z naSich vysledki je patrné, Zze rodu Candidatus Methylacidiphilum a celedi
Beijerinckiaceae vyhovuje spise povrchova a svrchni vrstva, kdezto ostatnim celedim
vyhovuje spiSe vrstva anaerobngjs$i. Narust metanotrofnich ¢eledi ve spodnich vrstvach
raSeliniS§té¢ muze byt zplsoben tim, ze tyto druhy nemusi ke své aktivité¢ vyZzadovat velkou
koncentraci kysliku, ale spiSe metanu, a vyznamny vliv muze mit také hladina podzemni
v nepfitomnosti kysliku nebo pii alespont velmi malych koncentracich kysliku a velkou
koncentraci metanu produkovaného metanogennimi archaei (Sundh et al., 2005, Borrel et al,
2011).

Podle nékterych studii se ve slatiniSti vyskytuji pouze metanotrofni bakterie typu I,
zatimco ve vrchovisti se vyskytuje typ | i typ Il (Petoniemi, 2010). Nase data ale ukazuji, ze
typ | a typ Il nachdzi jak ve slatinisti, tak na vrchovisti, 1 kdyZ v rizném relativnim mnoZzstvi.
Mizeme zatim pouze spekulovat, Ze vyskyt metanotrofnich bakterii typu Il ve slatinisti
mizou zpusobovat napf. nékteré chemické vlastnosti pudy a jejich fixace, ktera je vétsi
pravé u metanotrofnich bakterii typu II, vy$§i mira Zivin nebo ur€ité rostlinné druhy

(Larmola et al., 2014).

6.3. Vliv rizného typu opadu na metanotrofni bakterie

mize byt zprosttedkovano rostlinami (Goraj et al., 2013). Podle naSich dat se zd4, Ze na
variabilitu v mnozstvi metanotrofnich bakterii v povrchové vrstvé mél silny vliv typ opadu

na obou typech raselinist, coz se shoduje se Strakova et al., (2011) a Peltoniemi et al.,

27



(2012). Nase vysledky ukazuji, ze metanotrofnim bakteriim nejvice vyhovuji pochvy
suchopyra a prekvapive i vétve borovice. Pritomnost metanotrofnich bakterii, zejména celedi
Methylococcaceae, v pochvach suchopyra mize byt vysvétlena tvofenim trst, které
poskytuji ptiznivé mikroprostiedi pro rist, rozklad a kolob&h zivin (Saarnio et al., 2004). V
minulych letech bylo zjisténo, ze kromé oxidace metanu v rhizosféte, se metanotrofni
bakterie mizou také vyskytovat v rostlinné tkani, kde vyuzivaji metan tekouci ptes rostlinné
pletivo (Goraj et al., 2013). V naSich datech vysvétlovaly variabilitu metanotrofniho
spoleCenstva i parametry jako dusik a fosfor, coz by mohlo byt divodem vyssiho vyskytu

metanotrofnich bakterii v opadu suchopyra (Chapin et al., 1986).

6.4. Vzajemny vztah metanotrofnich bakterii a metanogennich archaei

Metanogenni archaea jsou skupinou mikroorganismu, které jsou schopny produkovat
metan v anaerobni ¢asti raselinisté, ktery je poté vyuzivan metanotrofnimi bakteriemi (Lali,
2009). Existuje tedy né&jakd korelace mezi uréitymi druhy metanogennich archaei a
metanotrofnich bakterii. Nase vysledky ukazuji, ze signifikantni pozitivni korelace je mezi
metanotrofni ¢eledi Methylococcaceae a metanogennimi archaea.

Vyznamné korelace mezi metanotrofnimi bakteriemi a metanogennimi archaea byla
ukazuji signifikantni pozitivni korelace mezi metanogenni Celedi Methanomicrobiales a
metanotrofnimi rody Methylobacter, Methylovulum (Celed” Methylococcaceae), coz se
shoduje s praci Nguyen et al., (2015). Tyto korelace by mohly vysvétlovat nariist mnozstvi
metanotrofni ¢eledi Methylococcaceae ve spodni ¢asti vrchovisté (20-30 cm) jak uz bylo
zminéno vysSe. NasSe vysledky ukazuji na negativni korelaci mezi metanotrofnim rodem
Methylomonas (¢eled” Methylococcaceae) a metanogenni ¢eledi Methanococcales.

Je tfeba ale zdlraznit, Ze tyto korelace mohou byt nepiimé, a to skrze napt. zmény v
kvalit¢ padni organické hmoty nebo skrze odlisné substraty produkované jinymi
mikroorganismy. Pro prokazani pfimych vztaht uréitych skupin metanotrofnich bakterii a
metanogennich archaei by bylo nutné provést napif. pokusy S umélymi smésnymi

spolecenstvy metanotrofii a metanogenti v definovanych podminkéch.
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1. Zavér

Nase vysledky ukazaly, ze odvodnéni raselinisté ovliviiuje jak mnozstvi a diverzitu
celkovych bakterii, tak metanotrofnich bakterii na obou typech raselinist. Nejspise v
disledku poklesu metanogennich archaei odvodnénim doSlo k poklesu mnozstvi
metanotrofnich bakterii, které tak nemaji dostatek substratu pro oxidaci. Zmény v mnozstvi a
diverzit¢ metanotrofnich bakterii po odvodnéni zavisi | na typu raSelinist. SlatiniSté¢ se
ukazuje jako citlivéj$i na zmeény prostiedi oproti vrchovisti, které je vice stabilni.

Hloubka raSelinisté ma také vyrazny vliv na metanotrofni spolecenstvo. Metanotrofni
bakterie se nejvice vyskytuji v prostiedi s velkou koncentraci kysliku, a tak mnozstvi
metanotrofniho spolecenstva s hloubkou kleslo. Vysledky také ukazaly, Ze odvodnéni mélo
veétsi vliv na spodni vrstvu raselinisté, kde se mnozstvi metanotrofnich bakterii zvysilo.
Jejich ptitomnost ve spodni vrstvé miize byt zplUsobena kotfeny rostlin, které poskytuji
kyslik, nebo korelaci mezi nékterymi druhy metanotrofnich bakterii a metanogennich
archaet.

Na variabilitu v mnozstvi metanotrofnich bakterii v povrchové vrstvé slatinisté a
vrchovisté¢ mél v obou piipadech silny vliv typ opadu. Nase data ukazaly, Ze vyznamné
mnozstvi metanotrofnich bakterii se vyskytuje i v opadu suchupyra a ve vétvich borovice

lesni.
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