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Abstrakt:

Hlavnim cilem bakaléafské prace bylo stanoveni celkového poctu mikroorganismi a detekce

metanogennich archei v podélném profilu sedimentu feky Labe.

Préce probihala v laboratofi, s vyuzitim metody barveni DAPI, pro stanoveni celkového poctu

mikroorganismu a FISH (fluorescen¢ni hybridizace in situ) k detekci metanogennich archei.

Lokality v podélném profilu nevykazuji zadny trend, mizeme tedy mluvit o nehomogennim
zastoupeni mikroorganismil V ramci jednotlivych lokalit. Dlikaz pro zvysujici se abundanci ve
smeru proudu ve sméru po proudu nebyl nalezen. Zaroven vysledky ukazuji existence mist se
zvySenou mikrobialni abundanci a abundanci metanogenii.v souvislosti s antropogennim

vlivem okoli.

Klicova slova: Labe, hyporheicky sediment, bakteridlni abundance, metanogenni archea,

fluorescenéni in situ hybridizace
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Abstract:

The aim of this bachelor thesis was to determine the total number mikroorganisms and

methanogenetic archeae detection in the longitudinal profile of the sediment of the Elbe river.

Work carried out in the laboratory using methods DAPI for determination of total microbial

count and FISH (fluorescent in situ hybridization) to detect methanogenic archaea.

Individual locations overall, show no trend, so we can talk about inhomogeneous
representation within individual sites. Evidence for accumulation in the downstream direction
was not found. Simultaneously results show the existence of locations with increased

abundance of microorganisms and methanogens.

Key words: Elbe, hyporheical sediment, bacterial abundance, methanogenic archaea,

Fluorescent in situ hybridization
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1. UVOD

Hyporeal, tvz. potfi¢ni dno, je vrstva pod aktivnim tokem feky a po jejich bocich, vyplnéna
poréznimi sedimenty. Je trvale osidlena bentickymi organismy vlastniho toku az do hloubky
n¢kolika metrt ( Lellak, Kubicek 1991a). Infiltruje se zde fi¢ni voda, ktera se tak dostava do
kontaktu s vodou podzemni (Hartman et al. 1998). Sedimenty ti¢niho dna hraji dtlezitou roli
V biochemickych procesech, které se podili na samocisténi feky. Proto jsou povazovany za
metabolickd centra toku. Probiha zde degradace a mineralizace organického materidlu.
V téchto procesech jsou klicova mikrobidlni spolecenstva, kterd ptisedaji k rGznym

povrchiim a tvofi funkéni konsorcia, nazyvané biofilmy. (Rulik et al. 2011).

V lotickych ekosystémech je pomémné dobie okysliceno i dno, coz zapfidinuje
dynamicnost tekoucich vod. Zmeéna nastava pii prekroceni hranice mezi dnem aktivniho toku
a hyporealem, kde se s klesajici hloubkou snizuje koncentrace kysliku. V sedimentu pak
muizeme najit prostfedi s niz§i koncentraci kysliku nebo bez jeho pfitomnosti. Méni se tak i
biochemické procesy a nastavaji anaerobni pochody (Triska et al. 1993). Degradace
organickych latek probihd rychleji za aerobnich podminek. Hlavni rozdil je vSak
v organismech, které se na rozkladu podili a v jejich metabolickych produktech (Lellak,
Kubicek 1991). Takova stanovisté¢ poskytuji prostfedi mnohdy velmi netypickym formam
zivota. Mezi konkrétni piipady fadime doménu Archea, které spolu s Eukarya a Bacteria tvofi

hlavni linie bunééného zivota na Zemi (Woese et al. 1975).

Na molekularni irovni mizeme hlavni rozdily mezi témito tfemi doménami pozorovat
u nukleotidovych sekvenci. U prokaryot se jako molekularni marker Casto vyuziva tzv. mala
ribozomalni podjednotka - 16S rRNA, u eukaryot pak 18S rRNA. Systém porovnavani
sekvenci TRNA je dnes zdsadni v mikrobialni taxonomii, fylogenezi a pfedevsim k objasnéni

evoluce mikroorganismu.(Rulik et al. 2015).

Archea piedstavuji starobylou a velmi pfizpusobivou skupinu organismu. Diive byly
znamy hlavné jako extrémofilni (horkd viidla, podmoiské vyvéry, zasolené prostiedi)
organismy. Dnes jiz vime, Ze jsou kosmopolitné rozsifend a pocetnd i v méné extrémnich
prostiedich, napf. mofska voda (Rulik et al. 2015). Dle fyziologickych procest je mizeme
délit na extrémni termofily a halofily, dale reducenty sulfat a metanogeny. Metanogenni
archea spadaji do kmene Euryarchaeota, vyskytuji se hlavné v anoxickém prostfedi a hlavnim

produktem jejich respirace a fermentace je metan. Zaklad metanogeneze tkvi v enzymu metyl-



koenzym-M-reduktaza, ktery zprostfedkovava posledni krok v biogenni produkci metanu
(Hallam et al. 2003, Sheppard et al. 2005). Poskytuje také spolehlivé voditko k detekci,

protoze je pro vSechny producenty metanu spole¢ny (Tajima et al. 2001).

Metanogeneze je unikatni sled biochemickych procesii. Biologickou produkci metanu
zajistuji vyhradné¢ metanogenni archea. V anaerobnim prostiedi vodnich ekosystémi je
produkce metanu uzce spjata s kolobéhem uhliku, ktery je ulozen v rostlinnych a zvifecich
tkanich a v ptdni organické hmoté¢ (White et al. 1992). Soubory organickych molekul jsou
transformovany do metanu diky vzdjemné spolupraci celulolytickych, fermentacnich,
syntrofnich a metanogennich mikroorganismi (Buridnkova 2013). Metan je poté zpét
pfeménén do formy oxidu uhli¢itého. Dé&je se tak Cinnosti metanotrofnich bakterii, ¢astecné
diky bakteriim nitrifika¢nim (Conrad 2007). Metanotrofni archaea pak zpracovavaji metan a
tak snizuji jeho tok do zivotniho prostfedi. Nejvyznamnéjsi vstupni latky v procesu
metanogeneze jsou acetat a vodik/oxid uhli¢ity. Dle pfijimaného substratu je mizeme délit na

acetoklastické a hydrogentrofni.

Dnes je metan dobfe znamy jako jeden z hlavnich sklenikovych plynti. Jeho role
spoCiva ve schopnosti absorpce infracerveného =zafeni. V tomto procesu vykazuje
mnohonasobné vétsi efektivitu nez oxid uhlicity (Hougton et al. 2001). Pravé proto je na néj
zamé&fena pozornost i v hydrobiologii, kde se sladkovodni ekosystémy, ve zna¢né mife,
podileji na obsahu metanu v atmosféte (Cicerrone et Omerland 1998, Conrad 2009). Mezi
mista s vyznamnym potencidlem produkce metanu patii ryZovisté, mokiady, jezera, travici
trakt zvifat a taky extrémni stanovi§té (napf. hydrotermalni vyvéry). Ri¢ni ekosystémy jsou
Vtéto mozaice prozatim méné probadanou padou. Pfitom ficni sedimenty vykazuji
nezanedbatelny metanogenni potencial (Hlavacova et al. 2006) a nabizi se tak jako zajimavy

zdroj pro dalsi vyzkum.

Idea vzorkovani Labe v jeho podélném profilu vzesla od Mgr. Anny Matou§t Ph.D. na
jate 2013. Védecky tym dotvofil doc. Martin Rulik Ph.D. a Mgr.Vojtéch Kasalicky Ph.D.
K plavbé byla vyuzita lod” Thér Hayerdal, zaptijcena od ichtyologl z JihoCeské univerzity,
roli kapitana zastal RNDr. Michal TuSer Ph.D. Plavba, tedy vyzkum, zapocal 8. fijna 2013 a
trval 19 dni. Laboratorni prace zapocaly optimalizaci metod v ¢ervnu 2014 a navézali v srpnu
téhoz roku, kdy plynule pokracovali do roku 2015. Préci ptedchéazel sbér vzorki docentem

Rulikem, ktery se uskute¢nil v fijnu roku 2013.



2. HLAVNI CILE

Samotna bakalafskd prace je dilci casti vétsi studie. Vyzkum byl zaméfen na populacni
dynamiku metanogennich archei a metanotrofnich bakterii v sedimentech a ve vodnim sloupci

v podélném profilu ¢eského a némeckého tseku Labe.

Tato ¢ast je zaméfena na:

1. Uprava vzorki sedimentii z podélného profilu feky Labe.

2. Zjisténi celkového poctu mikroorganismi v sedimentu a detekce metanogennich archei
za pomoci metod molekularni biologie (Fluorescence in situ hybridization, barveni DAPI).

3. Potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy o zméné poctu mikroorganismi a metanogent

V podélném profilu.



3. MATERIAL A METODY

3.1 Odbér

Triplikaty vzorki se odebiraly z ptfibfezniho sedimentu v horni vrstvé do 10 cm hloubky. Bylo
tak provedeno ru¢ni lopatkou. K ulozeni byly pouzity uzaviratelné zkumavky o objemu 50 ml.
Mnozstvi vzorku odpovidalo pfiblizn¢ 25 ml. Dale byl sediment doplnén do 50 ml
konzervacni latkou paraformaldehyd (koncentrace 2,5 %) a dikladné protfepan, aby doslo k
proniknuti ke v§em castem sedimentu ve zkumavce. Vysledna koncentrace paraformaldehydu
po zifedéni byla 2%. Do zpracovani byly vzorky nadale uchovany ve stabilnim a chladném

prostiedi.
3.2 Lokalita

Labe je jednou z nejvétsich fek Evropy. S délkou (od pramene po usti) 1094 km a plochou
svého povodi 148 268 km? se fadi na 4. misto (Manfred Simon et al. 2005). Prameni
v Krkono$ském narodnim parku na severu Cech v nadmoiské vysce 1386 m.n.m. Povodi
Labe zasahuje na tzemi 4 stati, Ceské republiky, Polska, Rakouska a Némecka. Samotna feka

protéka Ceskou Republikou a Némeckem, kde usti do Severniho mote.

Baltic Sea

North Sea

Czcch Republic

Obrzazek 1: Labe (bila ¢ara na obr.) protékajici CR, Némeckem, ustici v Severnim mofi



Odbér vzorkii se uskutecnil v podélném profilu feky (tzn. od pramene k estuériu).
Celkem bylo vybrano 11 lokalit, kazdd se tfemi opakovanimi. Jednotlivé lokality jsou,
Verdek, Valy, Wachwitz, MiSen feka, Misen pfistav, Muelhberg, Lutherstadt, Hohenwarthe,
Buhnen, Arneburg, Domitz (viz piiloha: obrazky 2- 13).

S ohledem na riizné habitaty, zneciSténi a pratok, je mozné Labe délit na nékolik Casti,
vyjma specifickych lokalit. Prvni sekce zacind pramenem a hranici je oblast kolem Pardubic.
Tato cast je stdle pomérné pfirozenym tokem, pro ktery jsou charakteristické meandry a

torentilni zony. Okolni krajiné¢ dominuji nizka pohofi.

Dalsi ¢ast Labe protékajici Ceskou Republikou je vymezena kolem Hradce Kralové s
dosahem kolem statnich hranic. Usek je vyrazné zneli§tén a zaroven nejvyznamngji
pozménén lidskou &innosti (Netzband et al 2002). Reka je vyuZivana pro lodni dopravu,
koryto vedeno kandlem a nalezneme tady 21 jezl.. Okoli reprezentuje urbanizovana krajina.
Tok je ovlivnén zemédé€lstvim, osidlenim a rozvinutym okolnim priamyslem (Matousu et al

2015).

Némecky usek, az po oddélené usti ma feka volné plynouci piirodni charakter. Na
rozdil od Geské &asti, je v celé své délce (asi 600km) bez zdymadla. Reka je regulovana,
pouze pomoci koncentracnich vyhont (pficné hrazky), jako jediného umélého prvku v koryté.
Vyhony zacinaji v Labi pod Misni, jsou dlazdéné, vyska cca 1 m a délka do 40-50 m. (Rulik,
2014 a).

Posledni sekce, kde Labe usti do mote, je oddélena zdymadlem a jezem. Estudrium je
vyrazn€ ovlivnéno proudénim a promichavanim slané a sladké vody, kdy vznikd vyrazny

zékal (Middelburg a Herman 2007).

3.3 Laboratorni metody

Laboratorni proces zac¢ina tipravou sedimentu. Kdy je potieba oddélit buitkky od podkladu, na
ktery pfisedaji a zbavit se tak balastu. Pro oddé€leni bunék od podkladu a rozbiti matrice
biofilmu pouzijeme sonikaci, ktera k tomuto ucelu vyuziva ultrazvukové viny rtizné sily a
frekvence. Nasleduje tfepani s pfidanym detergentem, které napomuze lepSimu oddéleni
bun¢k. Ze vzorku odebereme veskery supernatant a ptfipravime ho na hustotni centrifugaci.

Pod vzorek opatrné zavedeme hustotni médium a centrifugujeme. Vysledek pozorujeme jako


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Axel+Netzband%22

rozdéleni latky podle jeji hustoty. Dostaneme tak strmy hustotni gradient, ve kterém miizeme
uréit vrstvu s buikami a odebrat ji do uzaviratelné zkumavky. Hlavni cil této metody je
findlni docisténi vzorku. Zbyly materidl ze sonikace a hustotni centrifugace vyuzijeme
K urCeni suché vahy sedimentu. Postupujeme tak, Ze si odméfime zvoleny pocet mililitri
vzorku do pfedem zvazenych a popsanych zkumavek. Hodnoty si zapiSeme. Zkumavky se
sedimentem umistime do suSicky a nechame dehydratovat pfes noc nebo nejméné cCtyii
hodiny, v zavislosti na mnozstvi sedimentu. Po vysuseni vzorky umistnime do exsikatoru a
nechame vychladnout. Krok je nezbytny pro urceni pfesné vahy, protoze pii chladnuti miize
sediment vstiebat vlhkost. Poté vzorky zvazime a od hodnoty odeteme vahu zkumavky. Tuto
hodnotu vydélime poctem mililitri. Vysledna hmotnost je vaha Iml suchého sedimentu tj. dry
weight [g DW]. Dalsi krok je filtrace supernatantu na membranové filtry, tak oddélime vodu
od bunék, které ziistanou zachycené na filtru. Obarvime DAPI (pro stanoveni abundance

mikroorganismi) ¢i hybridizujeme s oligonukleotidovymi sondami a poté obarvime DAPI.

Barveni DAPI

Metoda barveni DAPI byla vtéto praci pouzita pro stanoveni celkového poctu
mikroorganisml na danych lokalitdich. Fluorochrom DAPI je barvivo, které se pfednostné
vaze na DNA, vysledek spravného navazani na DNA pak mlzeme pozorovat

pod epifluorescenénim mikroskopem jako modrou fluorescenci (Porter et Feig 1980).

Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Metoda hybridizace oligonukleotidovymi sondami byla vyuzita k detekci metanogennich
archei. Princip metody spocéiva v detekci sekvence nukleovych kyselin za pomoci
fluorescencné zna¢ené DNA sondy. Tato uméle vytvorena sekvence nukleotidl (tvz. sonda)
nasedne na fetézec ribozomalni RNA dle komplementarity bazi (Buriankova et al 2009). Pro
tento ucel byla vyuzita sonda MPBI1 znacena fluoroforem (fluorescencéni barvivo)
indocarbocyanin (Cy3) . Za piedpokladu uspé$ného prubéhu hybridizace se sonda specificky
vaze ke komplementarnimu mistu na rRNA uvnitf neposkozené bunky (Moter et Gobel 2000).
Vysledek pak pozorujeme pod cervenym hranolem v epiflouroscenénim mikroskopu jako

éervenou fluorescenci.



Veskeré pouzité laboratorni metody, pouzité v této praci jsou popsané v skriptech

Vybrané kapitoly z molekularni ekologie mikroorganizmti (Rulik et al. 2015)

3.3.1 Sonikace a izopyknicka hustotni centrifugace: uprava sedimentu
(Amalfitano et Fazi 2008)

Potirebny material:

e Membranové polykarbonatové filtry- Milipore- bilé (0,2 um, GTTP)
e Podptirné- nitrocelulozové filtry Milipore- bilé (0,2 um, GT

e 50 ml uzaviratelné zkumavky

e 15 ml uzaviratelné zkumavky

e Skalpel nebo ntizky

e Injekeni jehla a stiikacka

e Pipeta 1000 — 10 000 pl + $picky

e Pipeta 1000 — 5000 pl + $picky

Chemikalie:

e Fyziologicky roztok
e Detergent Triton X-100
e Hustotni médium Nycodenz

e Deionizovana voda

Postup:

Z fixovanych vzorkl (paraformaldehyd, findlni koncentrace 2%) sedimentu odebereme do 15
ml zkumavky 6 ml vzorku a pfidame 6 ml fyziologického roztoku (0,9% NaCl). K takto
ptipravenym vzorkim piidame cca 30-35 ul detergentu (Triton X-100), vzorky tfepeme pies
noc nebo alespoit 5 hod predem (tfepacka OS-10, 200 rpm) poté sonikujeme 3 x 30 s
(Sonopuls HD 2200, 15 % power).

Z upravenych vzorkii odebereme do 15 ml zkumavky veskery supernatant (6 nebo 7

ml) a 3 — 3,5 ml hustotniho média Nycodenz opatrn¢ zavedeme injekéni jehlou pod vzorek.
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Vzorky vlozime do centrifugy (Rotofix 32A, 3000 x g) na 45 min. Po skonceni centrifugace
je vétsinou patrné rozlozeni vzorku, kdy se na dn¢ zkumavky nachazi peleta vzorku, nad ni
hustotni médium a svrchni vrstvu tvofi supernatant, kde by mély byt zachyceny volné buiiky.
Pipetou opatrné odebereme svrchni vrstvu supernatantu o stejném objemu, jaky jsme do
zkumavky napipetovali (tedy 6 nebo 7 ml). Potfebné mnozstvi supernatantu (zavisi na typu
vzorku, pro tento ucel 50 pl) nepipetujeme na membranovy filtr, doplnime do 2 ml MQ

vodou a dale postupujeme dle vybrané metodiky.

3.3.2 Barveni DAPI: stanoveni mikrobialni abundance
(Porter et Feig 1980)

Potirebny material:

e Pracovni rukavice

e Filtra¢ni papir

e Podlozni a kryci skla
e Petriho misky

e Pinzeta

e Pipeta 20 — 200 pl

e Pipeta2—20 pl

Chemikalie:

e Deionizovana voda
e Fluorochrom DAPI
e Imerzni olej

e 96 % etanol

Postup:

Pomoci vakuové filtrace nafiltrujeme vzorek na oznafené membranové filtry (v piipadé
potieby vzorek nafedime). Filtry nechame ususit na filtracnim papiru, rozdélime na patficné
mnozstvi sekci a pipetou naneseme fluorochrom DAPI (findlni konc. 65 pg/ml, laboratorni
teplota). Vzorky inkubujeme v lednici na podloznim skle cca 10 min. Po inkubaci filtry

postupné promyjeme v MQ deioinizované vod¢ a etanolu, pficemz posledni fazi je voda. Filtr

8



opét nechame ususit na filtracnim papiru a umistime na podlozni sklo s kapkou imerzniho
oleje. Na filtr pfiddme kapku oleje a pfikryjeme krycim sklickem. Kryci sklicko jemné
pritlacime pro eliminaci vzduchovych bublin mezi filtrem a krycim sklem.
V epifluorescenénim mikroskopu (hranol pro pozorovani fluorochromu DAPI pii
excitaci/emisi 358/461 nm (Olympus BX 60) pocitame alesponn 20 ndhodné vybranych poli
nebo 400 bunék (+ 10 % chyba za pfedpokladu normalniho rozdéleni). Vlastni vyhodnoceni
provadime pomoci programu NIS Elements. Zde pocitame celkovou abundanci bunék.

Ziskany pocet bunék pak prepocteme na 1 ml vzorku (B) podle vztahu:

Pocet bunék v 1 ml vzorku (abundance) lze vypocist podle vzorce:

B=n*F/P*V

N je tzv. ,,pramérny snimek* (tj. prumérny pocet bunék na snimek)
F .... plocha filtru (resp. Vnitini pramér filtraéniho komina)

P .... plocha, kterou stanovujeme (tj. plocha, na niZ po¢itam, resp. Plocha snimku; Ize ji zjistit

v programu NIS)

V .... objem zfiltrovaného vzorku v ml

3.3.3 Fluorescence in situ hybridization (FISH): detekce metanogenu

(Pernthaler et al. 2001)

Potrebny material:

e rukavice nitrilové

e pinzeta

e niZzky nebo skalpel

e zkumavky 50ml (uzaviratelné)
e mikrozkumavka 1,5 mi

e mikrozkumavka 0,5 ml

e pipeta 1000- 10 000 pl + Spicky
e pipeta 200- 1000 pl + spicky



e pipeta 20- 200 pl + Spicky
e pipeta 2- 20 pl + Spicky

e Petriho misky

e podlozni skla

e kryciskla

¢ bunicitd vata

e filtracni papir

Chemikalie:

e MAQ deionizovana voda
e destilovana voda

e sonda MPB1

e fluorochrom DAPI

e hybridizacni pufr

e praci pufr

e Mountining media (Cityfluor : Vectashield=4 : 1)

Postup:

Filtrace vzorkii na membranovy filtr
Vzorky filtrujeme pomoci filtra¢ni aparatury na membréanovy filtr Millipore (0,2 um, GTTP)
viz ,,Barveni DAPI“.

Priprava hybridiza¢niho a praciho pufru

Piesna spotieba hybridiza¢niho a praciho pufru se odviji od mnozstvi pouzitych sond a
vzorki; pocet zkumavek s pracim pufrem odpovida vzdy poctu zkumavek s hybridizovanymi
vzorky. Postup piipravy praciho a hybridizacniho pufru viz skripta Vybrané kapitoly z

molekularni ekologie mikroorganizm (Rulik et al. 2015).
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Ziedéni sondy na cilovou koncentraci
Sondu fedime MQ vodou na koncentraci ¢ = 50 ng/pl (nebo koncentraci uvedenou
pro dany ucel v literatufe), pficemz finalni koncentrace sondy, jez je

aplikovana v hybridiza¢nim pufru na vzorek je 5 ng/pl

Poudita sonda Sekvence dané sondy

MPB1

5'- CATGCACCWCCTCTCAGC-3'
(detekce metanogennich archea)

Piiprava hybridiza¢ni smési
Z hybridiza¢niho pufru napipetujeme po x * 18 ul (x = pocet vzorku, resp. sekei filtru) do
mikrozkumavky (eppendorf, objem 1,5 ml). K pufru ptidame vzdy x * 2 ul sondy. Vznikly

roztok diikladné promichame a ulozime do chladu a temna.

Vlastni hybridizace

Hybridizace je naro¢na na ¢as i material, proto je vyhodné jednotlivé filtry (primeér filtru 25
mm) rozfezat na dily a dale pracovat s nimi. Sekce filtri od jednotlivych vzorki umistime
vedle sebe na podlozni sklo. Na jednotlivé vyfezy postupné napipetujeme 20 pul smesi

hybridiza¢ni pufr-sonda a sklicka popiSeme.

Zkumavky (50ml) vysteleme bunicitou vatou, zvlh¢ime asi 4 ml hybridizacniho pufru a
do nich velmi opatrné, aby ze sekci filtri kapky smési nestekly, vlozime po jednom
podloznim skle. Zkumavky dikladn€¢ uzavieme a uloZime ve vodorovné poloze do

inkubatoru. Inkubujme pfi teploté 46°C po dobu dvou hodin.

wPrani®

V priubéhu hybridizace piipravime pro kazdou zkumavku s hybridizovanymi vzorky
(,,hybridiza¢ni zkumavku*) cca 50 ml praciho pufru a vlozime zkumavky s pufrem do vodni
lazn¢ predehiaté na teplotu 48°C. Spolecné s nimi nechame v jinych zkumavkéach ohrat také
destilovanou vodu ur¢enou k vymyvani (pro kazdou ,hybridizacni zkumavku* vzdy 1
zkumavka praciho pufru a 1 zkumavka destilované vody). ,Hybridiza¢ni zkumavky*

vytahujeme z inkubatoru postupné, opatrné z nich vyjmeme skli¢ko a rychle je pfemistime do
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zkumavky s ohtatym, pracim pufrem a zpét do 1azné; zde probiha vymyvani v klidu po dobu
15 minut.

Poté vylijeme praci pufr i se vzorky do Petriho misky, pomoci pinzety je promyjeme
V destilované vod¢ ohtaté na 48°C a nasledné ve studené destilované vod¢. Proces vymyvani
zopakujeme a nechame na filtratnim papife dokonale ususit.(mnozstvi praciho pufru a

destilované vody pfi dvou cyklech prani zdvojnasobime).

Barveni DAPI
Takto zpracované filtry déale obarvime fluorochromem DAPI- obdobn¢ jako pii barveni bez
hybridizace. Obarvené vzorky umistime do roztoku Citifluor - Vecta Shield (tzv mounting

media, pomér 4:1) a piekryjeme krycim sklem.

Snimani a vyhodnoceni obrazu

V epifluorescencnim mikroskopu pozorujeme objekty obarvené danou sondou jako Cervené
body. Na kazdém jednotlivém vzorku (resp. poli) zobrazeném v mikroskopu, snimame
celkovy pocet bunck obarvenych DAPI a soucasné pocet bunck obarvenych piislusSnou
sondou (obé€ barviva pfirozené vyzaduji odlisné hranoly).Vyhodnoceni celkové mikrobidlni

abundance i podilu hybridizovanych bun¢k se provadi v programu NIS Elements.
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4. DISKUZE A VYSLEDKY

Cilem této prace bylo stanovit celkové pocty mikroorganismi a metanogennich archea ze
vzorku sedimentu. Vzorky byly odebrany v podélném profilu feky na 11 lokalitach.
Ocekavala se tak urcitda nehomogenita, resp. vzristajici trend v poctu mikroorganisma
smérem po proudu pii srovnani jednotlivych lokalit, ale zaroven pfitomnost metanogenti ve
vSech vzorcich. VSechny piedpoklady, krom¢ kumulace mikroorganismia po proudu byly

potvrzeny a byla také detekovana mista s vysokym podilem metanogennich archei.

4.1 Totalni abundance mikroorganismi

Metodou barveni DAPI byla nalezena pfitomnost mikroorganisml na vSech 11 lokalitach,
Bylo zjisténo, Ze stanovené bunky ve svych poctech nevykazuji zadny specificky trend (viz
graf 1) jako je akumulace po proudu dolii nebo vyssi primérné pocty bunék ve stfedni ¢asti
toku jak popisuje Brablcova et al. (2013). Zaroven se vSak totalni abundance mikroorganismi
daji srovnat se zjiSténymi pocty jinych autort. Pokud vezmeme v uvahu podobnost odebirané
vrstvy a zaméfime se na hloubku, ze které byl sediment odebran (do 10 cm), jsou vysledky
srovnatelné se zavéry Brablcova et al. (2013) a taky s Wellsbury et al.(1996), kde bylo Setieni
provedeno na fece mirného pasu jako je Labe, v hloubce do 25 cm. Vyjma dvou specifickych
lokalit se zji§téna abundance bundk ve vzorcich pohybovala od 27,3 x 10° — 47, 3 x 10°.
Radové podobné zavéry méfeni potvrdila na fece Sitce Buridnkova et al. (2012), kde bylo

stanoveno rozmezi bungk pohybujici se od 2- 12, 4 x 10°.

Vysledky poukdzaly na nezvykle vysoké totalni abundance mikroorganismti u vzorka
Verdek (107,8 x 10°%) a MiSefi pristav (139,4 x 10°). Pravddpodobnou pii¢inu tohoto jevu u
vzorku Verdek (obrazek ¢. 3), ktery se nachazi v blizkosti pramene, vysvétluje znecisténi
vypousténé z vyrobny papiru v Hostinném, ktera se nachézi ptiblizn€ 10 km proti proudu. Od
roku 1993 do roku 2000 snizila papirna mnozstvi vypousténého odpadu vice jak péetkrat
(KRPA Holding, 2015). I pies tento fakt, je vliv papirenského primyslu stale znatelny na
vysokém mnoZstvi mikroorganismii ve vzorku. Pfi¢inou je zvyseni trofické hladiny v toku. U
vzorku MiSen-pfistav byl nalezen viibec nejvyssi pocet bunék. Vzorek pochazi z pfistavu, kde
je intenzivni vyuziti feky pfimo spojeno s jejim zneciSténim. Jedna se o tzv. syndrom
urbanizovanych tokt (Meyr et al. 2005a). Dnes uz dobie popsany a bézné€ pozorovany jev fek,

které ptichdzi do styku se zastavénou a obecné lidmi vyuzivanou krajinou. Zde je i spojeni se
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zemédélskou Cinnosti, ktera v nizinnych partiich zptisobuje vyssi hladiny Zivin v zivotnim
prostedi, jak uvadi Buridnkové et al. (2013). Dusledkem je degradace vodnich tokti zvySenim
hladiny zivin a polutantii ve vodnim sloupci (Meyer et al. 2005b). Ptikladem je tGnik ropy
z lodni dopravy, vypousténi splaskové vody nebo navySeni mmnozstvi tézkych kovd.

Charakteristiky pfirodniho prostfedi jako heterogenni kumulace organické hmoty, se
mohou Vv sedimentech podstatné meénit v zavislosti na nepiedvidatelnych pohybech

intersticialni vody (Brablcova et al.2013 a).
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160 - H celkova mikrobialni abundance

M abundance metanogenu
140
120

100

[x 10 6/g DW]

80

Celkova mikrobialni abundance

60

40

20
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Graf 1: Totalni abundance mikroorganismii a metanogent na jednotlivych lokalitach

4.2 Abundance metanogennich archea

K zjisténi abundance metanogennich archaei byla pouzita metoda fluorescencéni in situ
hybridizace. Bylo zjisténo, ze abundance metanogent v podélném profilu toku nepotvrzuje
hypoteticky trend, ale vykazuje zavislost na totalni abundanci mikroorganismu (viz graf 2), .
Zaroven se vSak poméry metanogenil a totalni abundance liSily na vSech lokalitaich podobné,

jako zjistila Brablcova et al. na fece Sitce (2013 b). Zvysledki vyplyva, ze pocty

14



metanogennich archaei maji na fece Labe rozpéti od 1,2 x 10°az 8,6 x 10°. Podobné vysledky
ve sladkovodnim sedimentu pozoroval Casper et al. (2003). K jinym zavérim dosla Gebert et
al. (2006 a), kde abundance v némecké &asti nizinného toku Labe byla 2,8 x 10° a v piilivové
z6n8 pak 2,7 x 10”. Procentuelni zastoupeni ve vzorcich kolisa od 4,1 % do 12,8 % (viz graf
3). Nejvyssi hodnota 12,8 % byla zjisténa u Buhnen. Lokalita je koncentraéni vyhon a ma
podobu pti¢né hrazky vstupujici z biehu do feky. Protiproudovou cirkulaci vody zde dochézi
ke kumulaci jemného pisku. (Rulik, 2014 b). Misto je atraktivnim stanovis§tém pro vodni
ptactvo (Rulik, 2014 c). Vyprodukovany ptaci trus a odpad (zbytky potravy, peti) miize
zvySovat hodnotu trofické hladiny v sedimentu a tak zapftiCinit vysSs$i podil metanogend.
Podobné zvysené hodnoty se Casto nalézaji v blizkosti estuarii, jak popisuje na fece Wezete a
Labe (Gebert et al. 2006 b) nebo pravé v nizSich partiich tokt, kde je okolni fi¢ni krajina
ovliviiovana ¢lovékem, naptiklad ¢ast Rynu (Gebert et al. 2006 c). Dalsi mista s vyzna¢nou
proporci metanogenti jsou Arneburg 8 %, Wachvitz 7,3 % a Verdek 6,9 % (viz graf 3). Kdy u
Arneburgu jako pfi¢inu muzeme zvazit zvySenou piivozni dopravu, ktera kulminuje praveé
v okoli tohoto mista (Rulik, 2014). Lokalita Verdek je specificka znecisténim z vyrobny

papiru, jak uz bylo vySe zminéno.

MG vs. TCN

MG
o
1

20 40 60 80 100 120 140
TCN

Y = Totélni_abundance mikroorganismi X = Abundance metanogent
Correlation= 0,94

Graf 2: Vztah mezi totalni abundanci mikroorganismi a abundanci metanogenti
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Graf 3: Procentuelni zastoupeni metanogenti v jednotlivych vzorcich

4.3 Porovnani vysledki metody FISH a Real-Time PCR

Pro kvantifikaci metanogennich archaea v této praci byla vyuZita metoda fluorescen¢ni in situ
hybridizace a tak se nabizi srovnani s vysledky ziskanymi polymerazovou fetézovou reakci
v realném case (viz graf 4), které bylo pouzito pro stejny ucel, ale v jiné praci. Vysledky
Z obou analyz poukdzaly na pfitomnost metanogennich archaea, ale pohybujici se v jinych
radech. Konkrétné 1,2 x 10° - 7,6 X 10° u fluorescenéni in situ hybridizace a 1,4 x 107-7,54 X
10" u Real-Time PCR. Tyto metody také porovnavala Nitkulincova (2011), ale na odliSném
typu stanovisté a pro metanotrofni archaea. Pti srovnani jeji vysledky vykazovaly odlisnost az
na Uroven tii fadd, ale odhalily vys$si pocty u metody CARD-FISH, zatimco v tomto ptipadé
byly vyss$i hodnoty u Real-Time PCR. Zhlediska technologie by méla byt ptesnéjsi
polymerazova fetézova reakce. Nicméné hodnoty odchylek u vysledki z Real-Time PCR
poukazuji na nizs$i potencial validity dat nez u vysledki z FISH. Tyto odli$nosti mohla
zapfi¢init nehomogenita vzorkl. Faktor nehomogenity lze také vztahnout k heterogenité
prostiedi v sedimentu. Pfitomnost mikrohabitat v hyporhealu jako jsou napt. anoxické kapsy

(prosttedi vhodné pro metanogennich archaea), poskytuje velky prostor pro osidleni

16



rozdilnymi mikrobiadlnimi spolecenstvy, pak i1 na tak malé prostorové Skale mizeme nalézt

pestrou mozaiku mikroorganismu (Buridnkova 2013).
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Graf 4: Srovnani metod Real-Time PCR (RT PCR) a fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
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5. SOUHRN

Hyporeicka zona je podstatny prvek ficniho ekosystému. Jeji role spoc¢iva v samocisténi toku
a mineralizaci latek, je to metabolické centrum feky. Nachdzi se zde rtzna biofilmova
spoleCenstva. V této praci bylo cilem stanovit celkové pocty mikroorganismt a detekovat

abundanci metanogennich archea z hyporeického sedimentu.

Vzorky sedimentu byly odebrany z Labe a to v podélném profilu feky. Kazda
Z jedenacti lokalit ma tfi podvzorky. K analyze sedimentu bylo pouzito metod molekuldrni
biologie a to barveni DAPI a fluorescencni in situ hybridizace. Veskeré vystupni hodnoty jsou
uvedeny v gramech suché vahy [g DW] a pohybuji se v fadu 10°. V rozsifeni mikroorganismu
a metanogend V podélném profilu feky nebyl nalezen Zadny trend. Piedpoklad jejich rozsifeni
napii¢ v§emi vzorky byl potvrzen. Dale byla zjisténa korelace mezi abundanci metanogennich

archei a totalni abundanci mikroorganismul.

U poctu vSech mikroorganismi byly pozorovany vyraznéjsi rozdily neZ v hodnotach u
metanogennich archea (graf ¢. 1). VSechny mista na toku, kde se vyskytla nezvykle odliSujici
se hodnota v pocetnosti, si jsou podobné v aspektu vnéjsiho antropogenniho ovlivnéni. Jsou to
mista typickd pro rizné druhy znecisténi, jako je vypousténi splaskovych vod, kali z papirny
nebo mozné uniky ropy pti zvysené lodni dopraveé a dalsi projevy ¢loveéka v urbanizované

ficni krajinég.
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