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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova prace se zabyva studiem methanogennich mikroorganismii z domény
Archaea. Cilem této prace bylo vytipovat vzorky obsahujici gen mcrA, tedy provést scree-
ning konsorcii methanogent v ramci spolecenstva vyskytujiciho se ve vybranych hnédou-
helnych a ¢ernouhelnych lokalitach na tzemi Ceské republiky, a vytipovat tak uhelné loka-

lity s nejvétSim potencidlem pro podporu biogenni methanogeneze.

Zacilenim na gen mcrA probéhla analyza realnych vzorkl ¢erného a hnédého uhli a také
dilnich vod, dale byly analyzovany dalsi environmentalni vzorky. Gen mcrA byl detekovan
pomoci metod PCR a qPCR. Absolutni kvantifikace genu mcrA prob¢hla metodou klono-
vani. Jednotlivé molekularné biologické metody byly optimalizovany za i¢elem zptesnéni
vysledki. Z toho diivodu byly také navrzeny specifické DNA proby. Ptitomnost genu merA
byla potvrzena v 15 vzorcich ¢erného uhli, 13 vzorcich hnédého uhli a 4 dalSich environ-

mentalnich vzorcich.

Kli¢ova slova: methanogenni mikroorganismy, uhelné doly, gen mcrA, qPCR

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the study of methanogenic microorganisms which belong to
the domain Archaea. The goal of this thesis was to identify samples which contain mcrA
gene. The goal was to perform the screening of consortium of methanogens within a com-
munity occurring in selected lignite and coal locations in The Czech Republic and to identify
coal sites with the highest potential for biogenic methanogenenesis support.

Analysis of real coal and lignite samples, and also mine water, was made by targeting to
mcrA gene. In the addition to this the analysis of other environmental samples was con-
ducted. PCR and qPCR methods were used to detect mcrA gene. The cloning was used for
absolute quantification of mcrA gene. Molecular biological methods were optimized to re-
fine the results. Specific DNA probes were designed for this purpose. The presence of mcrA
gene was confirmed in 15 samples of coal, 13 samples of lignite and 4 other environmental
samples.

Keywords: methanogens, coal mines, mcrA gene, qPCR
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UvVOD

Svétova loziska uhli jsou spojena s vyskytem plynu, ktery je slozen z proménného mnozstvi
methanu, oxidu uhli¢itého a dusiku. Methan je primarné¢ vytvairen béhem zuheliovani, ale

také prostfednictvim anaerobni mikrobidlni aktivity v uhelnych slojich (USEPA, 2006).

Methanogeny jsou zodpovédné za produkci az 71 % globélniho atmosférického methanu.
Tento plyn siln¢€ absorbuje infraervené zareni, a proto je fazen mezi vyznamné sklenikové
plyny. Ackoliv methan negativné ovliviiuje zivotni prostfedi, mize také slouzit jako poten-
cidlni zdroj energie. V oblasti energetiky lze vyuzit methan jako plynné palivo ve smési
s jinymi uhlovodiky, dale je vyuzivan v automobilové dopravé, a to jako pohonna latka,
ktera je soucasti stlaceného zemniho plynu. Smés kapalného kysliku a methanu mtiZe slouZit

jako pohonna latka v raketovych motorech.

Methanogeneze predstavuje proces piijimani termindlnich akceptorti elektrontl, ktery kata-
lyzuji methanogenni Archaea. Tyto organismy piedstavuji jedinecny, le¢ fylogeneticky riz-

norody spolek prokaryot, ktery Ize mapovat zacilenim na gen mcrA jako funkcni marker.

V této praci byly analyzovany redlné vzorky ¢erné¢ho a hnédého uhli a také dilnich vod.
Z homogenizovanych vzorku byla vyextrahovana DNA pomoci komeréniho kitu. Koncen-
trace vyizolované DNA byla zmétena fluorometricky. Dale byly pomoci metody PCR otes-
tovany primery komplementarni k Gseku genu mcrA. Vzorky byly analyzovany metodou
qPCR, kterd byla v pribéhu experimentalni ¢asti optimalizovdna. Pro zpfesnéni vysledkl
a vytipovani vzorkl obsahujicich gen mcrA byla nakonec zvolena metoda qPCR s pouzitim
specificky znacenych DNA prob. Kvantifikace poctu kopii genu mcrA byla provedena me-
todou klonovani. Cilem této prace byl screening konsorcii methanogent ve vybranych cer-
nouhelnych a hnédouhelnych lokalitach na uzemi Ceské republiky. Dale byly stejnymi me-

todami testovany dal$i environmentalni vzorky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 METHAN YV ZIVOTNIM PROSTREDI

vvvvvv

odehravajici se v atmosféte, pevninské biosféie, oceanech a sedimentech. Mikrobialni roz-
klad organickych sloucenin a odumfelych rostlinnych a Zivocisnych tkani vede k emisi CO:
do atmosféry. Oxid uhli€ity je rostlinami utilizovan v procesu fotosyntézy. Nekteré mikro-
organismy, jako naptiklad methylotrofni Archaea, vyuzivaji oxid uhli¢ity nebo také methan
jako zdroj energie, a snizuji tak koncentrace téchto plynti v atmosféfe. Rovnovaha v uhliko-
vém cyklu je udrzovana nékolika chemickymi pfeménami, jako jsou fixace oxidu uhli¢itého,

methanotrofie, methanogeneze, fermentace a anaerobni dychani (Kumar a kol., 2016).

Methan je bezbarvy vysoce hotlavy plyn bez zdpachu, slozeny z 1 atomu uhliku a 4 atomil
vodiku. V ptitomnosti kysliku je spalovan za vzniku oxidu uhli¢itého a vodni pary. Methan
vznikd fadou chemickych reakci béhem rozkladu organické hmoty v prostfedich bez nebo
s nizkym obsahem kysliku, jako jsou baziny a raSelinisté. Jakmile odumfelé ¢asti rostlin
klesnou na dno téchto prostiedi, jsou rozlozeny mikroorganismy. Methan je emitovan také
bahennimi sopkami, ryZovymi poli a termitisti a 1ze jej nalézt také v podzemnich loziscich
fosilnich paliv. Ve vrstvé sedimentu na dn€ oceanu a také pod permafrostem lze nalézt hyd-
raty methanu. Tato pevna loziska podobna ledu se diive nabizela jako potencialni zdroj ener-
gie, dnes vSak predstavuji hrozbu uvoliiovani velkého mnoZstvi methanu do atmosféry.
Zejména v podzemnich dolech predstavuje methan vysoké riziko nebezpeci a jeho koncen-
trace musi byt sniZovana ventilaci. Dilni methan je termin urceny pro methan produkovany
ve spojeni s té¢Zebni ¢innosti ze samotné sloje nebo jinych plynnych atvart v podzemi. Mnoz-
stvi methanu generovaného pii konkrétni dlilni ¢innosti zavisi na produktivité uhelného dolu,
mnozstvi plynu v uhelné sloji, typu podlozi, provoznich a geologickych podminkach. Dilni
methan miZe byt zachycen inZenyrskymi vrty, které rozsifuji ventilacni systém dolu, nebo
je emitovan do dtilniho prostiedi a nasledné vycCerpan z dulnich Sachet spolu s ventilatnim

vzduchem (Bonaglia a kol., 2017).

1.1 Methan jako sklenikovy plyn

Pochopeni biochemickych procesii regulujicich tok uhliku na Zemi je dilezité pro kontrolu
emisi oxidu uhli¢itého a methanu a zmirnéni klimatickych zmén. Ty jsou zplisobeny narts-
tem sklenikovych plynt v atmosféte. Sklenikovy plyn je jakakoli plynna sloucenina v atmo-

sféfe, ktera je schopna absorbovat infracervené zareni, a tim také udrzovat teplo. Sklenikové
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plyny jsou tak zodpovédné za sklenikovy efekt, ktery v kone¢ném diisledku vede ke global-
nimu oteplovani. Nejvyznamnéjs$imi sklenikovymi plyny jsou podle Agentury pro ochranu
zivotniho prostiedi (EPA) vodni para (H>O), oxid uhli¢ity (CO), methan (CHa4) a oxid dusny
(N20) (US EPA, 1994a). Mezi vyznamné zdroje methanu patii iniky zemniho plynu a chov
hospodaiskych zvirat. Asi 50-65 % celkovych emisi methanu pochézi z lidskych ¢innosti —
energetika, primysl, zeméd¢lstvi, nakladani s odpady (Stocker a kol., 2013). Zdroje global-
nich emisi methanu jsou popsany také v tabulce, kterd popisuje relativni prispévek emisi
methanu z danych zdrojt vztazeny na celkovou globalni emisi 600 Tg methanu za rok (Ta-
bulka 1).

Tabulka 1 Zdroje globélnich emisi methanu (modifikovano dle Lowe, 2006;
Prather a Ehhalt, 2001)

Emise methanu Procento
Zdroje

(Tg CH4 ro¢né) (%)?

Ptirodni zdroje
Mokftady 92-237 1540
Cinnost termitt 20 3
Oceany 10-15 2-3
Hydraty methanu 5-10 1-2
Mezisoucet 127-282 21-47

Antropogenni zdroje

PieZzvykavci 80-115 13-19
Vyroba energii’ 75-110 13-18
Péstovani ryze 25-100 7-17
Skladky 35-73 6-12
Spalovéani biomasy 23-55 4-9
Nakladani s odpady 14-25 2-4
Mezisoucet 267-478 45-80
Celkové zdroje 500-600




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

a — relativni ptispévek emisi methanu ze zdroje vztazeny na celkovou globalni emisi 600 Tg methanu za rok
b — methanova loziska uvolnéna té¢zbou uhli, ropy, vrtanim a petrochemickou vyrobou

1.2 Methan jako zdroj energie
Bioplynové stanice

S postupnym tbytkem fosilnich paliv vzrista zajem o alternativni zdroje energie. Vhodnou
moznosti, jak pomoci snizit spotfebu fosilnich paliv a zaroven i nadmérnou produkci od-
padu, je vyuzit biomasu pro proces anaerobni digesce (Kratky a Jirout, 2015; Yates a kol.,
2016). Organick4 hmota je za pomoci mikroorganismu rozloZena, pfi¢emz tento proces vy-
zaduje specifické podminky (Enzmann a kol., 2018). Témi jsou vlhké prosttedi, zabranéni
pristupu kysliku a svétla, stala teplota a pH, rovnomérny piisun substratu a zivin (dusikaté
slouceniny, mineralni latky a stopové prvky). Anaerobni digesce je rozdélena do 4 fazi, jimiz
jsou hydrolyza, acidogeneze, acetogeneze a methanogeneze. Cely proces je blize popsan
v kapitole 1.6. Dale bude diskutovan proces vzniku bioplynu v bioplynovych stanicich. Mezi
hlavni produkty anaerobni fermentace patii bioplyn, piedstavujici smés oxidu uhli¢itého,
vody a methanu. Smés déle obsahuje vodni paru a stopové prvky, pricemz koncentrace jed-
notlivych latek je ovlivnéna pouzitym substratem (Tabulka 2) (Jelinek, 2001).

Tabulka 2 SloZky bioplynu a jejich procentualni zastou-
peni (pfevzato z Jelinek, 2001)

Slozka Obsah [%)]
Methan 45-70
Oxid uhlicity 30-55
Vodik 0-3
Sulfan 0,1-1
Dusik 1-3
Kyslik 0-2
Amoniak <1

Pti procesu vyroby bioplynu v bioplynovych stanicich jsou nejcastéji vyuzivany 2 metody
liSici se obsahem suSiny ve fermentovaném materialu, a to anaerobni fermentace mokrych
organickych materiala (,,mokra metoda*) a anaerobni fermentace suchych organickych ma-
teriald (,,suchd metoda®™). Mokra metoda je roz$ifengj$i, avSak vyzaduje vyssi investicni

a provozni naklady (Ceska bioplynova asociace, 2014).
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Mezi nejcastéji vyuzivané substraty v bioplynovych stanicich patti veprova kejda, kukuficna
sildz, cukrovarnické tizky a dribezi trus. Pfed vlastnim procesem mokré metody musi byt
substrat fadné upraven. Mletim a drcenim biomasy lze dosahnout jeji vyssi biologické roz-
lozitelnosti, a tedy 1 vySsi vytéznosti bioplynu. Nasledné je suchy substrat nafedén vodou,
nebo naopak zahustén ptidavkem susiny, pokud je ptili$ tekuty. Takto pfipraveny substrat je
rozklddan v anaerobnim fermentoru. K zachovani stalé teploty v digestoru slouzi ohiev
a michadlo. Michadlo také zabezpecuje miseni s Cerstvé pfidanym substratem a substratem
jiz vyhnivajicim a dale zabrafnuje tvorb¢ usazenin. Vznikly plyn je shromazd’ovan v plyno-
jemu, kde zaroven dochdzi k oddéleni pény a kapalnych castic. Bioplyn lze vyuzit pfimo
v bioplynovych stanicich jako technologické palivo slouzici k vyhievu digestoru, pro vyrobu
tepla v plynovych kotlech nebo palivo pro motory kogeneracnich jednotek. Kogeneracni

jednotka je zafizeni, které slouzi k vyrobé tepla a elektrické energie (Appels a kol., 2008).

vepfin, kravin T skleniky vyuZiti tepla pro lokalni vytapéni
. teplo elektfing
T e — —_—
nddrZ na skladovani tepla elektrarna vefejnd el. sit
ka
mezisklad fermentor vyfermentovany
Zivoliiné odpady kal
. kategorie
—_—
pasterizadni linka | l
obnovitelné rostlinné materily mixer zpracované kaly vyuziti v zemédélstvi
(napf. hnaojivo)

Obrazek 1 Schéma bioplynové stanice (Tenza, 2021)

Béhem fermentace dochazi ke vzniku zbytku (digestatu), ktery ma prevazné kapalnou formu.
Ten obsahuje smés zivin a humusu, ktera jiz neni dale rozkladana. Tato kapalna forma je

dale vyuzita jako organické hnojivo s obsahem susSiny 5-10 %, nebo lze odd¢lit tzv. fugat
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a separat. V ptipadé fugatu se jedna o kapalnou fazi s obsahem susiny 2—4 %, ktera je vyuzita
jako hnojivo kapalné. Separat, ktery predstavuje pevny podil, je vyuzit v zemédélstvi nebo
zahradnictvi. Digestat je skladovan ve skladovaci jimce vybavené michadly (Kratky a Jirout,

2015).

Jak jiz bylo zminéno, samotny bioplyn miize byt vyuzit pfimo v bioplynové stanici. Nejcas-
téjSim zpusobem jeho vyuziti je kogenerace, predstavujici spoleCnou vyrobu tepla
a elektfiny. Bioplyn je nejprve zbaven necistot a suSen, dale je spalovan. Asi 2040 % vy-
generovaného tepla je vyuzito k vytapéni celého systému, ptebytkové teplo pak slouzi k pro-
cesum jako je vyroba elekttiny, topeni, chlazeni nebo suseni. Dalsi vyuziti bioplynu v i mimo
bioplynové stanice je zndzornéno v tabulce (Tabulka 3). Dochazi k pfeméné bioplynu na

mechanickou, tepelnou nebo elektromagnetickou energii (Kratky a Jirout).

Tabulka 3 Vyuziti bioplynu a jeho aplikace, pievzato z Kratky a Jirout, 2015

Aplikace Vyuziti
Osvétleni Plynova svitidla
Teplo Hotéky, kotle a plynové sporadky
SuSeni SuSarny
Chlazeni Absorp¢ni chladice
Elekfing Plynové motory, palivové ¢lanky,
mikroturbiny
Doprava Vozidla na stlaeny zemni plyn
Uchovani energie Rozvodna sit’ zemniho plynu
Nahrada zemniho plynu Rozvodna sit’ zemniho plynu

Uhelné doly

Z aktivnich i opusténych uhelnych dolt je uvoliiovano znaéné mnozstvi methanu. Dilni plyn
pfispiva ke globalnimu oteplovani, zaroven je ale potencidlnim zdrojem methanu pro pri-
mysl. Stabilni uhlikové a vodikové izotopy naznacuji, ze methan v dillnim plynu je biogen-
nniho a nebiogenniho pivodu. V opusténych dolech je nebiogenni methan vysledkem geo-
logickych procest, biogenni tvorba methanu zde déle pokracuje. Kromé uhli je zdrojem me-

thanu také dilni dievo, které se pouziva pii stavbé dolll (Karacan a kol., 2011).
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Methan se v uhelnych dolech nachazi v n¢kolika formach (Scott, 2002):

(i)  volny plyn v mikroporech uhli
(ii)  rozpusteny plyn ve vode uvniti uhli
(iii) adsorbovany plyn na povrchit poru a Stépii uhli

(iv) absorbovany plyn uvniti- molekul uhli

Methan se vyskytuje predevsim v névétranych prostorach, dutinich a na vSech stanovistich,
kde hromadici se methanové vrstvy nelze odvétravat. Tento plyn pak piedstavuje vysoké
nebezpeci pro pracovniky dilniho provozu. V ovzdusi s vy$§im obsahem methanu dochézi
k nahlému snizeni koncentrace kysliku, doprovodné vyssi uhlovodiky projevuji narkotizujici
ucinky a jedinec upadd do bezvédomi. Koncentrace methanu by proto v mistech, kde se
zdrzuji pracovnici, neméla prekrocit vice nez 1 % (vyhlaska ¢. 22/1989 Sb.; Prokop a Zaple-

tal, 2013).

Diilni methan je v sou¢asnosti vyuzivan k mnoha ucelim. Témi jsou vytapéni, vareni, ohfev
kotlt, vyroba elektiiny, pfimy ohfev vzduchu v dilnich ventila¢nich systémech a suseni uhli.
Existuji 3 primarni diivody pro ziskani methanu z uhelnych dolii. Prvnim z nich je zvySeni
bezpecnosti dold. Po celém svéte byly totiz zaznamenany tisice imrti pti vybuchu podzem-
nich dolt, pti nichz byl hlavnim faktorem ptispivajicim k vybuchu pravé methan. Diky dre-
naznim a ventilatnim systémim lze tomuto ptedejit. DalSim divodem je zlepSeni tézebni
ekonomiky. Snizenim emisi a pfedchazenim vybuchtl 1ze sniZit ndklady na t€zbu. Ziskany
methan mize byt navic pouZit jako palivo v misté t¢Zby nebo prodan jinym uZivatelim.
Ttetim diivodem pro vyuziti methanu z uhelnych dolu je fakt, Ze se jednéd o vyznamny skle-

nikovy plyn (Thiellemann a kol., 2004).

Asi 83 % methanu z uhelnych dolti v Ceské republice je vyuzivano v kotlich v dolech a také
v okolnich primyslovych odvétvich, jako jsou oceldrny, kombinované teplarny a elektrarny.
I pfestoZe je tato mira vyuziti ve srovnani s vétSinou zemi velmi vysokd, vétSina zemniho

plynu je do Ceské republiky dovaZzena (Biebler a kol., 1998; USEPA, 2006).

1.3 Methanogenni mikroorganismy

Methanogenni Archaea jsou fylogeneticky riznorodou skupinou striktné anaerobnich mi-
kroorganismi, jez fadime do kmene Euryarchaeota. Metabolismus methanogeni je omezen
na tvorbu methanu z CO; a H,, formiatu, methanolu, methylaminti nebo acetatu (Ferry, 1993;

Garcia a kol., 2000; Thauer a kol., 1998). Navzdory tomuto omezeni maji tyto organismy
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kvantitativné dilezitou roli v globalnim uhlikovém cyklu. Je odhadovano, ze pfiblizné
1 miliarda tun methanu ro¢né je tvofena methanogennimi mikroorganismy v anoxickém pro-
stfedi, jako jsou sladkovodni sedimenty, baziny, ryzova pole nebo stievni trakt. To znamena,
ze piiblizné 2 % cistého COo, ktery je ro¢né fixovan prostfednictvim fotosyntézy, je pfemé-
néno na methan (Thauer a kol., 2008). Existuji vyzkumy prokazujici produkci biogenniho-
methanu cyanobakteriemi v doméné bakterii, které zpochybiiuji paradigma, Ze methanoge-

neze je vylucna pro Archaea (Pyzik a kol., 2018).

14 Systematika methanogenu

Po cela desetileti byla methanogenni Archaea tfazena vyhradné do kmene Euryarchaeota.
Bylo rozeznavéano nejprve 5 tadu, a to Methanococcales, Methanobacteriales, Methanosar-
cinales, Methanomicrobiales a Methanopyrales (Stadtman a Barker, 1951; Kurr a kol.,
1991). Mezi lety 2008 a 2012 byly do kmene Euryarchaeota zarazeny dalsi 2 fady, konkrétné
Methanocellales (Sakai a kol., 2008) a Methanomassiliicoccales (Dridi a kol., 2012; Iino
a kol., 2013). Dalsi vyvoj metagenomového sekvenovani a analyza taxonomické a funkéni
rozmanitosti umoznil pochopeni tlohy mikroorganismil pfi anaerobni digesci a produkci
methanu. Nedavné studie naznacuji, ze lidstvo teprve za¢ind vnimat rozmanitost methano-
genll a samotny proces methanogeneze. Nejlépe studovatelna spoleenstvi mikroorganismi
produkujicich methan pochdzeji z bioplynovych reaktori (Yang a kol., 2014; Stolze a kol.,
2015; Luo a kol., 2016), ale mnoho odpadnich materiali pouzivanych jako doplnék v bio-
plynovych systémech by mohlo poskytnout nové mikroorganismy ptizpisobené produkci
methanu a degradaci organické hmoty (Hess a kol., 2011; Borrel a kol., 2014; 2015; Wallace
a kol., 2015). Zda se, ze spolecenstvi jsou mnohem rozmanitejsi, le¢ té¢Zce charakterizova-

telna.

Organismy z odliSnych fadt maji méné nez 82 % podobnost sekvence 16S rRNA. Gen 16S
rRNA koduje RNA slozku 30S podjednotky bakteridlniho ribozomu. Je ptitomen u vSech
bakteridlnich druhi, pfi¢emz jednotlivé druhy maji jednu az vice kopii tohoto genu. V prii-
béhu evoluce dochédzi ke zméndm sekvence 16S rRNA a to umoziuje studium bakterialni

fylogeneze a klasifikace rodii/druhti (Janda a Abbott, 2007).
Methanogeny patfici do riznych fadi maji odliSnou strukturu bunécné stény, odlisné slo-
zeni lipidd, rozsah substratil a dalsi biologické vlastnosti. Jednotlivé fddy methanogenti jsou

dale rozdéleny do 10 celedi a 31 rodt. Detailni popisy taxontll jsou uvedeny v publikaci Ber-
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gey’s Manual of Systematic Bacteriology (Whitman a kol., 2001) a The Prokaryotes (Whit-
man a kol., 2006; Garcia a kol., 2006; Bonin a Boone, 2006; Kendall a Boone, 2006; Whit-
man a Jeanthon, 2006). Nedavné studie odhalily ptfitomnost novych fylogenetickych skupin
methanogeni. Nejsou Uizce spjaty se znamymi organismy a pravdépodobné piedstavuji noveé
rady. Naptiklad ryzovy klastr RC-I, hojny v ryzovych polich, tvoii v ramci fylogeneze sa-
mostatnou linii Methanosarcinales a Methanomicrobiales. Sekvence 16S rRNA u RC-I maji
se znamymi organismy podobnost mén¢ nez 82 % (Lueders a kol., 2001; Conrad a Liesack,

2006; Erkel a kol., 2006). Tabulka 4 popisuje vyskyt methanogent v pfirod¢.

Tabulka 4 Vyskyt methanogent v pfirod¢ (modifikovano podle Liu a Whitman, 2008)

A%

Rad Typické prostiedi

Sladkovodni sedimenty, baziny, bachor ptezvykavcu, anae-

robni fermentory

Travici Gstroji zivocichd, ryzova pole, tlejici dievo, anae-

Methanobacteriales robni fermentory

Tréavici Gstroji zivoc€ichl

Anaerobni fermentory

Horké prameny

Moiské sedimenty

Moiské geotermalni sedimenty
Methanococcales

Moftské geotermalni sedimenty

Moiské geotermalni sedimenty

Podzemni vody, bachor pfezvykavcl, anaerobni fermentory

Moftské sedimenty, sladkovodni sedimenty, ryzova pole,

ropna pole, horké prameny, anaerobni fermentory

Methanomicrobiales Anaerobni fermentory

Moftské sedimenty, sladkovodni sedimenty, ryzova pole, tra-

vici ustroji zivoc¢ichii

Moi'ské sedimenty
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Typické prostredi

Ropna pole

Anaerobni fermentory, motské sedimenty

Anaerobni fermentory, sladkovodni sedimenty

Methanomicrobiales

Ropna pole

Methanosarcinales

Anaerobni fermentory, motské sedimenty, sladkovodni sedi-

menty, bachor Zivoc¢ichli

Moftské sedimenty

Hypersalini sedimenty

Hypersalini sedimenty

Hypersalini sedimenty

Sladkovodni sedimenty, anaerobni fermentory

Travici trakt zivo¢icht

Hypersalini sedimenty

Anaerobni fermentory, sladkovodni sedimenty

Methanopyrales

Moiské geotermalni sedimenty

1.5 Metabolismus methanogent

Ackoliv jsou methanogeny velmi rozmanitou skupinou, jejich metabolismus je omezen na

vyuziti pouze tii typl substratli - CO», slouc¢eniny obsahujici methylovou skupinu, a acetat

(Tabulka 5). Vétsinu organickych latek, naptiklad uhlovodiky, mastné kyseliny a alkoholy

s dlouhym fetézcem, nedokdzi methanogenni mikroorganismy vyuzit jako substrat. Tyto

slou€eniny musi byt nejdiive zpracovany anaerobnimi bakteriemi nebo eukaryoty, a metha-

nogeny jsou tudiZ na téchto organismech zavislé (Liu a kol., 2008). Na zaklad¢ soucasnych

znalosti 1ze pfeménu organické hmoty na methan rozdélit do ¢ty hlavnich krokl (Zinder,

1993):
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)

hydrolyza

(vi) acidogeneze

(vii) acetogeneze

(viii) methanogeneze

Tabulka 5 Typy reakci béhem methanogeneze v zavislosti na substratu a organismu

(modifikovano dle Hedderich a Whitman, 2006; Zinder, 1993).

Reakce

Organismus

1. CO:

4 H,+ CO, — CH4 + 2 H,O
4 HCOOH — CH4+ 4 aceton + 2 H»0
CO, + 4 isopropanol — CH4+ 4 aceton + 2 H,O

CO +2 H,O — CH4+3 COs

VétsSina methanogent
Vétsina hydrogenotrofti
Nékteti hydrogenotrofové

Methanothermobacter a Methanosarcina

. Methylované Ci slouceniny

CH30H — 3 CH4+ CO, +2 H,O

CH;0H + H, - CH4+ H,O

2 (CH3)2-S + 2 H,0 —> 3 CHy + CO» + 2 HoS
4 CH3-NH, + 2 H,O — 3 CHy + CO, + 4 NH;
2 (CH3),-NH + 2 H,0 — 3 CHs+ CO, + 2 NH;
4 (CH3)3-N + 6 H,0 — 9 CHy+ 3 CO, + 4 NH;

4 CH3NH;3CI + 2 HO — 3 CHs+ CO2+ 4 NH4Cl

Methanosarcina a dalsi methylotrofové

Methanomicrococcus blatticola a Metha-

nosphaera

Nékteti methylotrofové
Nékteti methylotrofové
Nékteti methylotrofové
Nékteti methylotrofové

Nékteti methylotrofové

3. Acetat

CH3COOH — CH4+ CO2

Methanosarcina a Methanosaeta

Prvni tfi kroky produkce bioplynu mohou byt provadény Sirokym spektrem mikroorga-

nismi, ale posledni krok, methanogeneze souvisi vyhradné s methanogennimi Archaea

(Chaban a kol., 2006).

Methanogeneze muze probihat tfemi hlavnimi cestami:

)
(ii)

hydrogenotrofni (z CO>a H>)

acetoklasticka (z acetatu)
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(iii) methylotroficka (methanol, methylaminy)

Bez ohledu na typ metabolické drahy methanogeneze zahrnuje jeji posledni spole¢ny krok
redukci methyl-koenzymu M na methan. U hydrogenotrofnich a acetoklastickych drah do-
chazi k prenosu uhliku v Sesti, a tiech az ctyfech krocich, zatimco v methylotrofické draze
je pro redukci methylovanych sloucenin potfebna pouze jedna tfida enzymu (methyltrans-
ferazy). Hydrogenotrofni a methylotrofickd methanogeneze je termodynamicky ptiznivéjsi
nez acetoklasticka (Hedderich a kol., 2006). VétSina methanogent redukuje oxid uhlicity.
V tadech Methanosarcinales, Methanobacteriales a Methanomassiliicoccales vsak existuji
mikroorganismy se schopnosti pfeménit methylované slouc¢eniny na methan, zatimco za-

stupci Methanosarcinales jsou schopni vyuzivat také acetat. VSechny tii drahy methanoge-

neze byly doposud potvrzeny pouze u Methanosarcina (Liu a Whitman., 2008).

Vétsina zdroji popisuje methanogeny jako vysoce citlivé na pfitomnost kysliku a redoxni
potencial E; > -200 mV (Wang a kol., 2015; Yagi a kol., 1996), tento popis vSak nemusi byt
zcela spravny. Methanogenni mikroorganismy izolované z pidy nejsou podle Fetzer a kol.,
1993; Fetzer a Conrad, 1993 pfilis citlivé na vysoky redoxni potencidl ani expozici kysliku.
Bylo zjisténo, Ze nékteré specifické druhy Ziji na stanovistich v oxickych podminkach
a zjevné jsou schopny pfijimat kyslik, pokud je dodavan v nizkych koncentracich (Leadbet-

ter a Breznak, 1996).

1.6 Methan v uhelnych dolech

Piiblizné 71,4 % celosvétovych zasob fosilnich paliv se nachazi ve formé uhli. Jedna se
o ¢ernou, hnédou nebo hnédocernou sedimentovanou horninu, vzniklou nahromadénim rost-
linné biomasy ve vodnim prostiedi s nedostatkem kysliku. Toto anaerobni prostiedi, nejc¢as-
t&ji raSelinisté, zabranilo kompletni oxidaci rostlinného materidlu a mohlo tak dojit ke vzniku

uhli (Dopita a kol., 1985).

Podle stupné prouhelnéni lze uhli rozdélit na raSelinu, hnédé uhli, cerné uhli a antracit.
Hnédé uhli pochazi z terciéru az kiidy a celkovy obsah uhliku zde kolisd mezi 6075 %.
Cerné uhli s obsahem uhliku 74-91 % pochazi z obdobi karbonu ¢ permu. Nejvyssi obsah
uhliku se vyskytuje v antracitu, a to 92-98 % (Dopita a kol., 1985). Jednotlivé slozky uhli

jsou znazornény na obrazku (Obrazek 2).
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Silikatové Jilové

horniny horniny

Obrézek 2 Slozeni uhli (OKD, 2012)

Je pfedpokladano, Ze methan vznika v uhelnych dolech dvéma odliSnymi procesy, termo-
gennimi a biogennimi. Termogenni plyny jsou tvofeny disociaci organické hmoty v uhli,
zatimco biogenni plyny vznikaji mikrobialnim procesem. Termogenni metan vznika v hor-

ninovém prostiedi pii tepelném zrani kerogenu hornin a uhli (Flores, 2008).

VétSina zemnich plyntli je termogenniho piivodu. Mikrobialni metan vznikd metabolismem
konsorcii metanogennich Archaea v bezkyslikovém prostiedi, napt. v uhelnych slojich nebo
na jejich kontaktu se zvodnénymi piskovci. Uginnym néstrojem pro rozliseni uvedenych
dvou typll methanu je ptitom chemicka a izotopova analyza plynti. Mikrobialni methan je
suchy, tj. neobsahuje vyssi plynné uhlovodiky (ethan, propan, butan). Podpora mikrobial-
nich konsorcii, kterd jsou schopna produkovat biogenni methan, pfedstavuje jednu z alter-
nativ k neobnovitelnym zdrojim energie, protoze spalovani methanu emituje vyrazné¢ méne

oxidu uhli¢itého nez konvencni fosilni paliva, jako je uhli a ropa (Flores, 2008).
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.1 Lignit (nejmladsi
Raseling hnedé uhli)

Hnédé uhli Ptechodné typy

v

Antracit —> Grafit (tuha)

Obrazek 3 Typy uhli podle stupné pfemeény (OKD, 2012)

Jak uz bylo zminéno vyse, proces kolifikace (tvorba uhli) zahrnuje jak biochemické, tak
geochemické reakce. Rostlinnd hmota je nejdiive rozkladdna anaerobné pod vodou, mole-
kuly odvozené od pocateéniho substratu (acetat, CO», Ha, NH4", HS", mastné kyseliny s dlou-
hym fetézcem) jsou dale metabolizovany. Fermentacni Archaea poté produkuji methan
dvéma cestami, a to acetoklastickou reakci nebo redukci CO». V pribehu kolifikace nartista
1 obsah uhliku, doprovazeny relativnim vy€erpanim tékavych sloucenin, jako je vodik a kys-
lik, uvolnénych ve formé vody, methanu, oxidu uhli¢itého a vyssich uhlovodikt dekarboxy-

la¢nimi a dehydrata¢nimi reakcemi (Whiticar, 1999).

Pti zvySovani teploty jsou kapalné uhlovodiky tepelné krakovany na methan, coz zvySuje
mnozstvi produkovaného methanu (Faiz a Hendry, 2006). Proces pfemény rostlinného ma-
teridlu v uhli znazornuji obrazky (Obrazek 3, Obrazek 4). Vysledkem prvni faze procesu
kolifikace je vznik raseliny a hnédého uhli. Vertikalni tlak vyvijeny hromadénim sedimentl
premeénuje raselinu na lignit. Intenzifikace tlaku a tepla vede k pfeméné lignitu na dvouba-
revné uhli a néasledné antracit, uhli s nejvy$sim obsahem uhliku (O’'Keefe, 2013). Béhem
stadia raseliny a hnédého uhli dochazi k tvorbé primarniho biogenniho methanu, ktery je
rozpus$tény ve vod¢, protoZe uhli dosud neni strukturovano k zadrZeni plynu (Kotarba a Rice,

2001).
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o 'Tlal\ nadlozi
BAZINY €y I

Hneédé uhli

Obrazek 4 Mechanismus tvorby uhli z rostlinného materialu (T¢zba a vyuziti

¢ern¢ho uhli, 2011)

Ve velkych hloubkéch a pti vysoké teploté dochazi k tepelné modifikaci sedimentarni orga-
nické hmoty a pfi zvednuti panve miiZe byt spuSténa produkce methanu proudem meteorické
vody do uhli. Timto procesem tak dochazi ke vzniku sekundarniho biogenniho plynu. Sekun-
darni biogenni plyny jsou generovany metabolickou aktivitou bakterii, ktera je zapocata
proudicimi meteorickymi vodami skrz propustné uhelné loZe nebo jiné horniny bohaté na
organické slouceniny. Bakterie metabolizuji slozky mokrého plynu, n-alkany a dalsi orga-
nické slouceniny pfi relativné nizkych teplotach za vzniku methanu a oxidu a uhli¢itého.
Primarni biogenni methan neni v uhli zachovan ve vyznamném mnozstvi, coZ naznacuje, ze
vétSina biogennich plynli nalezenych v uhelnych loZiscich jsou sekundarniho biogenniho
puvodu. Pritomnost biogennich plynil je tedy fizena pfedevsim hydrogeologii podlozi. Vy-
znamna cirkulace podzemni vody nastava az po vytvoreni klastrti, vyzdvizeni podlozi a ex-

pozici zvodnélych vrstev (Scott a Kaiser, 1994).

Chemické slozeni téZzebniho plynu, stabilni poméry izotopt uhliku a vodiku methanu, déle
také izotopova frakcionace mezi COz a CH4 jsou béZné pouzivany k rozliSeni plivodu me-
thanu v uhelném dole. Pouzitim metody stabilniho izotopu lze rozlisit ptivod methanu z riiz-
nych uhelnych sloji. Ukazalo se, Ze biogenni methan tvoii asi 20 % zdsob plynu na svéte

(Conrad, 2005). Pfitomnost termogenniho plynu vSak nenaznacuje potencidl pro biogenni
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methanogenezi v uhelnych slojich, nebot’ 0 mikrobialnich komunitach a biogennim potenci-

alu v uhelnych dolech je dosud malo znamo (Kimura a kol., 2010).

Termogenni methan je ve srovnani s biogennim methanem izotopicky obohacen
0 13C (6 C > 50 %), protoze methanogeny piednostn& vyuzivaji pro tvorbu methanu leh¢i
izotopy C z diivodu nizsi vazebné energie. Migrace methanu z jednotlivych hloubkovych

z6n muze ovlivnit izotopové slozeni (Clayton, 1998).

Izotopové hodnoty methanu & 1*C vykazuji extrémné $iroky rozsah. Porozuméni procestim,
které toto izotopové sloZeni methanu tidi, vyzaduje zaméteni na konkrétni soubor geologic-

kych podminek v dané lokalit¢ (Zazzeri a kol., 2016).

Biogenni tvorba methanu byla identifikovana ve studiich zahrnujici uhli nizké kvality, kon-
krétné lignit. Toto uhli je sloZeno z frakei vysoce rozvétvenych sloucenin s ¢etnymi funkc-
nimi skupinami obsahujicimi kyslik. Nékteré z téchto slozek jsou biologicky dostupné pro
mikrobialni spolecenstvi v uhelnych slojich (Harris a kol., 2008). Naproti tomu uhli vyssi
kvality je dle vétSiny studii pro biogenni tvorbu methanu méné ptiznivé. I ptesto ale byla

produkce methanu v ¢ernouhelnych lokalitach popsana (Faiz a Hendry, 2006).

Fakultativni bakterie nejprve rozloZi organické komplexy na meziprodukty, které jsou vyu-
zity jinymi kmeny k fermentaci. Vzniklé produkty, kterymi jsou predevsim CO-, H a acetat,
slouzi jako substrat pro methanogeny. Ty jsou podle typu vyuzivaného substratu déleny na
acetoklastické a hydrogenotrofni. Podle Bapteste a kol. napomahaji hydrogenotrofni metha-

nogeny udrzovat stabiln¢ nizké hladiny vodiku v atmosfére (Bapteste, 2005).

Acetoklastické methanogeny vyuZivaji acetat, ktery konvertuji do methanu a oxidu uhlici-
tého, zatimco hydrogenotrofové vyuzivaji oxid uhli¢ity a vodik. Finalni reakci je konverze
substratii do methyl-koenzymu M a néasledné do methanu. Tento krok je zprostfedkovan en-
zymem methyl CoM reduktdza (MCR), ktery je spole¢ny pro vSechny methanogeny a umoz-
fluje je tak detekovat prostfednictvim molekularn€ biologickych metod. Enzym MCR (Ob-
razek 5) je kddovan genem mcrA, ktery je rovnéz pritomen u vS§ech methanogent (Hallam

a kol., 2003).

Prostfednictvim symbidzy mezi anaerobnimi oxidacnimi bakteriemi a sulfatredukujicimi
bakteriemi dochézi také k anaerobni oxidaci methanu (Hinrichs a kol., 1999). Sulfatova re-
dukce je dileZitou metabolickou drahou a ma velky vyznam pro globalni cyklus uhliku
a siry. Jako akceptor elektroni nebo organickd hmota slouzi témto mikroorganismim

funkéni skupina SO4>, donorem elektrond je pak vodik. Podzemni vody v uhelnych dolech
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jsou pak ¢lenény do mikrobidlnich zén podle prosakovéani povrchovych atmosférickych sra-
zek a rozpusténych minerald, a jsou tak vhodnym prostfedim pro methanogeny, aerobni me-
thanotrofni bakterie, anaerobni methan oxidujici Archaea (ANME) a sulfat redukujici bak-

terie (SRB) (Shen a kol., 2001).

Obrézek 5 Struktura MCR (Ermler a kol., 1997)

Aerobni methanotrofni bakterie dominuji v prostiedi s vysokou koncentraci kysliku, zatimco
anaerobni Archaea nebo bakterie Candidatus Methylomirabilis oxyfera (denitrifikacni me-
thanotrof) vyzaduji extrémné nizkou koncentraci az absenci kysliku. Naptiklad Lai a kol.
(2016) zjistili, Ze chromat 1ze redukovat pomoci methanu jako donoru elektrond, a to v pfi-
pad¢, Ze koncentrace rozpusténého kysliku v prostiedi je 6,2uM a biofilmu dominuji aerobni
methanotrofy. Hranice absolutniho obsahu kysliku, ktera by urovala, zda budou v prostredi

prevladat aerobni nebo anaerobni mikroorganismy vSak neexistuje (Ettwig a kol., 2010).

Anaerobni oxidace methanu (AOM) je zdsadnim mechanismem pro fizeni toku methanu
z anoxického prostfedi. AOM ve spojeni s redukei Zeleza, manganu a sulfatu byla prok4dzana
v konsorciich obsahujicich anaerobni methan oxidujici Archaea (ANME) (Ettwig a kol.,

2010).

Anaerobni methan oxidujici Archaea (ANME) provadi anaerobni oxidaci methanu obréace-
nim methanogenni drahy. ANME byly poprvé objeveny v moiskych sedimentech, kde byla
AOM spojena s redukei sulfatu. ANME tedy tvoii metabolicky vzajemné zavisla konsorcia

s bakteriemi SRB (Knittel a kol., 2010).
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Zatimco béhem hydrogenotrofni methanogeneze dochazi k redukci CO2 na CH4, methylot-
roficka tvorba methanu, kterou vyuzivaji ANME, pfedstavuje ¢aste¢né obraceny proces. Me-
than oxidujici anaerobni Archaea vyuzivaji slouc¢eniny s 1 uhlikem, jako jsou methylaminy,
methanol nebo slouceniny methylované siry (methanthiol, dimethylsulfid, které jsou aktivo-
vany na methyl koenzym M. I pfes odlisny metabolismus obsahuji ANME gen mcrA (Dep-
penmeier a kol., 1996).

Strukturu methanogenniho konsorcia ovliviiuje teplota prostfedi. Studie Conrad a kol.
(2009) poukazuje na zménu spolecenstva acetoklasticka/hydrogenotrofni methanogeneze na
¢isté hydrogenotrofni spolecenstvo, v ptipadé teploty prosttedi 42—46 °C. Chin a kol. (1998)
popsali vyskyt Methanosarcinaceae pii teploté 30 °C a prevahu Methanosaetaceae pii tep-
lot¢ 15°C. V ptipadé zmény teploty vody, prostiedi, oxickych podminek nebo kompetici
jinych mikroorganismii o dostupné elektrony muze dojit k inhibici methanogeneze

(Mc.Hugh a kol., 2003).

1.7 Podpora methanogeneze

Z dtivodii omezeni vypousténi emisi do ovzdusi a podpory udrzitelné vyroby energie je dnes
o biogenni methan velky z4jem (Strapoc a kol., 2011). Uhelné loZe se sklada z komplikova-
ného systému zlomud. Nesourody povrch mikroport uhelné matrice poskytuje Siroké spek-
trum uloZeni plynu. Z toho diivodu Ize bez stimulace extrahovat méné nez 50 % plynu (Ale-
xeev a kol., 1999). Pti extrakci methanu je tok plynu fizen propustnosti uhli. VétSina uhel-
nych sloji je vSak charakteristicka propustnosti tak nizkou, Ze samotné ziskavani plynu bez
stimulace nepfedstavuje ekonomickou variantu. Béhem poslednich n€kolika desetileti byla

vSak vyvinuta fada stimulacnich technik (Fei a kol., 2018).

Hydraulické techniky, jako je hydraulické $tépeni, hydraulické draZzkovani a hydraulické d¢-
rovani, jsou pravdépodobné nejrozsifen€jSimi nastroji vhodnymi ke St€peni uhelného télesa
a vytvoreni novych trhlin pro zlepSeni pritoku kapaliny v uhelné sloji a nasledné vytlaceni
plynu na povrch. Tyto techniky vSak spotfebovavaji zna¢né mnozstvi vody, coz miiZze mit
negativni vliv na zZivotni prostredi, a to jak z hlediska vyuziti ¢isté vody, tak z hlediska mozné

kontamice podzemnich vod (Yekeen a kol., 2018).
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Pozdé&ji byly navrzeny tzv. bezvodé stimula¢ni techniky, jako jsou pfidavek oxidu uhli¢itého
nebo dusiku. Tyto plyny snizuji parcialni tlak methanu v mikropdrech a methan je tak snad-
n¢ji desorbovan. V piipadé oxidu uhli¢ité¢ho tato metoda ptinasi vyhodu pro Zivotni prostiedi

prostiednictvim trvalého skladovani CO; v podzemi (Zhang a kol., 2020).

Podle stimula¢niho mechanismu mohou byt techniky stimulace rozd€leny do tii skupin.
Prvni skupinou je technika mechanické stimulace, do které se fadi napfiklad hydraulicka
technika a tryskani hlubokych dér, ktera zplisobi pierozdéleni napéti a tvorbu novych trhlin
v uhelné sloji. Druhym typem je technika tepelné stimulace (kryogenni kapalny dusik, tech-
nika mikrovinného ohfevu) a mezi tfeti zplisob je fazena metoda chemicka, a to metoda
okyseleni a metoda mikrobialni stimulace, kterd mtize zménit poérovitost uhli rozpusténim

minerdll a organickych latek (Zhang a kol., 2020).

Mikrobidlni stimulace methanogeneze zahrnuje pfidani zivin (dusik a fosfor) a/nebo mikro-
Zivin (vitaminy a stopové prvky) do uhelnych sloji. Ziviny mohou byt piidavany za uéelem
zvySeni produkce methanu do mist, kde dochézi k aktivni tvorbé mikrobidlniho methanu,
nebo jsou pfidavany do oblasti, kde nebyla tvorba methanu potvrzena. V tomto piipadé lze
stimulovat tvorbu methanogennich komunit a vytvofit podminky vhodné pro methanogenezi

(Barnhart a kol., 2013).

Ackoliv 1ze methanogeny stimulovat k produkci methanu pouhym piidanim acetatu a/nebo
oxidu uhli¢itého a vodiku, primérnim cilem mikrobialni stimulace je podpora methanoge-
neze zavislé na uhli (Schlegel a kol., 2013). V kontextu methanogeneze zavislé na uhli byly
jednémi z hlavnich studovanych Zivin bunécné extrakty (kvasni¢ny extrakt). I ptes vysoké
hladiny dusikatych sloucenin jsou tyto extrakty komplexni smési dusiku, fosforu, uhliku
a dalSich mikrozivin. Proto je obtiZzné urcit stimulanty, které maji nejvétsi dopad na mikro-

bialni spolecenstvo (Fallgren a kol., 2013).

Mikrobialni augmentace je proces pfidavani novych nebo dal§ich mikroorganismti do uhle-
nych dolii za i€elem zvySeni nebo zahajeni mikrobidlni produkce methanu. Pfidavkem muize
byt pouze jediny mikroorganismus nebo konsorcium mikroorganismu (bakterie a Archaea).
V nékterych ptipadech je nutné upravit redoxni podminky nebo salinitu uhelného loze. Me-
thanogeneze muze byt totiz v urcitych lokalitaich omezena z diivodu vysokych (inhibi¢nich)
koncentraci siranii nebo chloridi. MliZe byt také znan€ obtizné ziskat povoleni k vnaSeni
mikroorganismil do podpovrchové vrstvy, zejména do vodonosnych vrstev, které¢ obsahuji

pitnou vodu (Ritter a kol., 2015).
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Dalsi z technik podpory methanogeneze je zvétSeni dostupné povrchové plochy pro mikro-
bialni kolonizaci. Toho lze dosahnout mletim uhli (obvykle ex situ), zvétSenim uhelné sloje,
Stépenim uhli, rozpusténim uhli pomoci podzemniho roztoku k vytvoteni dutin nebo zvétSeni

porovitosti (Strapoc a kol., 2011).

Ptistup ke zvyseni biologické dostupnosti organickych latek v uhli zahrnuje chemické §te-
peni geopolymert uhli tak, aby mikroorganismy béhem tvorby metanu mohly vyuzivat ve-
dlejsi produkty. Bioticky a abioticky proces $tépeni uhli na meziprodukty je totiz casto po-
vazovan za krok omezujici rychlost methanogeneze. Pouziti rozpustédla nebo jinych pro-
stiedkti (alkohol, biosurfaktanty, emulgovany s6jovy olej) by mohlo zlepsit biologickou do-
stupnost organickych latek v uhli a zvysit tak rychlost methanogeneze. Laboratorni studie
naznacuji, ze ptidani silného oxidaéniho ¢inidla, jako je manganistan draselny nebo peroxid

vodiku, miize pomoci k pfeméné uhli na organické kyseliny (Jones a kol., 2013).

Nelze ale vyloucit, Ze tyto zmény mohou zahrnovat chemikalie, které jsou pro methanogeny
toxické nebo které mohou kontaminovat zdroje pitné vody. Produkce methanu vede ke zm¢-
nam v pudé€, povrchovych vodach a systémech podzemni vody. Tyto zmény by mély byt

sledovany (Scott, 1999).

Uhelny methan ziskavany domacim trhem snizuje nasi potfebu dovazet energii. Pokud jsou
si geologové védomi depozicnich prostiedi, kde by mohlo dochéazet k produkci methanu,
naklady na rozséhly vyzkum jsou snizeny. Dal§im aspektem je, Ze methan pfedstavuje rela-
tivné Cisty spalovaci zdroj energie. Kombinace téchto faktorti tak popisuje tento plyn jako
vhodny a dostupny lokalni zdroj energie. Biogenni methan tak mizZe byt s vyhodou vyuZzivan
jako obnovitelny zdroj energie a ptispivat tak k rozvoji udrzitelné ekonomiky (Jones a kol.,

2013).
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2  VYBRANE METODY STUDIA METHANOGENNICH
ORGANISMU

2.1 Analytické a instrumentalni metody

Analytické a instrumentalni metody ve studiu methanogennich organismu v uhelnych dolech
se zabyvaji predev§im méfenim vyprodukovaného methanu. Po odbéru pevnych a kapalnych
vzorkll jsou obvykle métfeny nasledujici parametry: teplota, relativni vlhkost a tlak na po-
vrchu, teplota a tlak v misté odbéru. Dale jsou provadéna orientacni méfeni chemického
sloZeni plynti (O2, CHas, CO2, H2S) pomoci mobilnich zatizeni (Ecoprobe 5, Draeger, Biogas,
Anagas). V pevnych vzorcich uhli 1ze nasledné zméfit obsah celkového organického uhliku
(TOC — total organic carbon), celkového mineralniho uhliku (TIC — total inorganic carbon)
a celkové siry (TS — total sulphur), k tomu Ize vyuzit pfistroje s infratervenou detekci (Ko-

tarba a Clayton, 2003; Milicka a kol, 1994).

Chemické slozeni plynt je mozné méfit pomoci plynové chromatografie s TCD/FID detek-
torem. Vysledkem je predevsim obsah CO,, CO, Oz, N2, CHs. Geochemické markery me-
thanogennich a methanotrofnich konsorcii v pevnych vzorcich a ve vzorcich vody 1ze méfit
na plynovém chromatografu s hmotnostné selektivnim detektorem. Vyznamnou metodou je
také plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii, udavajici izotopové slo-

zeni uhliku (8"3C) a vodiku (8D) v methanu (Jones a kol., 2008).

K analyze pevnych vzorkli miZze dale slouzit mikroskopie v odraZzeném a fluorescen¢nim
svétle. Fazové sloZeni jilovych mineralti v pevnych matricich Ize méfit praSkovou rentgen

difrak¢ni analyzou (Milicka a kol, 1994).

2.2 Kultiva¢ni metody

Celkovy pocet fakultativné anaerobnich mikroorganismt je stanoven na agarovych miskach
s Plate Count Agarem, anaerobnich mikroorganismi na miskdch s anaerobnim agarem
a methanogennich mikroorganismii na médiu ureném pro methanogeny (Apolinario

a Sovers, 1996).

Celkovy pocet mikroorganismil 1ze stanovit barvenim pomoci DAPI (Obrazek 6). Jedna se
o fluorescencni barvivo, které prochazi bunéénou membranou, vaze se na oblasti DNA bo-
haté na AT, a proto je ve fluorescen¢ni mikroskopii pouzivano k barveni bunécnych jader.

Barvit lze ptimo kapalny vzorek, pfi nizké koncentraci biomasy je nutna filtrace. U pevnych
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vzorkd je tieba homogenizace a separace bun¢k od matrice. Barvivo pfedstavuje sondu pro
jadernou, mitochondridlni 1 chloroplastovou DNA. Piednostné se v bunikéch vaze na dvou-
fetézcovou DNA. Barvenou bunku, ktera zaii jasné¢ modrou barvou, 1ze poté vidét pti vinové

délce 365 nm (Porter a Feig, 1980).

NH
H,N N NH,
HCI
NH

Obrazek 6 DAPI (2-(4-amidinofenyl)-
1 H-indol-6-carboxamidin))

Dalsi metodou je stanoveni pomoci fluorescen¢ni mikroskopie, tzv. Live and Dead barveni.
Po kultivaci methanogent na selektivnim meédiu lze pomoci testu sledovat mrtvé a Zivé
bunky. Vlastni test se sklada ze dvou komponentt, které pronikaji bunéénou sténou, nasled-
nou reakci s vnitinim prostiedim buiiky dochazi ke vzniku barevné faze. Zivé bakterialni
buniky s neporuSenou bunénou membranou propoustéji pouze molekuly slozky A, a tim
dochdazi k vyraznému zelenému zabarveni vnitiniho prostiedi, zatimco buiiky mrtvé s poru-
Senou bunécnou membranou jsou prostupné 1 pro molekuly sloZzky B (propidium jodid), jez
v redukéni reakci se slozkou A vytvateji vyrazné ¢ervenohnédé zbarveni. Vyhodou tohoto
testu je pomé&rn¢ kratkd doba provedeni. V piipadé¢ methanogennich mikroorganismi 1ze
vyuZit 1 autofluorescenénich vlastnosti bunék. Buiiky lze pozorovat pod UV filtrem jako
modré objekty. Pii nizké koncentraci bunék je nutné pied stanovenim médium nejprve pie-

filtrovat a methanogeny tak zahustit (Robertson a kol., 2019).

Intenzitu metabolickych procest Ize stanovit pomoci spektrofotometrického méfeni mnoz-
stvi produktu vzniklého aktivitou bunéénych enzymi. Podil respirujicich bunck ve spole-
¢enstvu muze byt odhadnut na zédkladé méfeni aktivity dehydrogenaz v elektron transport-
nim systému dychaciho fetézce. lodonitro-tetrazolium chlorid pronikd membranovym sys-

témem bunky a je redukovan elektron-transportnim systémem bakteridlni bunky za vzniku
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fluorescen¢niho produktu. Ke stanoveni aktivity nespecifickych esterdz slouzi jako substrat
fluorescein diacetat, ktery je jejich Cinnosti §t€pen na fluorescein. Mnozstvi produktu vznik-
1ého ¢innosti bunéénych enzyml odrazi metabolickou aktivitu spoleCenstva (Battin a kol.,

2001).
2.3 Molekularné biologické metody

231 PCR

Polymerazova fetézova reakce je zalozena na rychlém namnozeni useku DNA. Zakladnim
principem PCR je opakovana fizena denaturace dvoufetézcové DNA a nasledna renaturace
osamocenych fetézcl se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v reakéni smési v nad-
bytku. Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro syntézu nového fetézce DNA.
Reakéni smés je tedy slozena z templatové DNA, synteticky pfipravenych primerti, smési
nukleotidit ANTP, termostabilni DNA polymerazy, pticemz dNTP a DNA polymeraza jsou
zpravidla soucasti tzv. mastermixu. Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech,
které maji nasledujici kroky (Obrazek 7): po€atecni denaturace, denaturace fetézcii DNA,

annealing, elongace (Nolan, 2014).

-Knmpunenw PCR - .ednntlivé kru:ukx PCR -
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Obrazek 7 Schéma prabéhu PCR (upraveno podle BioNinja)
Amplifikovany usek DNA 1ze analyzovat napft. stanovenim velikosti produktu gelovou elek-

troforézou, St€penim restrikénimi enzymy a posouzenim vznikajicich restrik¢énich fragmentt
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(RFLP), hybridizaci se zna¢enou sondou komplementarni k ¢asti sekvence amplifikovaného
useku (southern blot) nebo stanovenim sekvence DNA (sekvenovani). Vyhodou PCR je, Ze
vyzaduje minimalni mnoZzstvi DNA. Touto metodou lze ziskat 2" kopii DNA, kdy n je pocet
cykli. Z jedné molekuly DNA lze tedy naptiklad ziskat po probéhnuti 30 amplifikacnich
cyklu vice nez 109 kopii (Nolan, 2014).

232 ¢PCR

Kvantitativni realtime PCR vyuziva specialniho thermocykléru, ktery umoznuje zazname-
navat mnozstvi DNA v pribéhu kazdého cyklu. Toto mnozstvi je detekovano prostiednic-
tvim fluorescencniho substratu. Po navazani substratu na DNA, dochazi k vyzateni flu-
orescen¢niho zafeni. Zdrojem fluorescence mtize byt substrat SyberGreen, ktery je vzhledem
k vazbé na DNA nespecificky, nebo lze pouzit vysoce specifické TagMan sondy, Molecular

Beacon sondy, Scorpion sondy a dalsi (LabGuide, 2014-2019).

V pocatecnich cyklech (Obrazek 8) lze pozorovat exponencialni narist amplifikovanych
sekvenci. Nasledn¢ dochdzi k linearni fazi, primery jsou spotfebovavany na neimérné na-
rustajici mnozstvi amplikonu a reakce je tak zpomalovana. Ve fazi plato jiz mnozstvi pro-
duktu neroste, a to z dlivodu vycerpani primert. Cyklus, ve kterém je zaznamenan pocatek
exponencialni faze, je oznacen hodnotou Ct. Tato hodnota udava pocet cykld, pii kterém
fluorescence piekroci prah pozadi, které se v reakci vyskytuje. Ct hodnota je nasledné vyu-

zivéana k dal$im vypoctim (Nolan, 2014).

JPlateau” faze

Linearni faze

Fluorescence

Exponencialni faze

--------------------------------------------- Pozadi fluorescence
0 5 10 15 20 25 30

Ct Pocet cykll

Obrazek 8 Jednotlivé faze qPCR (LabGuide, 2019)

Relativni kvantifikace je provedena srovnanim mnoZstvi fluorescence testovaného vzorku
s mnozstvim fluorescence jiného vzorku. Absolutni kvantifikace piedstavuje ptipravu kalib-

racni kiivky, kterd umoziuje odecteni mnozstvi DNA o dané koncentraci (Nolan, 2014).
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S kvantifika¢nimi metodami souvisi také zohlednéni ti€innosti reakce. Ta zavisi na nasedani
primerd, slozeni reakce, pfitomnosti PCR inhibitori nebo enhancert. Nejprve je tieba vy-
tvofit standardni kfivku. Templatovda DNA je nafedéna desitkovym fedénim a nasledné je
provedena qPCR. Propojenim hodnot Ct a koncentraci jednotlivych fedéni je sestavena stan-
dardni kiivka. Uginnost reakce tak lze stanovit ze sklonu standardni kiivky. Pokud je efek-
tivita reakce 100 %, sklon standardni kiivky je - 3,32. Pokud je hodnota sklonu nizsi, reakce
probéhla s efektivitou mensi, nez 100 %. Vyssi hodnota naopak znaci nizkou kvalitu vzorku
nebo Spatné piipravenou reakéni smés. V piipad€ nizké ucinnosti je piesnost kvantifikace
nizka. Ke kontrole pribéhu reakce v ptipadé pouziti mastermixu SyberGreen slouzi kiivka
tani (melting curve). Kfivka umoznuje odlisit nespecifické produkty od specifickych a lze ji
zobrazit po probéhnuti reakce dodanym softwarem k thermocykléru. Dva a vice vrcholil

kiivky (Obrazek 9) znaci vznik nespecifickych produkti (Nolan, 2014).

A Specificky produkt

Nespecificky produkt

Fluorescence

A J

E5 60 65 70 75 80 85
teplota (C)

Obrazek 9 Vyuziti kiivky tani k odliSeni specifickych a
nespecifickych produktt (LabGuide, 2019)

Pomoci metody je mozno specificky detekovat pfitomnost methanogenti ve vzorcich a také
kvantifikovat jejich zastoupeni jako pocet kopii klicového funkéniho genu v jednotkovém
mnozstvi vzorku. Timto zptisobem je mozné také monitorovat dynamiku pfitomnosti metha-

nogent napftiklad v pribéhu kultivace, nebo v reakci na zésah (Nolan, 2014).

2.3.3 DNA markery

Jednim z vhodnych DNA markert je gen 16S rRNA. Jedna se o 1542 nukleotidi dlouhou
sekvenci RNA, ktera tvoti slozku mensi 30S podjednotky ribozomu prokaryot. Obsahuje jak
velmi konzervované oblasti, tak oblasti, které jsou variabilni a charakteristické pro kazdy

bakteridlni druh. Je tedy mozno sledovat jak methanogeny, tak doprovodnou mikrofloru

(Kim a Chun, 2014; Isaac, 2015).
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Dal$im vhodnym markerem je gen mcrA, kterym disponuji vSechny znamé methanogeny.
Gen mcrA exprimuje enzym methyl koenzym M reduktdzu (MCR), ktery katalyzuje termi-
nalni krok v produkci biogenniho methanu. V soucasnosti je pfitomnost MCR povazovéana
za indikator methanogeneze (Weimer a Zeikus, 1978). Genomy vSech methanogennich Ar-
chael koduji alesponi jednu kopii mcrA operonu. Enzym mcrA je slozen ze tii komponent,
ato A, C a kofaktoru B. Komponent C ptedstavuje misto pro redukci methylu a sklada se
z podjednotek alfa, beta a gama. Tyto podjednotky jsou kodovany geny mcrA, merB a merG.
U samotného mcrA operonu lze rozlisit dvé formy. Zatimco forma MCRI je pfitomna
u vSech methanogenii, forma MCRII byla potvrzena pouze u Methanobacteriales a Metha-

nococcales (Luton a kol., 2002).

Enzym MCR katalyzuje tvorbu heterosulfidové formace mezi koenzymem M a koenzymem
B z methyl-koenzymu M a koenzymu B, a nasledné uvoliiovani methanu (Ellerman a kol.,
1988). Funkéni omezeni katalytické aktivity enzymu vedla k vysokému stupni zachovani
aminokyselinové sekvence MCR, a to i mezi fylogeneticky vzdalenymi methanogennimi

liniemi (Lueders a kol., 2001).

234 Klonovani

Jak znazorniuje obrazek (Obrazek 10), principem klonovani je izolace DNA z bun¢k, ampli-
fikace vybrané sekvence a jeji vloZzeni do klonovaciho vektoru (plazmid, bakteriofag). Na-
sleduje transport vektoru do hostitelské buiiky (bakterie), kterd se d€li, vybrana sekvence je
tak kopirovana a dochazi ke vzniku geneticky identickych jedincti. Porovnanim sekvence se
sekvencemi v databdzi svétové banky klonii 1ze pomoci pocitacovych programi urcit ve

vzorku ptitomnost specifickych taxoni (Brown, 2006).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

A "|' ‘:'_.‘
A r T e | TVETATL]
7 S\ *'f‘v'iru'a ;J\
Malll
T ‘:: ' ;l"l.'.‘lll!':ll‘,'_l.!'il'
L a i
1N &t
r N AN

h\»\l._ Pl i.i-i !
) ]
-.....f’f! " :!!! ’I i "' I.I :ﬂ
(W

Obrazek 10 Schematické zndzornéni pribéhu klonovani (La-

bGuide, 2019)

2.3.5 Denaturacni gelova gradientova elektroforéza

DGGE pfiedstavuje modifikaci gelové elektroforézy, kterd je vyuzivana k oddéleni frag-
mentd DNA. Po probéhnuti PCR dochazi ke vzniku fady produkti s riznou sekvenci DNA,
které ptedstavuji mikrobidlni populaci pfitomnou ve vzorku. Produkty PCR, které maji po-
dobnou velikost (napt. 200-700 bp), jsou konvenc¢ni separaci elektroforézou na agar6zovém
gelu rozliSeny od ostatnich pouze jednim bandem, ktery jiZ nelze vice specifikovat. Za Gce-
lem ptekonani tohoto omezeni byla vyvinuta technika DGGE, ktera vyuziva diferencialni
denatura¢ni charakteristiky DNA. Kratké restrikéni fragmenty stejné velikosti jsou naneseny
na polyakrylamidovy gel s nizkym aZ vysokym denaturacnim gradientem. Zpocatku se frag-
menty pohybuji podle molekulové hmotnosti, postupné se dostavaji do vyssich denaturac-
nich podminek, az dosdhnou denaturacniho prahu. DNA za¢ne denaturovat, migrace je dra-
maticky zpomalena a Ize pozorovat zastaveni mobility. Riizné sekvence DNA (podle obsahu
DNA bazi) denaturuji pfi riznych koncentracich, a proto vznika mnozstvi bandl predstavu-
jici odlisnou mikrobialni populaci, kterou Ize prostiednictvim sekvenace a dohledéni v da-

tabazich blize urcit. Hlavni vyhodou DGGE je citlivost (Singh a kol., 2012).

2.3.6 Sekvenace

Tato metoda umoziuje urcit primarni strukturu DNA, tedy potadi jednotlivych nukleotidli
v polypeptidovém fetézci. Porovnanim ziskané sekvence se sekvencemi mikroorganismt,
které jsou dostupné v databazich lze identifikovat mikroorganismus pfitomny v analyzova-
ném konsorciu. Nezavisle na sobé byly popsany v 70. letech 20. stolech metody Maxam-

Gilbert (chemicka metoda) a Sanger (enzymaticka metoda).
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Maxam-Gilbertova metoda zahrnuje modifikaci bazi DNA chemickymi ¢inidly a nasledné
specifické stépeni fetézce DNA (Maxam a Gilbert, 1977; Sanger a Coulson, 1977). Podsta-
tou Sangerovy metody je ukonceni replika¢niho procesu DNA na specifickych mistech po-
moci terminatort replikace. Maxam-Gilbertova metoda vykazuje mnohem nizsi G¢innost,

z tohoto divodu tak jiz neni pouzivana (King, 2006).

Podstatou Sangerova sekvenovani je nasednuti 15-25 bp dlouhého primeru komplementar-
niho k zacatku sekvenovaného mista. Syntéza DNA probiha od navazaného primeru za pfi-
tomnosti fluorescencnich znacek, jimiz jsou dideoxynukleotidy (ddNTP). Dideoxynukleo-
tidy jsou fazeny k nukleotidiim ptivodniho fetézce DNA a z divodu absence OH skupiny je
syntéza zastavena. Dochazi tak ke vzniku fluorescencné znaCenych fragmenti rizné délky,
jez jsou nasledné rozdéleny kapilarni elektroforézou v sekvenétoru. Ziskany sekvenogram

znéazornuje potadi jednotlivych nukleotidii v testované DNA (Sanger a Coulson, 1977).

Zisk velkého mnozstvi osekvenovanych vzorkli umoziiuje Next Generation sequencing
(NGS) neboli sekvenovani nové generace. Tato metoda paralelizuje proces sekvenovani,
a to umoziuje vznik tisict aZ miliond sekvenci soucasné. Next Generation sequencing zahr-
nuje mnoho technologii, pficemZ mezi nejvyznamnéjsi patii sekvenace syntézou, ligaci

a pyrosekvenovani (Faure a Joly, 2015).

237 FISH

Pro identifikaci, vizualizaci a porovnani zastoupeni methanogenti 1ze pouZit také fluorescen-
¢ni in situ hybridizaci. Methanogeny lze takto vizualizovat nejen v kapalnych vzorcich po
odfiltrovani vodné ¢€asti, ale 1 v jemnozrnnych pevnych vzorcich, kde jsou adsorbovany na

povrchu vzork.

Tato metoda (Obrazek 11) spociva ve fixaci biologickych struktur a nasledné vizualizaci
methanogenii pomoci fragmentu DNA, ktery je komplementarni k charakteristické sekvenci
v DNA methanogenti. Tento fragment je oznacen fluoreskujici molekulou. Pro vizualizaci
methanogenil lze vyuZzit naptiklad komercniho kitu VIT Methanogenic Bacteria, ktery je

vhodny také pro Archaea (Vermicon).
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Obrazek 11 Schematické znadzornéni pribéhu FISH (Abnova, 2021)
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3 CILE PRACE

TEORETICKA CAST

Vypracovani literarni reSerSe zamétené na methanogenni mikroorganismy, methan a jeho
vyskyt v uhelnych dolech, jeho vyuziti a vznik. Teoreticka ¢ast byla dale zamétend na me-

tody stanoveni methanogennich mikroorganismtl v environmentalnich vzorcich.
EXPERIMENTALNI CAST

- optimalizace molekularné biologickych metod pro sledovani genu mcrA v riiznoro-
dych environmentalnich vzorcich
- kvantifikace genu mcrA ve vzorcich odebranych z zivotniho prostiedi

- vyhodnoceni vysledkl a formulace zavért prace
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pristroje

Analytické vahy SI— 64A (Denver Instrument, USA)

Analyzator uhliku TOC-5000A (Shimadzu, Japonsko)

Asepticky laminarni box Telstar (Spanélsko)

Centrifuga ROTANA 460R (Andreas Hettich, Némecko)

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga MR23i (ThermoScientific, USA)

Dry block heating termostat, Bio TDB-100 (BioSan, LotySsko)
Elektroforetickd aparatura HU10 Mini-Plus Horizontal (Scie-Plas, Velka Britanie)
Elektroforetickd vana v¢. prislusenstvi MultiSUB Mini (Consort, Belgie)
Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie)
Chladnicka (ARDO, Italie)

Kombinovana chladni¢ka (BEKO, Turecko)

Laboratorni sterilizdtor SANOclav (Wolf, Velka Britanie)

Laboratorni vahy Adventurer Pro 500 (OHAUS, USA)

Mikropipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

MikrovInna trouba (Electrolux, Svédsko)

Osobni pocita¢ ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Némecko)
PCR box AURA PCRTM (BIOAIR, Italie)

Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur)

Termocykler PIKO, Finnzymes, (Thermo Fisher Scientific, USA)
Termostat BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika)
Ttepacka laboratorni vratna (GFL, Némecko)

UV-Transiluminator InGeniusLHR (SynGene Imaging, Velka Britanie)

Vortex-Genie® 2 Vortex v¢. vortexového adaptéru (Mo Bio Laboratories, USA)
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Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

Ostatni — laboratorni sklo, stojanek na zkumavky, plynovy kahan, zapalky, sterilni Spicky,
sterilni spi¢ky pro PCR s filtrem, rukavice, skalpel, pinzeta, tfeci miska s tlouckem, kovova
1zicka, sterilni plastové zkumavky 25ml a 50ml, sterilni mikrozkumavky, sterilni mikrozku-
mavky pro PCR 0,2 ml 8 ks ve stripu, sterilni plastova vicka pro mikrozkumavky ve stripu,

mikrotitra¢ni desticka, sterilni jednorazovy filtr (Sartorius, Némecko).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Agaréza SeaKem (Lonza, Svycarsko)

DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific, USA)
EliZyme™ Probe MIX AddROX (Elisabeth Pharmacon, CR)
Ethanol 70 % (Sigma-Aldrich, USA)

Etidiumbromid 1:30 H>O (Sigma-Aldrich, USA)

GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega, USA)
High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan)

In-Fusion HD Cloning kit — In-Fusion HD Enzyme premix, linearizovany pUC 19 vektor,

kontrolni inzert a Stellar kompetentni buniky (Takara Bio, USA)
NucleoSpin Gel and PCR clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL, Némecko)

Pevné kultivaéni médium — SOC médium, 1,5 % Agar Type I, 0,01 % Ampicilin
100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)

PowerSoil DNA Isolation Kit (Qiagen)
Primery
Redestilovana voda pro molekularni biologii

SOC médium — 2% trypton, 0,5% yeast extract, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSOy4, 20 mM glukodza

Sterilni destilovana voda

50x koncentrovany TAE pufr — 242 g 2M Tris base, 57,1 ml 1M kyselina octova, 100 ml
0,5M EDTA, doplnéno vodou do 1000 ml
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4.3 Charakteristika vzorkiu

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla provedena v ramci projektu Ceské technologické
agentury Rizena podporovana mikrobialni methanogeneze in situ. Vzorky byly dodany Ces-
kou geologickou sluzbou a dale Vyzkumnym ustavem pro hnédé uhli a.s. Vzorky byly ode-
brany z rznych lokalit, kter¢ se liSily podlozim i historii tézby. Lokality byly z geologického

hlediska dobfte charakterizované.

K molekularn€ biologické analyze vyskytu methanogent byly vybrany realné¢ vzorky hné-
dého uhli, &erného uhli a dalni vody. Dale byly Ceskou geologickou sluzbou dodany rizno-
rodé environmentalni vzorky, potencidln€ obsahujici methanogenni a anaerobni methan oxi-

dujici Archaea. Vzorky byly dodany z nasledujicich lokalit:
4.3.1 Hnédouhelné lomy

Lom CSA

Tento rozséhly lom nachdzejici se v blizkosti svahti Krusnych hor je tvofen makroskopicky
monotdnni vrstvou jezernich sedimentil. Dfive totiz patfila tato ¢ast krajiny Komotanskému
jezeru, nasledné€ zde vznikly rozsédhlé moktady. Vlivem téZby uhli dochazelo k postupnému
vysouSeni vodni plochy. Tézba skryvkovych zemin zde jiz byla ukon¢ena. Mocnost uhelné

sloje ¢ini cca 30 m. PodloZi sloje tvofti jily, sliny a piskovce.
Dodané vzorky:

Odbérové misto bylo oznaceno LLC.

LCAC-1A — ptekop hlubiny, uhli

LCAC-1B — piekop hlubiny, uhli

LCBC-1A — ktizeni chodeb, uhli

LCBC-1B — kfizeni chodeb, uhli

LCCC-1A —sloj, oranzové Fe okry, uhli

LCCC-1B —sloj, oranzové Fe okry, uhli
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Lom Bilina

Jedna se o nejvétsi povrchovy dil Ceské republiky s vysokou kvalitou hnédého uhli. Jedna
se o vypli Mostecké panve tietitohorniho ptivodu. Podlozi je tvofeno vulkanickymi horni-
nami, pod kterymi se nachazi motské usazeniny a v nejhlubsich vrstvach rula. Tézba skryvky
a uhli ma zde dlouhodobou perspektivu. T¢leso lomu tvoii slozity komplex piscitych vyplni
ficnich koryt a jezernich jila.

Bod BIA

Jedna se o nejsevernéjsi ¢ast baze sloje s vyvérem dilni vody z pukliny o priméru 1 cm,
stény pukliny jsou pokryty bélavym biofilmem vzhledu chmyfti, délka vlaken cca 10 mm.
Po vytazeni z vody prilne chmyii na kdmen a je sotva patrné. Vné byly pozorovany i zelené

fasy. Slaby zapach H»S, voda ¢ira.

Dodané vzorky:

BIAB 2A — odryp uhli z pukliny se zbytky biofilmu a fasou
BIAB 2B — odryp odryp uhli z pukliny se zbytky biofilmu

BIAW 1B — vyvér vody z pukliny asi 2 m nad bazi sloje, stény pukliny a vyronu pokryty
bélavym biofilmem

Bod BIB

Sousttedény vyvér v pasmu vyronti zelezitych vod ve sténé pti bazi sloje, pasmo cca 200 m

Siroké, bez fasy, pokryto rzivymi okry, bez zapachu.

Dodané vzorky:

BIBC 1B — odkop uhli v misté vyvéru vody

Vrt Bilina

Bi179 — pisek, hloubka 159 m, misto zavazky star¢ Stoly z valky
Bi180 — hloubka 160 m, uhli hlavni sloj

Bil181 — hloubka 161 m, uhli hlavni sloj

Bi182 — hloubka 167 m, uhli hlavni sloj

Vrt JU2061 v piedpoli vrtu Bilina

[12 — nadlozni pisky, voda
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Vrt LB470 v piedpoli vrtu Bilina
[14 — nadlozni pisky, voda
Vrt JU1786 v pFedpoli vrtu Bilina

I15 — nadlozni pisky, hloubka 65-100 m, voda

Lom VrSany

V centralni ¢asti mostecké panve je situovan lom VrSany, jehoz uhelna sloj je rozstépena do
nckolika lavek. Mezi prvni a hlavni sloji je situovano mocné mezilozi. Nachazi se zde také
fosilni koryto terciérni feky, které prochazi celou lokalitou a zptsobuje pokles hlavni uhelné
sloje na nékolik metrd. Kvalita hnédého uhli je niZz8i neZ v piipadé lomu CSA. Mocnost
hlavni uhelné sloje v oblasti lomu zna¢né kolisa. Podlozi sloje tvoii predevsim terciérni Sedé

jilovce, pisky a kiidové slinovce.

Dodané vzorky:

Odbérova mista byla ozna¢ena VRA, VRB, VRC
VRBW 1A — skap ze stény pfi bazi sloje, uhli

VRBW 1B — odbér z vyhrabané tinky pti bazi sloje, uhli
VRCC 1B — odkop ze stény v misté zavlhnuti, uhli
VRBC 1B - odkop uhli v misté vyvéru vody, uhli
VRVAC 1B - odvodiovaci ptikop, odryp uhli ze stény ptikopu, uhli
Vrt SL437

VRSI1 — vrt SL437, hloubka 56 m, uhli

VRS2 — vrt SL437, hloubka 63 m, uhli

VRS3 — vrt SL437, hloubka 71 m, uhli

Vrt SL438

VRS4 — vrt SL438, hloubka 79 m, uhli

VRSS5 — vrt SL438, hloubka 85 m, uhli
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Lom Libous

Geologicka situace lomu Libous je oproti lomim Bilina a VrSany odlisna. Uhelna sloj je
relativné jednotna bez neuhelného mezilozi. Kvalita hnédého uhli je nizsi, nez na lokalitach
CSA aBilina. V misté odbéru Ize po¢itat s mocnosti cca 30 m. Svrchni horizont skryvkovych

zemin je tvofen piedevsim ornici, hlinami a zahlinénymi Stérky.

Dodané vzorky:

Odbéroveé misto bylo oznaceno LIA.

LIAC 1A — odkop uhli ze stény v misté vyveru vody, zalito vodou, uhli

LIAC 1B — odkop uhli ze stény v mist¢ vyveéru vody, zalito vodou, uhli

LIBC 1A — odkop uhli ze stény v misté vyvéru vody, cca 200 m od LIA, bez vody, uhli
LIBC 1B — odkop uhli ze stény v misté vyvéru vody, cca 200 m od LIA, bez vody, uhli
LICC 1A — odkop uhli ze stény v misté vyvéru vody, bez vody, uhli

LICC 1B - odkop uhli ze stény v misté vyvéru vody, bez vody, uhli

TéZebna Viaclay

Tato lokalita se nachazi v blizkosti nadrazi Duchcov a je velmi odli$na od lokalit ptedeslych.
Rozsah té€Zebny je pouze cca 5 ha a dobyva se zde jednim t€zebnim fezem zvétraly vychoz
uhelné sloje. TéZba probiha ptilezitostné dle potieby. Skryvku tvofi pouze hlinity horizont

o minimalni mocnosti. Mocnost horizontu kolisa, v zasad¢ ¢ini nékolik metru.

Dodané vzorky:

Odbérova mista byla oznatena VAA, VAB, VAC

VAAC 1A — odkop ze stény, ptileZitostné té¢Zend jdma s oxyhumolitem, uhli

VAAC 1B - odkop ze stény, ptilezitostné tézena jama s oxyhumolitem, uhli

VABC 1A — odkop ze stény, ptilezitostné tézena jama s oxyhumolitem, uhli

VABC 1B — odkop ze stény, piileZitostné tézend jama s oxyhumolitem, uhli

VACC 1A - odkop z prizkumné sondy v trovni hladiny, pfilezitostné té¢Zena jdma s oxyhu-
molitem, uhli

VACC 1B - odkop z prizkumné sondy v trovni hladiny, ptilezitostné t¢Zené jdma s oxyhu-

molitem, uhli
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4.3.2  Cernouhelné doly:

Doly CSM

Doly CSM se nachazi v hornoslezské panvi, ktera vznikla v karbonu. V nadloZi se vyskytuje
vyznamny kolektor fosilni motské vody. Dominantni sloZzkou plynii vyprodukovanymi doly

je izotopove lehky methan. V roce 2018 zde doslo k vybuchu methanu.

Dodané vzorky:

CSM 2VA — jimka odvodnovacich vrtl, 42 °C, voda

CSM 2VB — jimka odvodnovacich vrtl, 42 °C, voda

CSM 8A — ¢elba, vydatny skap, voda

CSM 10A — piesah do polského dolu Morcinek, v misté Gerpani na chodbg, voda
CSM 10B — piesah do polského dolu Morcinek, v misté Eerpani na chodbé, voda
OKDjl1 — hloubka 2 m, sever, uhli

OKDj25u — hloubka 150 m, jih, uhli

OKDj25p — hloubka 150 m, jih, piskovec

OKDj29 — hloubka 209 m, jih, piskovec

Doly Darkov

Doly Darkov jsou z hlediska methanogeneze analogem CSM jak z hlediska typu methano-

vého plynu, tak geologického prostredi a sloZeni podzemnich vod.

Dodané vzorky:

DAR 17 — prisaky u odvodiiovaciho vrtu, hloubka 160 m, voda

DAR 18A — hloubka 350 m, voda

DAR 18B — hloubka 350 m, voda

DAR 19 — odvodnéni degazacniho systému, od piedeslého dne zastaveno sani, voda
DAR 20A — vrt do ¢elby, voda z ¢elby

DAR 20B - vrt do ¢elby, voda z celby

DAR 21A — vyvér vody z masivu, hloubka 800 m, voda
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DAR 21B — vyvér vody z masivu, hloubka 800 m, voda
Dil CSA
Byvaly dilni komplex (Dil Ceskoslovenské armady) je rozdélen do dvou zavodi: Jan Karel,

Doubrava. Jednd se o dul s produkci kvalitniho koksovatelného cerného uhli. Mocnost

uhelné sloje ¢ini fadoveé 2-3 m.

Dodané vzorky:

OKDj6 — hloubka 52,5 m, uhli

CSA 18A — miseni s vodou z podloZi, voda
CSA 18B — miseni s vodou z podlozi, voda
CSA 19 — skap ze stény sloje, voda

CSA 20 — odvodiovaci vrt, voda

CSA 21 — neginny vrt, voda

CSA 22 — piekop do sloje, voda

CSA 23 — kiizeni ptekopii do sloje, voda

4.3.3  DalSi environmentalni vzorky

Dal Stari¢

Dul Stari¢ predstavuje horninové a slojové prostiedi s typicky termogennim methanovym
plynem z degazace porubu se zvySenym obsahem vyssich uhlovodikovych plynt. Jedna se
o termogenni methan s malou pfimési mikrobidlniho methanu. Uzaviené ¢asti dolu pfedsta-
vuji typicky analog dolt v porafi v Némecku, kde byla v nepiistupnych bezkyslikatych ¢as-

tech chodeb popséna ,,ziva* methanogeneze plisobenim Archaea (Beckmann a kol., 2011).
Dodané vzorky:

Nasledujici vzorky byly odebrany z louze v lokalité dolu Stafic.

1-S2 — povrch hladiny, voda

2-S2 — povrch hladiny, voda

Sta3/os — zapadni okraj obce Stafic, potok v hajku, povlaky na hladin€, oranzovy sediment-
Sta4/ok — zapadni okraj obce Stafi¢, potok v hajku, povlaky na hlading, kiira, oranzovy po-

vrch
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Dil Zukov

Tato lokalita se nachazi v oblasti severni Moravy (mezi Piiborem a Ceskym Té&$inem). Vy-
skytuji se zde loziska zvétralého a tektonicky poruseného karbonu. V letech 1949—-1980 zde

byl té€Zen zemni plyn, v soucasnosti se jedna pouze o podzemni zasobnik plynu.
Dodané vzorky:

ZU-1D8 S — (st zlikvidovaného vrtu Zukov, kal na sténach otvoru, pevna faze
ZU-1D8 W — tsti zlikvidovaného vrtu Zukov, kal na sténach otvoru, kapalna faze
Hornoslezska uhelna panev

Tato lokalita nebyla blize uréena. Jednalo se o 2 vzorky z louze. V této lokalit¢ byl také
zaznamenan vyveér methanu. Vzorky byly odebrany z mist prisaki methanu. Vzorek 1 byl
po filtraci rozdélen na vodnou fazi 1W a sediment 1S. Vzorek 2 obsahujici smés vody a listl

byl rozdélen na vodnou fazi 2W a pevnou fazi 28S.
1W — sediment, vodna faze

2W — smés vody s listy, vodna faze

1S — sediment, pevna faze

2S — smés vody s listy, pevna faze

4.4 Izolace DNA

Vzorky byly zpracovany ihned po dodani. Pro izolaci DNA z hnédého uhli vzorku byl na-
vazen 1 g sedimentu, ktery byl homogenizovan v tfeci misce s tlou¢kem, pro izolaci DNA
z dtlni vody bylo centrifugovano 100 ml vodné faze a izolace prob¢hla z pelety po centrifu-

gaci. Pevna a kapalna faze neuhelnych environmentalnich vzork byla zpracovana obdobng.

K izolaci DNA byl pouzit komer¢ni kit PowerSoil DNA Isolation Kit (Quiagen), ktery ob-

sahuje roztoky C1 — C6, jejichz sloZeni neni vyrobcem poskytovano.
POSTUP DLE PROTOKOLU VYROBCE

1. Do rozbijeci zkumavky byl navazen 1 ghomogenizovaného vzorku hnédého uhli,
nebo pfenesen pelet po centrifugaci 100 ml vodné faze dilni vody.

2. Do rozbijeci zkumavky bylo pfiddno 60 pl roztoku C1 a fadné vortexovano.

3. Rozbijeci zkumavky byly umistény na vortex a tfepany maximalni rychlosti po

dobu 10 min.
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I

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.
21.

22.

. Zkumavky byly zcentrifugovéany pii 10 000 x g po dobu 30 s.

Supernatant byl prenesen do ptilozené 2ml mikrozkumavky.

Bylo ptidano 250 pl roztoku C2, zkumavky byly vortexovany po dobu 5 s a in-
kubovany pii 4 °C po dobu 5 min.

Zkumavky byly centrifugovany pti 10 000 x g po dobu 1 min.

Do prilozené 2ml mikrozkumavky bylo pieneseno 600 ul supernatantu.

K supernatantu bylo pfidano 200 ul roztoku C3 a vortexovano.

Mikrozkumavky byly inkubovany pii pti 4 °C po dobu 5 min.

Vzorky byly centrifugovany pii 10 000 x g po dobu 1 min.

Do prilozené 2ml mikrozkumavky bylo pieneseno 750 ul supernatantu.

Bylo ptfidédno 1200 pl roztoku C4 a vortexovéano po dobu 5 s.

Do pfilozené kolonky bylo pfeneseno 675 pl smési a centrifugovano pfi
10 000 x po dobu 1 min.

Prefiltrovana kapalina byla vylita a do kolonky bylo pfeneseno dalSich 675 pl
smési a centrifugovano stejné, jako v predeslém kroku.

Ptefiltrovana kapalina byla vylita a do kolonky byl pfiddn zbytek smési a opét
centrifugovan.

Ptefiltrovand kapalina byla vylita.

Do kolonky bylo pfidano 500 pl roztoku C5 a centrifugovano pii 10 000 x g po
dobu 30 s.

Prefiltrovana kapalina byla odstranéna a prazdné zkumavky s kolonkami byly
znovu centrifugovany pii 10 000 x g po dobu 3 min.

Kolonka byla pfenesena do ptilozené 2ml mikrozkumavky.

Doprostied bilé membrany kolonky bylo pfiddno 50 pl roztoku C6, smés byla
ponechéna k absorbci a nasledné centrifugovana pti 10 000 x g po dobu 30 s.
Kolonka byla vyjmuta z mikrozkumavky, DNA v mikrozkumavce byla pfipra-

vena k dal$imu pouZziti.

4.5 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA ve vzorcich bylo méfena pomoci kitu ur€eného pro velmi nizké koncen-

trace DNA (AccuGreen™ High Sensitivity dsSDNA Quantitation Kit) od spolecnosti Bio-

tium. K méteni koncentrace byl pouzit Fluorometr QFX (DeNovix).
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POSTUP DLE PROTOKOLU VYROBCE

1.

4.6

Do zkumavky bylo napipetovano 200 pl roztoku DNA Quantification Buffer (sou-
¢ast kitu) a 4 ul barviva AccuGreen™ Dye a obsah zkumavky byl zvortexovan.

Do cisté prilozené mikrozkumavky byla napipetovano 190 ul smési a 10 pl DNA.
Do 2 distych ptilozenych mikrozkumavek bylo napipetovano 190 pl smési a 10 pl
standardii AccuGreen™ Standard 1 a AccuGreen™ Standard 2.

Nejprve byla zmétfena koncentrace standardll a nasledné vzorka obsahujicich vyizo-

lovanou DNA.

Test primert na kulturach sbirkovych kment

Detekce methanogenti probéhla zacilenim na gen mcrA, ktery je spole¢ny pro methanogenni

1 anaerobni methan oxidujici Archaea — ANME (Hallam a kol., 2003; Liu a kol., 2016;

Narihiro a Sekiguchi, 2011; Timmers a kol., 2017). K tomu byly vybrany primery uvedené

v nésledujici tabulce (Tabulka 6).
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Tabulka 6 Vybrané sady primert k detekci genu mcrA

Délka amplifi-
Primer Sekvence kovaného seg- Zdroj
mentu [bp]
931f AGG AAT TGG CGG GGG AGC A 120 Einen a kol.,
m1100r BGG GTC TCG CTC GTT RCC 2008
338f BGG GTC TCG CTC GTT RCC 120 Ghyselinck
518r ATT ACC GCG GCT GCT GG a kol., 2013
mlas GGTGGTGTMGGDTTCACMCARTA 200 Hales a kol.,
mcrA-rev | CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT 1996
ME3MF | ATGTCNGGTGGHGTMGGSTTYAC 200 Steinberg
ME2r TCATBGCRTAGTTDGGRTAGT a Regan, 2009
ME3MF-e | ATGAGCGGTGGTGTCGGTTTCAC 400 Steinberg
ME2r TCATBGCRTAGTTDGGRTAGT a Regan, 2009

Vhodnost primertii byla otestovdna Nested polymerazovou fetézovou reakci. K tomuto byly

vybrany 3 sbirkové kmeny methanogent (Tabulka 7). Byla objednana DNA od spole¢nosti

DSMZ (Némecko). Nested PCR byla provedena ve dvou krocich. V prvnim kroku, tzv. touch

down PCR, byla pouzita sada vnéjSich primert a teplota annealingu byla nastavena na tep-

lotu vyssi, nez je optiméalni Tm primert, zatimco ve druhém kroku byla nastavena teplota

optimalni. Vznikly tak vysoce specifické produkty, jelikoZ béhem prvni PCR bylo vysokou

teplotou zamezeno vzniku nespecifickych produkti (napt. dimery primertt).

Tabulka 7 Sbirkové kmeny vybrané pro test primera

Cislo Sbirkovy kmen
1 Methanoculleus horonobensis
2 Methanosarcina subterranea

3 Methanococcus vannielii




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Jako master mix byl pouzit GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega), ktery obsahoval
DNA polymerazu, MgClz, deoxynukleotidy (ANTP) a reakéni pufr. Sady primera byly fe-

dény 5x. Reak¢ni smés byla pfipravovana v objemu 20 pl a jeji slozeni je zobrazeno v tabulce

(Tabulka 8).

Tabulka 8 Slozeni PCR smési

Reakéni objem smési 20 ul Koncentrace v reakéni smési
Komponenty Objem [pl] -
PCR voda 7 -
Master mix 10 Ix
Forvard primer 1 1 pmol/l
Reverse primer 1 1 pmol/l
Templatova DNA 1 -

Nastaveni touch down PCR i druhého kroku PCR je znazornéno v tabulkach (Tabulka 9,

Tabulka 10).

Tabulka 9 Nastaveni touch down PCR

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94-95 °C 2 min
Denaturace 94-95 °C 30 sec 9
Annealing 57-61 °C 1 min
Elongace 72 °C 1-1,5 min
Denaturace 94-95 °C 30 sec
- 20-35
Annealing 52-56 °C 30 sec
-0,5 °C/cyklus
Elongace 72 °C 1-1,5 min
Zaverecna amplifikace 72 °C 10 min 1
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Tabulka 10 Nastaveni druhého kroku PCR

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94-95 °C 4-7 min 1
Denaturace 94-95 °C 1 min 20-35
Annealing 50-56 °C 1 min 20-35
Elongace 72 °C 1-1,5 min 20-35
Zaverecna amplifikace 72 °C 10 min 1

4.7

Horizontalni agarozova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy bylo ovéteno, zda béhem PCR vznikly odpovidajici produkty.

Elektroforéza probihala v prostfedi TAE pufru, a to v 1,5 % gelu. Bylo nastaveno napéti

120 V po dobu 40 min. Gel byl vyhodnocen pomoci UV transiluminatoru pii vinové délce

302 nm a nésledné zdokumentovan pomoci digitalniho fotoaparatu s oranzovym filtrem. Na-

sledovalo zpracovani poc¢itaCovym systémem GeneSnap.

POSTUP

1.

Bylo navéazeno 0,75 g agar6zy a rozpusténo v 50 ml TAE pufru.

. Roztok byl rozvaten v mikrovinné troubé.

. Po zchladnuti byly pfidany 2 pl barviva SimplySafe EURX a gel ptelit do elektrofo-

retické vany.
Do gelu byly vloZeny hiebinky a gel byl ponechan ke ztuhnuti.

Hiebinky byly odstranény a gel byl vloZen do elektroforetické komurky naplnéné
TAE pufrem.

Do krajni jamky v kazdé fad¢ byly napipetovany 3 pl standardu molekulové hmot-

nosti.

. Nasledné bylo do jamek pieneseno 6 pl vzorku.

Elektroforetickd komiirka byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti (120 V), elek-

troforeticka separace probihala asi 40 min.

Po ukonceni elektroforézy byl gel vizualizovan pomoci transiluminétoru.
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48 qPCR

Kvantitativni real-time PCR je metoda, ktera slouzi ke kvantifikaci sledovaného iseku DNA
v realném case. K tomu jsou vyuzivany fluorescencni latky, které jsou schopny navazat se
na amplifikovany tisek DNA. Jakmile dojde béhem reakce k nartistu fluorescence nad prah
vetsi mnozstvi templatové DNA dodané do reakce, a naopak. Desitkovym fedénim templa-
tové DNA je pfipravena standardni kiivka, ktera zaroven vyjadiuje vztah Ct hodnoty vzhle-
dem k mnozstvi vstupni templatové DNA. Ze sklonu standardni kiivky je nasledn¢ mozno

vypocitat ucinnost reakce.

4.8.1  Test pritbéhu qPCR

K otestovéani spravného prubéhu qPCR byla real-time PCR provedena s 10x fedénou DNA
sbirkovych methanogenti (Tabulka 8). K tomu byly pouzity primery specifické pro skupinu
Archaea 931f a m1100r. Amplifikace fedéné DNA byla provedena také s vyuzitim primert

mlas a mecrA-rev, které jsou specifické pro methanogenny a ANME.

Pro qPCR byl pouzit komer¢ni master mix Luna Universal qPCR Master Mix od spolecnosti
BioLabs. Master mix obsahuje polymerazu, reak¢ni pufr i nukleotidy (ANTP). Objem reakce
byl 25 ul a jeji slozeni je zobrazeno v tabulce (Tabulka 11).

Tabulka 11 Slozeni qPCR sm¢ési

Reagencie Obj. [ul] Koncentrace
Luna Universal gPCR Master Mix 12,5 Ix
H>O 9,5 -
Forward primer 0,25 300 nmol.1!
Reverse primer 0,25 300 nmol.1!
DNA 2,5 variabilni
Celkovy objem 25,0

Po napipetovani vSech reagencii do mikrotitracni desticky byla tato prelepena folii a vlozena

do termocykléru a byl spustén vhodny program (Tabulka 12).
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Tabulka 12 Nastaveni programu qPCR

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94-95 °C 4-7 min
Denaturace 94-95 °C 1 min 20-35
Annealing 60 °C min 20-35
Elongace 72 °C min 20-35
Zaverecna amplifikace 72 °C min 1

4.8.2  Test qPCR na realném vzorku obsahujicim methanogeny

Z anaerobniho kalu z bioplynové stanice byla vyizolovana DNA. K izolaci byl pouzit ko-
mercni kit PowerSoil Isolation Kit od spole¢nostu Quiagen a DNA byla izolovana stejnym
postupem, jako v kapitole 3.4. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci Fluorometru QFX
(DeNovix) a kitu uréeného pro velmi nizké koncentrace DNA AccuGreen™ High Sensiti-
vity dsDNA Quantitation Kit (Biotium) podle postupu v kapitole 3.5. Nasledné byla prove-
dena touch down PCR za pouziti primerti mlas a mcrA-rev (Tabulka 8, Tabulka 9, Tabulka

10).

4.8.3  Analyza methanogent

S jednotlivymi vyizolovanymi vzorky DNA z hnédého uhli, ¢erného uhli a dilni vody byla
provedena qPCR za pouziti primeri mlas, mcrA-rev. Jako master mix byl pouzity komeréni
Luna Universal qPCR Master Mix od spolecnosti BioLabs. Slozeni PCR reakce a nastaveni
teplotniho programu je znazornéno v tabulkach (Tabulka 13, Tabulka 14). Jako pozitivni

kontrola slouzila DNA typového kmenu Methanococcus vannielii SB.

Pro environmentalni vzorky dodané CGS byl pouzit master mix SYBR Green. Jako pozitivni
kontrola slouzila DNA typového kmenu Methanococcus vannielii SB. SloZzeni smési qPCR
je znazornéno v tabulce (Tabulka 13). Nastaveni teplotniho programu a pouziti primera bylo

stejné, jako pro vzorky ¢erného a hnédého uhli.
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Tabulka 13 Slozeni PCR smési environmentalni vzorky do-

dané CGS
Komponenta Objem [ul]
SYBR Green Master mix 12,5
Forward primer 2,5
Reverse primer 2,5
DNA 1
PCR voda 6

4.9  Navrh novych originalnich primeri

Pro kvantifikaci poctu kopii sledovaného genu byly navrzeny nové origindlni vnitini speci-
fické primery (Tabulka 14) pro real-time PCR. Tyto primery ohranicuji ¢ast tiseku genu
mcrA a pro jejich navrh byl pouzit software Primer — Blast (Basic Local Alignment Search
Tool) na zéklad¢ znalosti genomu organismu Methanococcus vannielii SB. Primery byly
navrzeny ve spolupraci s pracovniky laboratofe molekularni biologie Ustavu inZenyrstvi

ochrany zivotniho prostfedi.

Tabulka 14 Nové originalni primery pro kvantifikaci poc¢tu kopii sledovaného genu

Délka amplifikovaného
Primer Sekvence Zdroj
segmentu [bp]

mlas7
GCTACAGCAGCATACACCGA
mcrA- 123 Vlastni
TGCAATGTCTTCTACTACGTCCA
rev’7

4.10 Specificky zna¢ena DNA proba

Pro zptesnéni vysledki a vytipovani vzorkli obsahujicich gen mcrA byly v ramci projektu
navrzeny (program Primer3) specifické TagMan proby detekujici tento gen. Bylo tak zame-
zeno vzniku tzv. nespecifickych produktl, které mohou ztizit vyhodnoceni vysledkd. Navr-
zené sekvence primert jsou znazornény v tabulce (Tabulka 15). Sekvence hybridiza¢ni oligo
(préby) s modifikaci 5’FAM a 3'Tamra je uvedena v tabulce. Sondy byly navrzeny ve spo-
lupréci s pracovniky laboratofe molekularni biologie Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho

prostiedi.
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Tabulka 15 Specificky znacend DNA proba

Délka amplifikovaného
Primer Sekvence Zdroj
segmentu [bp]
oligoM7 | CGATATCTTGGACGATTTCTCA 123 Vlastni

Pro qPCR byl pouzit mastermix EliZyme™ Probe MIX AddROX (Elisabeth Pharmacon).
Slozeni reak¢ni smési je zobrazeno v tabulce (Tabulka 16), program qPCR je uveden v ta-

bulce (Tabulka 17).

Tabulka 16 SloZeni reakéni smési qPCR s pouZzitim specifické DNA proby

Reagencie Obj. [pl] Koncentrace
2x EliZYME™ Probe Mix 10 1x
H>O 7 -
Forward primer 0,8 400 nmol.1!
Reverse primer 0,8 200 nmol.1"!
proba 0,4 variabilni
DNA 1 -

Tabulka 17 Nastaveni programu qPCR s pouZitim specifické DNA proby

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94-95 °C 2-3min
Denaturace 94-95 °C 5s 40
Annealing 60 °C 30s
Analyza kiivky tani -

4.11 Kvantifikace poctu kopii genu mcrA

Kvantifikace poctu kopii genu mcrA byla provedena metodou klonovani. Jedna se o proces,

béhem kterého vznikaji funkéni kopie identické s ptivodni piedlohou - klony.

Ke klonovani byl pouzit komeréni kit In-Fusion HD Cloning kit a DNA mikroorganismu

Methanococcus vannielii SB, nesouciho gen mcrA. In-Fusion HD Cloning kit obsahuje In-
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Fusion HD Enzyme premix, linearizovany pUC 19 vektor, kontrolni inzert a Stellar kompe-
tentni buniky. In-Fusion klonovani je zaloZeno na homologni rekombinaci 15bp konci in-
zertu (cizi DNA) a vektoru, coz umoziiuje vlozeni inzertu do vektoru. 15bp pfesahy kom-
plementarni k 15bp konciim vektoru se do inzertu vnesou pomoci PCR primeri. Pro inte-
graci vektoru s vlozenym inzertem do bakterii (Stellar kompetentnich bun¢k) je vyuzivano
tzv. kompetence, coz je schopnost bakterii pfijmout cizorodou DNA. Transformace, pro-
stupnost cytoplazmatické membrany kompetentnich bun€k pro vektor, je provedena mirnym
teplotnim Sokem. Klonovaci systém In-fusion se vyznacuje az 90 % tcinnosti transformace.
Po kultivaci a namnozeni bunék vyroste na Petriho miskach s pevnym kultivacnim médiem

s ampicilinem z kazdé kompetentni bunky jedna kolonie-jeden klon.
POSTUP DLE PROTOKOLU VYROBCE

1. Nejdiive byl pomoci metody PCR amplifikovany pozadovany tisek DNA. SloZeni
reak¢ni smési a nastaveni PCR je uvedeno v tabulkach (Tabulka 8, Tabulka 9, Ta-
bulka 10).

2. Vysledny amplifikovany produkt byl purifikovan. K tomu byl pouzit komeréné do-
stupny kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit.

- Vzorek byl upraven na objem min. 30 pl.

- Vzorek byl nasledn¢ smichan s NTI pufrem v poméru 1 : 2.

- Sm¢s byla pievedena na kolonku obsahujici kifemikovou mikrofiltraéni membranu.

- Kolonka byla vloZena do sbérné mikrozkumavky.

- Vzorek byl centrifugovan po dobu 30 s pii 11 000 x g.

- Roztok ze sbérné zkumavky byl odstranén a na kolonku bylo napipetovano 700 pl
NT3 pufru.

- Vzorek byl centrifugovan 30 s pii 11 000 x g. Roztok ze sbérné zkumavky byl opét
odstranén.

- Pro vysusSeni kolonky byla tato inkubovéana po dobu 3 min pfi teploté¢ 70 °C a na-
sledné znovu centrifugovana po dobu 1 min pfi 11 000 x g.

- Kolonka byla vlozena do nové sterilni mikrozkumavky a na membranu bylo napipe-
tovano 20 pl NE pufru.

- Zkumavka byla inkubovana pfi teploté 70 °C po dobu 3 min.

- Vzorek byl nasledné centrifugovan po dobu 1 min pii 11 000 x g.

- Eluat byl pfipraven k naslednému pouziti.
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3. Nasledné byl purifikovany PCR produkt vlozen do vektoru PUC19. SloZeni reakéni

smési je uvedeno v Tabulce 18.

Tabulka 18 Slozeni reakéni smési

Objem [ul] | MnoZstvi v reakci
Purifikovany PCR produkt 2 10-200 ng
Vektor pUC19 1 50-200 ng
5 x In-Fusion HD Enzyme Premix 2 1 x
Deionizovana voda 5
Reakéni objem 10

4. Smés byla inlubovéana 15 min pti 50 °C, poté na ledu.
Nasledné byla provedena transformace vektoru s vloZzenym inzertem do Stellar kom-
petentnich bunék: K 50 pl Stellar kompetentnich bunék bylo pfidano 2,5 pl reakéni
smési. Reak¢éni smés byla inkubovana na ledu 30 min, poté byla vystavena teplotnimu
Soku pii 42 °C 45 sekund, poté znovu inkubovéana na ledu 1-2 minuty.

5. Nasledné byly kompetentni buiiky s vloZzenym vektorem kultivovany.

6. SOC médium bylo piedehiato na na 37 °C a ptidano ke kompetentnim buitkam do
celkového objemu 500 pl.
Smés byla inkubovana v v tfepacce 160225 rpm pii 37 °C 1 hodinu.
Buniky byly néasledné ockovany na Petriho misky s pevnym kultivaénim médiem
s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml: 5 pl namnoZenych kompetentnich bunék
bylo smichéno s 95 ul SOC média a rovnomérné rozetfeneno na Petriho misku.
Na dals$i Petriho misku bylo rozetfeno 100 pl nefedénych namnoZenych kompetent-
nich bunék. Zbyly objem kompetentnich bun¢k byl centrifugovan pii 6000 rpm
5 minut, supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 100 pul SOC média.

7. Pelet byl rozpustén a rozetien na dalsi Petriho misku.

8. Petriho misky byly inkubovény pti 37 °C 24 hodin.

9. Nasledné byl z narostlych kolonii izolovan plazmid.
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Izolace plazmidu

K izolaci plazmidu byl pouzit High-Speed Plasmid Mini Kit. Tento mini kit byl navrzen pro

rychlou izolaci plazmidové DNA z 1-5 ml kultivovanych bakateridlnich bunék. Metoda mo-

difikované alkalické 1yzy s pridavkem RNazy zajist'uje zisk ¢irého bunécného lyzatu s mi-

nimalnim mnozstvim genomové DNA a RNA kontaminantli. V pfitomnosti chaotropni soli

je plazmidova DNA navazana na matrici kolonky. Kontaminanty jsou odstranény promyva-

cim pufrem a vycisténa DNA je nasledné eluovana pufrem s nizkym obsahem soli.

POSTUP DLE PROTOKOLU VYROBCE

1.

10.

11.

12.
13.

14.
15.

Do mikrocentrifugacni zkumavky bylo pieneseno 1,5 ml bakteridlni kultury, smés
byla centrifugovéna pti 16 000 x g po dobu 1 min.

Nasledné byl odstranén supernatant.

. K peletu bylo pfidano 200 ul PD1 pufru a smés byla zvortexovana.

Poté bylo ptidano 200 pl PD2 pufru, smés byla rozsuspendovana pipetovanim a na-
sledné inkubovéna pii pokojové teploté po dobu 2 min.

Bylo ptidano 300 pl PD3 pufru, smés smés byla rozsuspendovana pipetovanim
a nasledné centrifugovana pii 16 000 x g po dobu 3 min.

Do 2ml mikrozkumavky byla vlozena kolonka.

Supernatant byl napipetovan na kolonku, nasledn¢ byla smés zcentrifugovana pii
16 000 x g po dobu 30 s.

Kapalna ¢ast byla z mikrozkumavky odstranéna.

Kolonka byla vloZena do ¢isté mikrozkumavky.

Nasledné bylo na kolonku napipetovano 600 pl promyvaciho pufru, kolonka byla
zcentrifugovana pii 16 000 x g po dobu 30 s.

Kapalna cast byla z mikrozkumavky odstranéna, kolonka byla znovu zcentrifugo-
vana.

Nasledné byla kolonka ptenesena do ¢isté mikrozkumavky.

Na kolonku bylo ptidano 50 ul elu¢niho pufru, nasledné byla provedena inkubace pti
pokojové teploté po dobu 5 min.

Kolonka byla zcentrifugovana pii 16 000 x g po dobu 2 min.

Obsah mikrozkumavky byl pfipraven k nasledujicim molekularné biologickym me-

todam.
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Ovéfeni pritomnosti vloZeného useku genu mcrA do klonovaciho plasmidu bylo provedeno
pomoci PCR, sekvenovanim a naslednou identifikaci v databazi BLAST (Basic Local Alig-

nment Search Tool).

Pocet kopii genu mcrA v dodanych vzorcich bylo nasledné vypocteno pomoci metody ab-
solutni kvantifikace. Nejdiive byla vytvotena standardni kiivka. Vzorky standardu (Metha-
nococcus vannielii SB) byly sériové nafedény 0x, 10x, 100x, 1 000x, 10 000x a byla prove-
dena qPCR (kapitola 4.10.) Pro kazdé fedéni byla ziskdna Ct hodnota. Propojenim Ct hodnot
s hodnotami daného ftedéni byla ziskédna standardni kiivka. Podle rovnice piimky
y = -bx + a byla vypoctena efektivita reakce. Parametr y je zavisld proménna a piedstavuje
vystup, parametr b vyjadiuje sklon kiivky, parametr x je nezavisla proménna predstavujici
vstup a parametr a znaci odklon poc¢atku regresni ptimky od nulového bodu. Efektivita re-
akce je pak vypodéitana ze sklonu standardni piimky podle rovnice: E = (10¢7®-1) x 100.
Pokud je efektivita reakce 100 %, sklon standardni kiivky je -3,32. Nizsi hodnota sklonu
predstavuje efektivitu nizsi nez 100 %, zatimco hodnota vyssi, nez -3,32 ukazuje nizkou

kvalitu vzorku nebo problémy pfi ptipravé vzorku (LabGuide).

Pro vypocet kopii genu mcrA byly pouZity hodnoty fedéni, u kterého byla vypoctena nejlepsi
efektivita reakce. Nasledné byla ze série standardl ziskana kalibra¢ni kiivka metodou line-
arni regrese. Kalibra¢ni ptimka byla ziskéna ze zavislosti delta Ct hodnot na logaritmu kon-

centrace standardu.

Dodané vzorky byly amplifikovany (kapitola 4.10.) spolecné se standardem o zndmé kon-
centraci (Methanococcus vannielii SB). Vzorky 1 standardy byly sériové nafedény 0x, 10x,
100x, 1000x a nasledné napipetovany do mikrotitracni desticky. Kazdé fedéni bylo pipeto-
vano ve dvou opakovénich. Nasledn¢ byla provedena qPCR (kapitola 4.10.).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace molekularné biologickych metod

Vhodnost primert (tabulka) byla testovana na sbirkovych kmenech Methanoculleus horo-
nobensis SB (Shimizu a kol., 2013), Methanosarcina subterranea SB (Shimizu a kol., 2015)
a Methanococcus vannielii SB (Stadtman a Barker, 1951). Byla provedena Nested PCR.
Teplota annealingu v prvni ¢asti touchdown PCR zvolena na 60 °C a ve druhé na 54°C.
Pocet cykli byl nastaven na 35. Jako master mix byl pouzit GoTaq® Hot Start Green Master-
Mix (Promega) a vysledky byly zkontrolovany pomoci elektroforézy v agarosovém gelu
(Obrazek 12, Obrazek 13). Cislovani jednotlivych bendli v obrazku ptedstavuje sbirkové
kmeny v potadi Methanoculleus horonobensis SB (1), Methanosarcina subterranea SB (2),
Methanococcus vannielii SB (3). Negativni kontrola je znacena jako N. Obrazek 12 znazor-
flyje test primert 9311, 1100r a mlas, mcrA-rev, zatimco na obrazku 13 byly v reakei pouzity

primery ME3MF, ME2r a ME3MFe, ME2r. Jak lze na obrazcich vidét, vSechny vybrané

primery reagovaly se sbirkovymi kmeny pozitivn¢ a mohly byt tedy dale pouzity.

Obrazek 12 Test primert a) 931f a 1100r b) mlas a mcrA-rev
a) b)

Marker 1 2 3 N Marker 1 2 3 N



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Obrazek 13 Test primert a) ME3MF a ME2r b) ME3MFe a ME2r

a) b)

Marker 1 2 3 N Marker 1 2 3 N

5.1.1 Test qPCR

Byla provedena qPCR s 10x fedénou DNA sbirkovych kment methanogeni s vyuZzitim pri-
mert specifickych pro skupinu Archaea 931f a m1100r (endogen). Pro qPCR byl pouzit
komer¢ni master mix Luna Universal gPCR Master Mix od spole€nosti BioLabs. SloZeni
smési a nastaveni programu qPCR je zndzornéno v tabulkéch. Jak 1ze vidét na obrazku (Ob-
razek 14), exponencialni faze amplifikace DNA nastala jiz ve 13. cyklu. Dale byla otesto-
vana amplifikace 10x fedéné DNA s vyuZitim primert specifickych pro methanogenni
(a anaerobni methan oxidujici) Archaea mlas a mcrA-rev. Exponencidlni faze probé¢hla
v 12. —15. PCR cyklu. Jak naznacuje obrazek (Obrazek 15), kiivky tani byly v optimalnich

hodnotéach. Teploty annealingu byly nastaveny dle teploty tani primert.

; s00 1 e e e ]
400 1 oo ................ _
200 +. §
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Obrazek 14 Amplifikacni kfivka s vyuzitim primerd 931f a m1100r
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Obrézek 15 Amplifikacni kiivka s vyuzitim primer mlas a mcrA-rev
5.1.2  Stanoveni meze detekce methanogenti

Pro hlubsi kontrolu metody byla testovana mez detekce genu mcrA. Bylo sledovano, pfi

jakém nejvyyssim fedéni DNA bude jesté¢ mozné sledovat pomoci qPCR gen mcrA.

Ke stanoveni meze detekce byla pouzita DNA vyizolovana z anaerobniho kalu z bioplynové
stanice. Na zaklad¢ charakteru kalu byl ptfedpokladéan vysoky vyskyt methanogenti. K izolaci
DNA byl pouzit komer¢ni kit PowerSoil Isolation Kit od spole¢nostu Quiagen. Koncentrace
DNA byla zmétena pomoci Fluorometru QFX (DeNovix) a kitu uréeného pro velmi nizké
koncentrace DNA AccuGreen™ High Sensitivity dsSDNA Quantitation Kit (Biotium) podle

postupu v kapitole 3.5. Koncentrace DNA v anaerobnim kalu byla 144 ng/ul.

Nésledné byla provedena touch down PCR. SloZeni smési a nastaveni programu PCR je

znazorneéno v tabulkach (Tabulka 8, Tabulka 9, Tabulka 10).

Vzorek anaerobniho kalu byl vyuzit také ke stanoveni meze detekce genu mcrA. Pti ampli-
fikaci byly pouZity primery mlas a mcrA-rev. Vzorek anaerobniho kalu byl metodou desit-
kového fedéni nafedén az na 10~ a nasledné byla provedena gqPCR. SloZeni smési a nastaveni
programu qPCR je zndzornéno v tabulce. Efektivita reakce pro vSechna fedéni byla 96 %
a kiivky tani potvrdily pro vSechna fedéni také specificitu reakce. Vzorek bylo tedy moZzno
natedit az 10 000x, to znamena, Ze gen mcrA mohl byt detekovan pii minimalni koncentraci

DNA 0,00144 ng/ul.

Vysledné amplifikacni kiivky vEetné negativni kontroly (posledni kiivka) jsou uvedeny na

obrazku (Obrazek 16).
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Obrazek 16 Amplifikacni kiivka vzorku anaerobniho kalu s pouzitim primerti mlas

a mcrA-rev

5.2 Detekce genu mcrA

Pro molekularn€ biologickou analyzu byly dodény redlné vzorky cerného, hnédého uhli
a dtlni vody. Thned po dodani byla provedena izolace DNA komer¢nim kitem PowerSoil
DNA Isolation Kit (Quiagen). Pro izolaci DNA z kapalnych vzorki bylo filtrovano 500 ml
pomoci vakuové filtrace (velikost porii 0,45 pm) a DNA byla izolovana z pevného podilu
po filtraci. Pro izolaci DNA z pevnych vzorti byl navdzen 1 g homogenizovaného uhli. Po-

stup izolace DNA je uveden v kapitole 4.4.

Nasledné byla zmétena koncentrace DNA ve vzorcich (Tabulka 19). Pro méfeni koncentrace
DNA byl pouzit Fluorometr QFX (DeNovix) a kit ur¢eny pro velmi nizké koncentrace DNA
AccuGreen™ High Sensitivity dSDNA Quantitation Kit (Biotium). Fluorescen¢ni barva je
vazéna k DNA, metoda je tak citliva a je vhodna pro méfeni koncentrace vzorkd, které maji
byt dale analyzovany metodou qPCR. Postup méfeni koncentrace DNA je uveden v kapitole

4.5.

V tabulce 19 Ize vidét namétené hodnoty koncentrace vyizolované DNA v ng/ul ve vzorcich
erného uhli. Nejvyssi mnozstvi DNA bylo vyizolovano ze vzorku CSA 21A, a to konkrétné
3,41 ng/ul, naopak nejméné bylo vyextrahovano ze vzorku DAR 21A, a to 0,007 ng/ul.

Tabulka 19 Namétfené hodnoty koncentrace vyizolované DNA ve vzorcich
¢ern¢ho uhli

Dil Vzorek Koncentrace DNA [ng/ul]
Darkov DAR 21B 0,027
Darkov DAR 20A 0,95

CSM CSM 2VA 0,023

CSM CSM 2VB 0,049
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Diil Vzorek Koncentrace DNA [ng/ul]
CSM CSM 8A 0,02
Darkov DAR 19 0,997
Darkov DAR 21A 0,007
Darkov DAR 18A 0,107
Darkov DAR 18B 0,264
Darkov DAR 17 0,056
Darkov DAR 20B 0,425
CSM CSM 10A 0,022
CSM CSM 10B 0,062
CSM OKDj 11 0,123
CSM OKDj 29 0,18
CSM OKDj 25u 0,055
CSM OKDj 25p 0,071
CSA OKDj6 0,023
CSA CSA 18A 0,117
CSA CSA 18B 0,552
CSA CSA 19 0,017
CSA CSA 20A 0,038
CSA CSA 21A 3,41
CSA CSA 22 0,019
CSA CSA 23 0,033

V tabulce 20 Ize vidét namétené hodnoty koncentrace vyizolované DNA v ng/ul ve vzorcich

hnédého uhli. Nejvyssi mnozstvi DNA bylo vyizolovdno ze vzorku 114, konkrétné

3,95 ng/ul, naopak nejméné bylo vyextrahovano ze vzorki VAAC 1B, BIBW 1B

a BICC 1B.
Tabulka 20 Nameétené hodnoty koncentrace vyizolované DNA ve vzorcich
hnédého uhli
Dil Vzorek Koncentrace DNA [ng/ul]
VrSany VRBW 1B 0,64
Vrsany VRCC 1B 0,166




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

68

Diil Vzorek Koncentrace DNA [ng/ul]
Vaclav VAAC 1B 0,001
Vrsany VRBC 1B 0,214
Vaclav VABC 1B 0,011
Vriany VRVAC 1B 0,002
Vaclav VACC 1B 0,283
Bilina BIAC 1B 0,042
Bilina BIBC 1B 0,019
Bilina BICC 1B 0,001
Bilina BIAW 1B 0,02
Bilina BIBW 1B 0,001
Libous LICC 1A 0,022
Libous LIBC 1A 0,069
Libous LIAC 1A 0,024

CSA LCBC 1A 0,022

CSA LCCC 1A 0,037

CSA LCAC 1A 0,099

CSA LCAC 1B 0,584
Libous LIAC 1B 0,069

CSA LCCC 1B 0,014
Libous LICC 1B 0,035

CSA LCBC 1B 0,03
Libous LIBC 1B 0,084
Bilina Bil79 0,449
Bilina Bi180 0,292
Bilina Bil81 0,226
Bilina Bil82 0,238
Vrsany VRS 1 0,33
VrSany VRS 2 0,051
Vriany VRS 3 0,89
Vriany VRS 4 0,64
VrSany VRS 5 0,85




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

Diil Vzorek Koncentrace DNA [ng/pl]
Bilina 112 2,88
Bilina 114 3,95
Bilina I15 2,13

Pted vlastni analyzou dodanych vzorkti byly nejprve metodou polymerazové fetézové reakce
otestovany primery mlas, mcrA-rev a ME3MF, ME2r. Bylo vybrano celkem 26 vzorkt (Ta-
bulka 19), které byly podrobeny qPCR analyze. SloZeni smési a nastaveni programu qPCR
je znazornéno v tabulkach (Tabulka 11, Tabulka 12). Jako pozitivni kontrola slouzila DNA
izolovana z anaerobniho kalu odebraného v bioplynové stanici. Zaroven kazda reakce pro-
béhla se 3 druhy master mixu, a to SYBR Green, Luna a Sso Fast Eva Green. Vyhodnoceni
real-time PCR probé&hlo na zakladé Ct hodnoty. Jednotlivé reakce jsou znazornény v tabulce
(Tabulka 21). Nejdiive byly vzorky testovany pouzitim master mixu Luna. Detekovatelné
mnozstvi DNA a gen mcrA obsahovaly vzorky CSA 21A, DAR 18A, DAR 18B, DAR 17,
CSA 18A, CSM 10A. Gen mcrA je spoleény pro methanogenni i anaerobni methan oxidujici
Archaea. U vzorkd, které jsou v tabulce uvedeny s otaznikem, doSlo v reakci k tvorbé ne-
standardnich kifivek tani, nebylo proto moZzno rozeznat, zda se jedna o nespecifické, nebo
specifické produkty. Zda se v téchto vzorcich opravdu nachdzi gen mcrA, bylo ovéteno dalsi
gPCR za pouziti master mixu SYBR Green, ktery by mél zajistit citlivou a presnou detekci
DNA fragmentd amplifikovanych pii qPCR. Pfi pouZiti master mixu Sso Fast Eva Green
viak u vzorki CSA 19, CSM 2VA, DAR 21A, CSA 22, CSM 10B, CSA 18B piitomnost

genu mcrA prokazana nebyla.

Tabulka 21 Vysledky qPCRzZ se vzorky c¢erného, hnédého uhli a diilni vody

Pritomnost genu
Piitomnost genu Piitomnost genu
Vzorek mcrA (Sso Fast Eva
mcrA (Luna) mcrA (SYBR Green)
Green)
BIAB 2a X X X
BIAB 2b X X X
BIAB 2¢ X X X
BIBC 2a X X X
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Piitomnost genu
Vaorek Pritomnost genu Pritomnost genu merA (Sso Fast Eva
mcrA (Luna) mcrA (SYBR Green)
Green)
BIAW2/1 X X X
BIAW 1b X X X
DAR 21B ? Ano X
DAR 20A ? Ano Ano
CSA 20 ? Ano Ano
CSA 19 ? Ano X
CSM 2VA ? Ano X
CSM 2VB ? Ano Ano
CSM 8A ? Ano Ano
DAR 19 ? Ano Ano
DAR 21A ? Ano X
CSA 21A Ano Ano Ano
DAR 18A Ano Ano Ano
DAR 18B Ano Ano Ano
DAR 17 Ano Ano Ano
CSA 18A Ano Ano Ano
DAR 20B ? Ano Ano
CSA 22 ? Ano X
CSA 23 ? Ano Ano
CSM 10A Ano Ano Ano
CSM 10B ? Ano X
CSA 18B ? Ano X
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5.2.1  Specificky znacené DNA proby

S pouzitim nespecifickych master mixii (Luna, SYBR Green, Sso Fast Eva Green) nebylo
mozné s urcitosti stanovit vzorky uhli, které obsahovaly Archaea s genem mcrA. PCR pri-
mery mohou vytvaret nespecifické produkty a v nékterych ptipadech tak muze byt vyhod-
noceni vysledkl ztizeno. Proto byla provedena dopliiujici analyza pomoci specifickych
TagMan préb (sond) detekujicich gen mcrA. Tyto proby byly navrzeny pro detekei genu
mcrA. To zpiesnilo vysledky, a bylo tedy mozné vytipovat vzorky obsahujici gen mcrA.
Specificky znacené DNA proby byly néasledné pouzity pro analyzu vSech dodanych vzorki
gerného a hnédého uhli a environmentalnich vzorka dodanych CGS. SloZeni smési a nasta-

veni programu qPCR se specificky znacenymi DNA probami je popsano v kapitole 4.10.

5.2.2  Detekce genu mcrA ve vzorcich ¢erného uhli

Probé¢hla detekce genu merA v nasledujicich vzorcich: DAR 17, DAR 18B, DAR 20A, DAR
20B, CSM 10A, CSM 10 B, CSM 2VB, OKDj11, OKDj29, OKDj25p, OKDj25u, OKDj6,
CSA 18A, CSA 21A, CSA 23 (Tabulka 22), celkem tedy v 15 z 25 testovanych vzorkd.

Co se tyka dolu Darkov, gen mcrA byl detekovan ve 4 z 8 analyzovanych vzorkt. Celkem
9 vzork uhli odebranych z dolu CSM bylo podrobeno analyze qPCR, pii¢emz pfitomnost
genu mcrA byla potvrzena u 7. Na prvni pohled zajimavé vysledky piineslo misto odbéru
oznaéené jako OKD. Ve vzorcich z dolu CSA byl gen mcrA potvrzen ve 3 ze 7 odebranych
vzorkl.

Tabulka 22 Vysledky qPCR se vzorky ¢erného uhli
s pouzitim specifickych DNA prob

Vzorek Piitomnost genu mcrA
DAR 17 v

DAR 18A x

DAR 18B v
DAR 19 x

DAR 20A v

DAR 20B v

DAR 21A x

DAR 21B X

CSM 2VA x
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Vzorek Piitomnost genu mcrA
CSM 2VB
CSM 8A
CSM 10A
CSM 10B
OKDj11
OKDj29
OKDj25p
OKDj25u
OKDj6
CSA 18A
CSA 18B
CSA 19
CSA 20A
CSA 21A
CSA 22

5%

CSA 23
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5.2.3 Detekce genu mcrA ve vzorcich hnédého uhli

Probéhla detekce genu v nésledujicich vzorcich: VRS 1, VRS 2, VRS 3, VRA 4, VRS 5,
BIAW 1B, Bi179, Bi180, Bil81, Bi182, 112, 114, 115 (Tabulka 23), celkem tedy ve 13 z 31

testovanych vzorkd.

Zajimavé vysledky byly ziskdny u vzorki z lomu VrSany, zde byla pfitomnost genu mcrA
potvrzena u 5 z celkového poctu 10 odebranych vzorki. Celkem u 8 z 11 vzorki pochazeji-
cich z dolu Bilina byla pfitomnost genu mcrA potvrzena. Zde se jednalo jak o uhelnou ma-
trici, tak 1 dilni vodu nebo nadlozni pisky. Sledovany gen nebyl nalezen v zadném vzorku
z dolu Libous, ani z té¢Zebny Vaclav.

Tabulka 23 Vysledky qPCR se vzorky hnédého uhli
s pouzitim specifickych DNA prob

Vzorek Piitomnost genu mcrA
VRBW 1A x
VRBW 1B x
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5.2.4  Detekce genu mcrA v dalSich environmentalnich vzorcich

Vzorky dodané CGS mohly potencialng obsahovat methanogenni a methylotrofni Archaea.
Vzorky byly zpracovany ihned po dodani. Pro izolaci DNA z kapalné faze vzorkt bylo cen-
trifugovano 100 ml vodné faze a DNA byla izolovédna z pevného podilu po centrifugaci. Pro
izolaci DNA ze sedimentu byl navdzen 1 g sedimentu. DNA byla izolovdna pomoci komerc-
niho kitu PowerSoil Isolation Kit od spole¢nosti Qiagen. Postup izolace DNA je uveden
v kapitole 4.4. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci Fluorometru QFX (DeNovix) a kitu
urcené¢ho pro velmi nizké koncentrace DNA AccuGreen™ High Sensitivity dsSDNA Quan-
titation Kit (Biotium). Postup méteni koncentrace DNA je uveden v kapitole 4.5. Koncen-
trace DNA jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 24). Nejvyssi mnozstvi DNA bylo vyizolovano
ze vzorku Sta3/os, konkrétn€ 4,72 ng/ul, naopak nejméné bylo vyextrahovano ze vzorku

IW, ato 0,29 ng/ul.

Tabulka 24 Nameétfené hodnoty koncentrace vzorkl doda-

nych CGS
Vzorek Koncentrace DNA [ng/ul]
1-S2 1,31
2-S2 0,28
Sta3/os 4,72
Stad/ok 3,82
ZU-1D8 S 2,1
ZU-1D8 W 0,8
W 0,29
2W 0,45
1S 1,25
2S 1,34

DNA byla amplifikovana pomoci real-time PCR s primery mlas a mcrA-rev. Byla pouzita
specificky zna¢end DNA proba. Jako pozitivni kontrola slouzila DNA typového kmenu Me-
thanococcus vannielii SB. Nastaveni melting temperature bylo po ptedeslych neuspésnych
testech pii 60 °C zvoleno na 57 °C. Slozeni PCR sm¢si a nastaveni programu qPCR je zob-
razeno v tabulkéch. Stejné jako u vzorkl uhli, vyhodnoceni real-time PCR prob¢hlo na z4-

kladé Ct hodnoty (Tabulka 25).
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Ptitomnost genu mcrA byla potvrzena u vzorkt Sta3/os, Sta4/ok, IW a 1S. Vzorky 1W a 1S
pochazely z dolu Stafic¢, jednalo se o oranzovy sediment a ktiru. Ve vzorcich pochazejicich
z mista uzavieného vrtu v lokalitd Zukov piitomnost genu mcrA potvrzena nebyla. Naopak
u vzorka 1W a IS, které byly odebrany z louze s priasakem methanu v Hornoslezské uhelné

panvi, byl gen mcrA potvrzen.

Tabulka 25 Vyhodnoceni qPCR pro vodné faze a sedi-

menty.

Vzorek Pritomnost genu mcrA
1-S2 x
2-S2 x

Sta3/os v

Sta4/os v
13W x

ZU-1D8 S x
ZU-1D8 W x
W v
2W X
1S v
28 X

5.3 Absolutni kvantifikace genu mcrA v dodanych vzorcich

Absolutni kvantifikaci byly podrobeny vzorky, ve kterych byla potvrzena pfitomnost genu
mcrA. Absolutni kvantifikace vyuziva metodu standardni (kalibracni) kiivky. Pomoci této
metody je mozné stanovit redlny pocet kopii sledovaného genu ve vzorcich, ktery se porov-

nava se standardy o znamém mnoZstvi tohoto genu.

Standardy byly ptipraveny pomoci klonovani. K zaklonovani byla pouzita DNA mikroorga-
nismu Methanococcus vannielii SB. Nejprve byl zaklonovén plasmid, ktery byl pfenesen do
kompetentni buiiky. Z kompetentnich bunék (Obrazek 17) byla poté izolovana plasmidova
DNA. Ovéfteni ptitomnosti vlozeného useku genu mcrA do klonovaciho plasmidu v kompe-
tentnich bunkach bylo provedeno pomoci PCR, sekvenovani a identifikace v databézi

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
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Obrazek 17 StellarTM Competent Cells + plazmid

s vlozenym sledovanym tisekem genu mcrA.

Plazmidovd DNA s vlozenym usekem mcrA genu byla pouzita pro ptipravu standardi
o znamych poctech kopii genu. Tato DNA byla sériové nafedéna (0x, 10x, 100x, 1000x,
10000x, 100000x), a to vzdy v duplikatech. Mezi jednotlivymi duplikaty by nemély byt vy-
soké standardni odchylky. Ty totizZ znaci chybu v pipetovani nebo piitomnost inhibitort.

Vystupem je soubor Ct hodnot. Amplifikaéni kiivky 1ze pozorovat na obrazku (Obrazek 18).

Amplification

3000

2500

2000

RFU

1500

1000

500

Cycles

Obrazek 18 Vysledné standardni kfivky vzniklé sériovym nafedénim

plazmidové DNA a provedenim qPCR
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Pomoci vytvotenych standardnich kiivek byl kvantifikovan pocet kopii useku genu mcrA

(6,665 . 10! kopii genu mcrA v 1 pl plazmidu).

Efektivita reakce byla vypoctena ze sklonu standardni kiivky (Obrazek 19).

36
31 ly=3,3226x+ 13,359 .
26 | R?*=0,9981 .
521 ® °
16 [ ¢
11
6 |
1 . . . .
0,0 -1,0 -2,0 -3,0 -4,0
Redéni

Obrazek 19 Standardni kiivka qPCR pro absolutni kvantifi-

kaci

Efektivita reakce byla 100,1 %, leZi tak v rozmezi akceptovanych hodnot (90-110 %). Efek-
tivita maze byt vyssi nez 100 % kvuli formovani nespecifickych produktl béhem reakce
(Rogers-Broadway a kol., 2015).

Ze znamého mnoZstvi genu mcrA v kalibraci a Ct hodnot byla vytvofena kalibracni kiivka
(Obrazek 20), ktera slouZila pro uréeni poctu kopii useku genu mcrA ve vzorcich, ve kterych

byl tento gen detekovan pomoci specifickych prob TagMan.
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Obrazek 20 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni poctu kopii iseku

genu mcrA ve vzorcich

5.3.1  Absolutni kvantifikace genu mcrA ve vzorcich ¢erného uhli

Ptesné mnozstvi kopii genu mcrA bylo vypocteno z kalibra¢ni kiivky pomoci metody line-
arni regrese (kapitola 5.6). Ve vSech testovanych ¢ernouhelnych lokalitach byla potvrzena
pritomnost genu mcrA, ovSem ne ve vSech vzorcich. Bylo tedy potvrzeno, ze vyskyt tohoto
genu je ovlivnén nejen geografickym umisténim uhelného dolu, ale také presnym odbérnym

mistem.

Tabulka 26 a obrazek 21 popisuje piesny pocet kopii genu mcrA v jednotlivych vzorcich.
Lze si povsimnout, Ze tyto pocty se pohybuji v intervalu desitek az desetitisict kopii. Jak lze
vidét v grafu, nejvyssi mnozstvi kopii tohoto genu bylo zjisténo u vzorku DAR 20B. Jedna
se o0 kapalny vzorek vody z €elby. MnoZstvi 15 040 kopii genu v 1 ml vody bylo v porovnani
s ostatnimi vzorky aZ tisicindsobné vyssi. Vzorek DAR 20A pochdzejici taktéz ze stejného
dolu obsahoval 6 768 kopii genu mcrA. Lze tedy fici, ze dul Darkov piedstavuje z hlediska
methanogeneze oblast s nejvyssim potencidlem vyskytu sledovaného genu ze vSech analy-
zovanych Cernouhelnych lokalit. Vzorky byly odebrany na mistech nedaleko od sebe, de-
tailnéjsi charakteristika vzorki v§ak nebyla dodana, a proto nelze diskutovat, ¢im mize byt

zpusoben tak markantni rozdil v poctu kopii genu mcrA.

Cvwr

o vzorek vody z lokality dolu CSA odebrany v misté kiizeni piekopt sloje. Pocet kopii genu

mcrA ve vSech vzorcich je uveden v tabulce.
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Kromé vzorkii OKDj11, OKDj25u, OKDj25p, OKDj6, OKDj29 se jednalo o vzorky ka-
palné. Zajimavé vysledky pfinesla také analyza vzorki OKD. Vzorky OKDjl1, OKDj6
a OKDj25u ptedstavovaly uhelnou matrici, zatimco vzorky OKDj25p a OKDj29 piskovec.
Vzorek OKDj25p byl odebran v hloubce 150 m, vzorek OKDj29 v hloubce 209 m. Pocty

kopii genu mcrA byly vyssi ve vzorku pochdzejicim z vétsi hloubky.

Z dolu CSA byly dodany vzorky kapalné, nejvyssi podet kopii genu mcrA byl zjistén ve
vzorku CSA 21A, ktery pochazel z ne¢inného vrtu.

Nejvyssi pocet kopii genu mcrA ve vzorcich odebranych v dole CSM byl zjistén ve vzorku
CSM 10A. Tento vzorek pochazel z mista piesahu do polského dolu Morcinek a jednalo se
o kapalny vzorek. Ze stejné lokality pochazel také vzorek CSM 10B.

Tabulka 26 Pocet kopii genu mcrA v pozitivnich vzorcich Cer-

ného uhli. Pfepocteno na pocet kopii genu v 1 ml (dilni voda)
nebo 1 g (uhli, voda z celby — husta smés pevné a kapalné faze).

Vzorek Pocet kopii genu/ml
CSM 2VB 255
CSM 10A 920
CSM 10B 612

DAR 17 375
DAR 18B 280
DAR 20A 6768
DAR 20B 15 040

OKDj11 591

OKDj29 1386
OKDj25u 90
OKDj25p 200

OKDj6 209
CSA 18A 202
CSA 21A 318

CSA 23 41




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

14040

12040

10040

8040

6040

4040

Pocet kopii genu mcrA v 1 ml/g

2040

Obrazek 21 Pocet kopii genu merA v 1 ml dilni vody nebo 1 g ¢erného uhli.

5.3.2  Absolutni kvantifikace genu mcrA ve vzorcich hnédého uhli

V tabulce (Tabulka 27) jsou zaznamendny pocty kopii sledovaného genu ve vzorcich hng-
dého uhli. Jednotlivé hodnoty se pohybuji od desitek ke stovkam kopii. Tato ¢isla jsou tedy

mnohem niz8i nez u vzorka uhli ¢erného.

Tabulka 27 Pocet kopii genu mcrA ve vzornich hnédého uhli

Vzorek Pocet kopii genu/ml/g
Bil79 104
Bil180 91
Bi181 113
Bi182 115
VRSI 158
VRS2 139
VRS3 200
VRS4 308
VRS5 363

BIAW 1B 273
112 3
114 5
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Vzorek Pocet kopii genu/ml/g
115 3

Nejvyssi pocet kopii genu mcrA, a to 363 bunék, byl zjistén u vzorku VRS5 (Obrazek 22),
ktery pochéazi z dolu VrSany. Vzorek byl ziskan z hloubky 85 m vrtu SL438. Jedna se o

pevny vzorek.
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0 —

Bil79 Bi180 Bi181 Bi182 VRS1 VRS2 VRS3 VRS4 VRS5 BIAW 115
1b

w
o
o

Pocet kopii genu mcrAv 1 ml/g
o

o

Obrazek 22 Pocet kopii genu mcrA v 1 ml dilni vody nebo 1 g hnédého uhli.

Velmi zajimavé vysledky lze pozorovat u vzorkd z lomu Bilina (Bi179, Bi180, Bil81,
Bi182, BIAW 1B. Vzorky Bi180, Bi181 a Bil82 jsou fazeny podle naristajici hloubky od-
béru (160 m, 161 m, 167 m). V grafu lze vidét, Ze tedy s nariistajici hloubkou odbéru roste
i pocet kopii genu mcrA. Dilezitym poznatkem je také to, Ze se se tento gen nevyskytuje
pouze v uhli (Bi180, Bil181, Bi182), ale také v pisku (Bi179 — hloubka 159 m) a rovnéz
v misté vyveéru vody ze stény sloje (BIAW 1B).

Vzorky VRS1, VRS2 a VRS3 pochazi z dolu VrS$any a byly ziskany z vrtu SL437. Opét jsou
fazeny podle nartstajici hloubky odbéru (56 m, 63 m, 71 m). Zde vSak jiz zavislost poc¢tu
kopii genu mcrA na hloubce odbéru pozorovat nelze. I pfesto ale 1ze konstatovat, Ze jeho
nejvyssi pocet byl zjistén ve vzorku VRS3, tedy v nejhlub§im misté odbéru vrtu SL437.
Vzorky VRS4 a VRSS5 pochézi z vrtu SL438. Hloubka odbéru byla 79 a 85 m. Z grafu vy-
plyva, ze v tomto vrtu jsou piiznivéjsi podminky pro organismy obsahujici gen mcrA ve

veétsi hloubce.
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Za zminku stoji také vzorek BIAW 1B (273 kopii genu mcrA v 1 ml vody). Jednalo se
o vyvér vody ze stény sloje lomu Bilina. Odbérové misto BIA se nachazelo v nejseverné;si
¢asti baze sloje a z pukliny o priméru 1 cm zde vyvérala voda. Stény pukliny byly pokryty
bélavym biofilmem vzhledem pfipominajicim chmyfti. Voda slab¢ zapachala sulfanem, byla
vSak cira.

Vzorky 112, 114 a 115 (voda z nadloznich piskll) se liSily hloubkou odbéru. Z nejvétsi
hloubky dolu Bilina pochézel vzorek 114, ktery také obsahoval nejvyssi pocet kopii sledo-

van¢ho genu.

Obrazek 23 popisuje pocet genu mcrA v kapalnych vzorcich. Modfe jsou znazornény vzorky

pochazejici z hnédouhelnych lokalit a cervené z lokalit ¢ernouhelnych.
15625
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Obrazek 23 Srovnani poctu kopii genu mcrA v kapalnych vzorcich hné-

dého uhli (modie) a ¢erného uhli (Cervenc¢)

Z obrazku je patrné, Ze pocty kopii genu mcrA ve vzorcich vody z ¢ernouhelnych lokalit
byly v fadu tisict a desetitisicl, zatimco v lokalitach hnédouhelnych se tyto pocty pohybo-
valy pouze v fadu jednotek az stovek kopii genu merA v 1 ml. Nejvyssi pocet kopii genu byl
zjistén u vzorki DAR 20A a DAR 20B, tedy u vody z ¢elby. Jednalo se o hustou smés pevné
a kapalné faze. Vzorek BIAW 1B obsahoval vyrazné mnozstvi ¢astic uhli (vrtna drt’) a pocet
kopii genu mcrA vyrazné prevySoval obsah genu ve vzorcich vody pochézejici z hnédouhel-
nych lokalit. Tato skute¢nost navadi k hypotéze, Ze se methanogeny vyskytuji v biofilmu,

kde jsou pomérné silné¢ vazany a neochotné se uvoliluji do vody. Nejvétsi methanogenni
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potencial by tak mohly predstavovat vzorky s pevnou matrici a na ni adherovanym biofil-
mem. Vysoké poéty kopii genu mcrA byly zjistény také u vzorku CSM 10A (piesah do pol-
ského dolu Morcinek) a také CSA 21A (ne¢inny vrt).

5.3.3  Absolutni kvantifikace genu mcrA v dalSich environmentalnich vzorcich

V tabulce (Tabulka 28) je zaznamenan pocet kopii genu mcrA v environmentalnich vzorcich
dodanych CGS. Analyza potvrdila, Ze tento gen neni pfitomen pouze v uhli, ale i v jinych en-

vironmentalnich vzorcich.

Tabulka 28 Poéet kopii genu mcrA ve vzorcich dodanych CGS

Diilni voda Pocet kopii genu/ml
Sta3/os 9460
Stad4/ok 128
W 17
1S 31

Jak ukazuje obrazek (Obrazek 24), zajimavé vysledky pfinesla také analyza vzorku Sta3/os
s 9460 kopiemi genu mcrA v 1 ml. Jednalo se o oranzovy sediment z dolu Stafic. Pfitomnost
genu byla potvrzena i v kiife, ziskané taktéz z lokality Stafi¢. Stejné jako predesly vzorek,
1 Sta4/ok pokryvala oranZova vrstva. Mnozstvi genu zde vSak bylo nizsi (128 kopii v 1 ml).
Sledovany gen byl potvrzen také ve vzorku vody 1'W a sedimentu 1S. Tyto vzorky pochazely
z mista vyvéru methanu v oblasti Hornoslezské uhelné panve. Pocet kopii genu mcrA v po-

rovnani s lokalitou Stafi¢ zde vSak byl mnohem niZsi.
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Obrazek 24 Pocet kopii genu mcrA v environmentalnich vzorcich

dodanych CGS

5.3.4  Diskuze ziskanych dat s literaturou

Methanogeneze je v Zivotnim prostiedi pfipisovana piredevsim anoxickym stanovistim, jako
jsou moktady, ryzova pole, sedimenty a dals§i, nicméné nepatrné mnozstvi methanu bylo
prokadzano také v nezaplavenych pidach a sedimentech. Je také zndmo, Ze tok methanu je
ovlivnén sezénnimi vykyvy ptidni vlhkosti a zménami hladiny podzemni vody pfti pfechodu
pudnich podminek z oxickych na anoxické (Glinski a kol., 2011). Methanogeny maji také
schopnost snaSet podminky ve vysusené matrici, v prostfedi s vysokou hladinou kysliku,
a mohou po dlouhou dobu piezit i v pfevazné suchych a oxickych ptidédch navzdory skutec-
nosti, Ze netvoii spory ani jind stadia (Liu a kol., 2008). Tato skute¢nost by tedy mohla byt
potvrzena i u vzorkll vody z nadloznich piskti lomu Bilina (112, 114, 115), v nichz byl pfito-
men gen mcrA. Tyto kapalné vzorky se liSily hloubkou odbéru. Vzorek 114, odebrany nej-
hloubéji, obsahoval nejvyssi pocet kopii genu mcrA. Vzorek 112 (hloubka 70-95 m) obsa-
hoval stejny pocet kopii genu mcrA jako vzorek 115 (65—-100 m). Tato skutecnost by teda
mohla napovidat tomu, Ze hloubka odbéru ma na methanogenni spolecenstva vliv nejen

u ¢erného a hnédého uhli, ale také jinych matric.

Mezi samotné parametry tvorby methanu patii stupen zuhelnaténi, zdkladni chemické a fy-
zikalni vlastnosti uhli (t¢kavé latky, popelovina, obsah vody), maceralni sloZeni uhli a jeho
porovitost. Studie Hemza a kol. zminuje také migraci plynti, erozi georeliéfu, tektoniku uhel-

ného dna, charakter povrchu loziska a anomalie vyvoje uhelné sloje (Hemza a kol., 2009).
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Ve studii Hemza a kol. bylo zji§téno, Zze se obsah plynu v uhelnych slojich zna¢né lisi.
Obecné se mnozstvi plynu v uhelnych lozich s hloubkou snizuje. Tento pokles neni linearni,
ale charakterizuji jej maxima a minima. Nejvyraznéjsi interval s vy$simi hodnotami plynu
saha do hloubky 150 m (zejména v mistech nepropustné skryvky). U vzorkl vody z nadloz-
nich piskl lomu Bilina 1ze pozorovat nartist po¢tu kopii genu mcrA s ptibyvajici hloubkou.
Rovnéz vzorek VRS3, ziskany z nejhlubsiho odbérového mista (71 m) vrtu SL437, obsaho-
val nejvyssi pocet kopii genu v porovnani se vzorky VRS1 a VRS2 ziskanymi z téhoz vrtu.
Poté nésleduje interval do hloubky 100—200 m, kde jsou relativné odplynénd uhelna dna. Ve
vzorcich Bi180, Bil81, Bil82, které¢ byly odebrany z této hloubky, ale bylo kvantifikovano
vetsi mnozstvi genu merA. Hloubka 600—700 m je pak charakteristickd vyssi koncentraci
plynu, ale ne tak vysokou, jako v mistech skryvky. Vzorek DAR 18B pochazejici z dolu
Darkov a hloubky 350 m je zastupcem nejniZe polozenych odbérovych lokalit. V porovnani
tedy odvodit, ze vyskyt genu mcrA nemusi korelovat s mnozstvim methanu, toto mnozstvi

ale zarovenl miize byt ovlivnéno hloubkou odbéru. Detailni analyza nebiogenniho a biogen-

niho methanu na odbérovych mistech bude provedena v rdmci projektu.

Dalsim faktorem ovliviiujicim mnozstvi plynu je také stupeni prouhelnéni. Byl popsén trend,
ve kterém zvySeni stupné prouhelnéni koreluje se snizenym obsahem plynu v uhli z dané
lokality. Tento pokles je také charakterizovan maximy a minimy. MnoZstvi plynu v uhli
ovlivityji také makropory, mikropory a migracni procesy v uhelné matrici (Hemza a kol.,

2009).

Mnoho vyzkum zabyvajicich se methanogenezi poukazuje na fakt, Ze tento proces probiha
predev§im v hnédouhelnych loziscich (Faiz a Hendry, 2006, Harris a kol., 2008, Fallgren
a kol., 2013, Haider a kol., 2013). Pfi srovnani testovanych vzorkl z ¢ernouhelnych a hné-
douhelnych lokalit v§ak Ize vidét, Ze v ptipadé cerného uhli byly zjistény stovky-tisice kopii
genu mcrA, zatimco hnédouhelné lokality jsou charakteristické stovkami kopii. Analyze
bylo podrobeno celkem 39 vzorkl hnédého uhli, z toho ve 13 vzorcich byla potvrzena pfi-
tomnost genu mcrA, dale bylo otestovano 25 vzorkl ¢erného uhli, z nichz celkem 15 obsa-
hovalo sledovany gen. Zajimavym vysledkem této prace je zjisténi, Ze methanogeneze ne-

musi probihat pfedev§im v hnédouhelnych loziscich.

Pfredmétem zajmu mnoha vyzkumnych tymt je také methanogeneze v uhli vyssi kvality.

Vyzkumny tym Xiao a kol. projevil Gsili o pochopeni biologického odbouréni antracitu. Pti-
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kladem je studie zamétena na tvorbu bioplynu v panvi Qinshui, ktera je bohata na nebiode-
gradabilni uhli. Xiao a kol. ale tvrdi, ze t€¢kavé latky patii mezi fidici faktory methanogeneze
v riznych typech uhli. Naptiklad antracit obsahuje 2—8 % tékavych latek. Jedna se o slozky
uhli, které jsou uvoliiovany ve forme plynu pii vysokych teplotach. Tékavé latky predstavu;ji
také malé procento zachycenych plyni, jako jsou vodik, oxid uhli¢ity, methan a dalsi nizko-
molekularni uhlovodiky v uhelnych maceralech (Strapoc a kol., 2011). Pfitomnost takovych
sloucenin zajistuje vysokou vznétlivost, t€kava hmota je ale také dilezita pro pochopeni
potencialu produkce biogenniho methanu z uhli (Xiao a kol., 2013). Zajimavy je fakt, Ze
s ptitomnosti nizkomolekularnich uhlovodiki a plynnych sloucenin, mohou methanogenni
komunity inicializovat vyuziti substratu ve vysoce kvalitnim uhli bez pomoci bakterii a hub
degradujicich uhli. Nejvétsi potencial pro generovani methanu mé vysoce tékavé cerné nebo
hnédé uhli (Sekhohola a kol., 2013). Vysoké mnozstvi t€kavych latek neni ptiznivé pro zi-
votni prostiedi, zatimco nizké mnozstvi fixovaného uhliku v daném typu uhli predstavuje
problémy pro ekonomické ucely. Diky témto vlastnostem je uhli s vysokou tékavosti a niz-
kym obsahem uhliku méné zéddouci pti spalovani. Na druhou stranu mohou tyto vlastnosti

pozitivné ovlivnit kone¢nou produkci methanu (Fallgren a kol., 2013).

Gen mcrA je spole¢ny pro methanogenni 1 anaerobni methan oxidujici Archaea.Vysoké po-
¢ty kopii genu mcrA obsahovaly vzorky DAR 20A a DAR 20B (voda z Celby, hustd smés
pevné a kapalné faze), dale pak vzorek BIAW 1B (odebrén ze stény pukliny, bélavy biofilm
vzhledem pfipominajici chmyii). Konsorcia v biofilmu jsou chranéna pted odplavenim vod-
nim proudem. Biofilm zaroven pifedstavuje bariéru pied extrémnimi podminkami prostredi
jako je pH, teplota, UV zafeni, vysychdni nebo piisobeni toxickych latek. Matrice biofilmu,
ktera je tvofena pfevazné z polysacharidil, také akumuluje Ziviny a umoznuje koexistenci
vice mikrobidlnim druhlim. Methanogeny jsou striktni anaerobové, biofilm tedy musi mit
dostatecnou tloustku a umoznit tak vznik anoxického prostiedi. Jak jiz bylo zminéno, me-
thanogeny vyuzivaji produkty metabolismu jinych druhti, které se v biofilmu taktéz vysky-

tuji (Lock, 1994).
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ZAVER

Teoreticka Cast diplomové prace byla zaméfena na methanogenni mikroorganismy ze sku-
piny Archaea, jejich vyskyt a vyznam v Zivotnim prostiedi, pfedevsim vSak v uhelnych do-
lech. Prace byla zaroven zamétena na metody detekce genu mcrA pomoci molekularné bio-

logickych metod.

Cilem této prace bylo optimalizovat metodiku stanoveni genu mcrA pomoci molekularné
biologickych metod, dale tento gen analyzovat v realnych vzorcich ¢erného a hnédého uhli,
dilni vody a dalsich réiznorodych vzorcich, které byly dodany Ceskou geologickou sluzbou

a v neposledni fad¢ také kvantifikovat jejich mnozstvi zacilenim na gen mcrA.

V ramci optimalizace metod byla nejprve otestovana vhodnost primert metodou Nested
PCR na kulturach sbirkovych kment Methanoculleus horonobensis SB, Methanosarcina
subterranea SB, Methanococus vannielii SB. Spravny pribéh reakce byl ovéren horizontalni
agarozovou elektroforézou. Dale byla otestovana qPCR a stanovena mez detekce genu merA

za pouziti DNA vyizolované z anaerobniho kalu z bioplynové stanice.

Nasledné detekci bylo podrobeno celkem 75 vzorkt, z toho 25 vzorkl z cernouhelnych lo-
kalit, 39 vzorkt z lokalit hnédouhelnych a 10 dalsich environmentalnich vzorkt. Thned po
dodani vzorkt byla vyizolovana DNA komer¢nim kitem PowerSoil DNA Isolation Kit, kon-
centrace vyextrahované DNA byla zmé&fena na pfistroji Fluorometr QFX za pouziti kitu pro
velmi nizké koncentrace DNA. K analyze qPCR byly vybrany 3 druhy master mixi — Luna,
SYBR Green a Sso Fast Eva Green. Tyto master mixy vSak reagovaly nespecificky, proto
nebylo mozné s urcitosti stanovit vzorky obsahujici gen mcrA. Z tohoto divodu byla navr-
zena specificka TagMan proba. To zptesnilo vysledky a umoznilo urcit vzorky obsahujici
tento gen. Tato proba byla nasledné pouZzita pro analyzu vSech dodanych vzorkl. Absolutni

kvantifikace genu mcrA byla provedena metodou klonovani.

Gen mcrA byl potvrzen v 15 vzorcich ¢ern¢ho uhli, 13 vzorcich hnédého uhli a 4 dalSich
environmentalnich vzorcich. Sledovany gen nebyl nalezen pouze v pevnych uhelnych ma-
tricich, ale také v diilni vod¢, vodé z celby, nadloznich piscich, kiife a sedimentech. Pocty
kopii genu mcrA v 1 ml/g se pohybovaly v jednotkéach azZ stovkach kopii v ptipadé hnédou-
helnych lokalit a tisici az desetitisict kopii v ptipadé cernouhelnych lokalit. Zaroven bylo

zjisténo, Ze vyskyt genu mcrA neni ovlivnén pouze geografickym umisténim uhelného dolu,
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ale také polohou odbérového mista. S hloubkou odbéru rostl i pocet kopii genu mcrA. Dal-
$im zjiSténim byla také skutecnost, Ze nejveétsi methanogenni potenciél predstavovaly vzorky

s pevnou matrici a na ni adherovany biofilm.

Vysledky této prace pomohly vytipovat uhelné lokality s nejvétSim potencidlem pro podporu
biogenni methanogeneze. Na téchto lokalitdich probéhne po dalSich testech cilend podpora
methanogeni s cilem zvysit produkci biogenniho methanu, ktery mé potencial slouzit jako

obnovitelny zdroj energie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
AOM

ANME

CH4
CO,
Ct
DAPI
ddNTP
DGGE
DNA
En
EPA
FISH
MCR
mV
NGS
PCR
gPCR
RFLP
rRNA

SRB

TAE

Adenin

Anaerobni oxidace methanu

Anaerobni methan oxidujici Archaea

pocet parti bazi

Methan

Oxid uhlicity

Cyklus, kdy dochazi k nartistu fluorescence nad prah pozadi
2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-carboxamidin
dideoxynukleotid

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
Deoxyribonukleova kyselina
Oxidacéné-redukeni potencial

Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi
fluorescenéni in-situ hybridizace
Methyl-koenzym M reduktiza

Milivolt

Next Generation Sequencing

Polymerazova fetézova reakce

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce
Polymorfismus restrikénich fragmentt
Ribozomalni RNA

Sulfat redukujici bakterie

Thymin

Tris-acetat-EDTA
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TCD/FID  Plynova chromatografie s tepelné vodivostnim/plamenoionizacnim detektorem
TIC Celkovy anorganicky uhlik
TOC Celkovy organicky uhlik

TS Celkova sira



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

112

SEZNAM OBRAZKU
Obrazek 1 Schéma bioplynové stanice (Tenza, 2021).......ccccvieeciieeiieeeiieeeieeeeieeens 14
Obrazek 2 Slozeni uhli (OKD, 2012) ....covieiieieiieieeeseeeeeeee e 22
Obrazek 3 Typy uhli podle stupné premeény (OKD, 2012)......cccevvieriiecrienrieiieniens 23
Obrazek 4 Mechanismus tvorby uhli z rostlinného materialu (Tézba a vyuziti ¢erné¢ho
URIT, 20T1) oottt ettt e e e e e see e 24
Obrazek 5 Struktura MCR (Ermler a kol., 1997) ...cccvviioiiiiieeeeeeeeeeee e, 26
Obrazek 6 DAPI (2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-carboxamidin)) ..........ccccceeeneennee. 31
Obrazek 7 Schéma prubéhu PCR (upraveno podle BioNinja) ........ccccceeevverieecveennnnnne 32
Obrézek 8 Jednotlivé faze qPCR (LabGuide, 2019)......coviieiiiiiiiiiiiieiieieeeee 33
Obrazek 9 Vyuziti kiivky tani k odliSeni specifickych a nespecifickych produkti
(LabGuide, 2019) ..coeieieeieeee e 34
Obrazek 10 Schematické znazornéni prabéhu klonovani (LabGuide, 2019) ............. 36
Obrézek 11 Schematické zndzornéni priabéhu FISH (Abnova, 2021)......cccceeveennenee 38
Obrézek 12 Test primert a) 931f a 1100r b) mlas @ mCrA-rev........cccceeeceeevvieiieennne 63
Obrazek 13 Test primert a) ME3MF a ME2r b) ME3MFe a ME2r .......cccccoceieennenn. 64
Obrazek 14 Amplifikacni kfivka s vyuzitim primert 931fam1100r ...........cccceee. 64
Obrazek 15 Amplifikacni kiivka s vyuZzitim primerdt mlas a mcrA-rev..........co........ 65

Obrazek 16 Amplifikaéni kiivka vzorku anaerobniho kalu s pouzitim primerd mlas a
INCTATEV ..ttt ettt et et be et s sbe e e sae e 66

Obrazek 17 StellarTM Competent Cells + plazmid s vlozenym sledovanym tsekem

ZENU ITICTAL ..ottt ettt ettt ettt ettt et et e s e eaneenneeeeneeene 76
Obrazek 18 Vysledné standardni kiivky vzniklé sériovym nafedénim plazmidové
DNA a provedenim qPCR ........cociiiiiiiiieee et 76
Obrazek 19 Standardni kiivka qPCR pro absolutni kvantifikaci..........c.cccoecenieenine 77
Obrazek 20 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni poctu kopii useku genu mcrA ve vzorcich
........................................................................................................................... 78
Obrazek 21 Pocet kopii genu mcrA v 1 ml dilni vody nebo 1 g ¢erné¢ho uhli........... 80
Obrazek 22 Pocet kopii genu mcrA v 1 ml dilni vody nebo 1 g hnédého uhli. ......... 81

Obrazek 23 Srovnéani poctu kopii genu mcrA v kapalnych vzorcich hnédého uhli
(modfe) a cerného uhli (CETVENE) .......coviiiiiiieiiiecieeee et 82

Obrazek 24 Pocet kopii genu merA v environmentalnich vzorcich dodanych CGS..84



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

113

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Zdroje globalnich emisi methanu (modifikovano dle Lowe, 2006; Prather a

ERhalt, 2001) cueieeieieeee ettt sttt e 12
Tabulka 2 Slozky bioplynu a jejich procentuélni zastoupeni (pfevzato z Jelinek, 2001)

........................................................................................................................... 13
Tabulka 3 Vyuziti bioplynu a jeho aplikace, ptevzato z Kratky a Jirout, 2015.......... 15
Tabulka 4 Vyskyt methanogenti v ptirod¢ (modifikovano podle Liu a Whitman, 2008)

........................................................................................................................... 18
Tabulka 5 Typy reakci béhem methanogeneze v zavislosti na substratu a organismu

(modifikovano dle Hedderich a Whitman, 2006; Zinder, 1993). ...................... 20
Tabulka 6 Vybrané sady primert k detekci genu mcrA ..........coceeveeiiniiieniineeneenne. 52
Tabulka 7 Sbirkové kmeny vybrané pro test primerti...........cceeeeveeeeerveecieenveeneennens 52
Tabulka 8 S10Zeni PCR SMESI.....cccueriiriiiiiiieiierieeieeerieeee e 53
Tabulka 9 Nastaveni touch down PCR ..........ccoooiiiiiiiiiie e, 53
Tabulka 10 Nastaveni druhého kroku PCR ..., 54
Tabulka 11 Slozeni qPCR SMESI......cccuviiiiiiiiiiieiiiecite e 55
Tabulka 12 Nastaveni programu qPCR .........cccoooiiiiiiiiiieeeeeceee e 56
Tabulka 13 SloZeni PCR smési environmentélni vzorky dodané CGS....................... 57

Tabulka 14 Nové originalni primery pro kvantifikaci poc¢tu kopii sledovaného

o053 1 L OSSP SPPRTRRRPPPRRN 57
Tabulka 15 Specificky znacend DNA proba..........ccoccveeeviieeiiieeiiieeiieeeieceee e 58
Tabulka 16 SloZeni reakéni smési qPCR s pouzitim specifické DNA proby............. 58
Tabulka 17 Nastaveni programu qPCR s pouZitim specifické DNA proby ............... 58
Tabulka 18 SloZeni reak€ni SMESI ........cccoeeviiriiiiiiiiiiiiiicicecec e 60

URIT et 66
Tabulka 20 Namétfené hodnoty koncentrace vyizolované DNA ve vzorcich hnédého
TRttt e 67
Tabulka 21 Vysledky qPCRZ se vzorky ¢erného, hnédého uhli a dalni vody............ 69

Tabulka 22 Vysledky qPCR se vzorky ¢erného uhli s pouZzitim specifickych DNA préb



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

114

Tabulka 24 Naméfené hodnoty koncentrace vzorkii dodanych CGS................cc......... 74
Tabulka 25 Vyhodnoceni qPCR pro vodné faze a sedimenty. .........ccccoeevvevveecriennnnnne 75
Tabulka 26 Pocet kopii genu mcrA v pozitivnich vzorcich ¢erného uhli. Pfepocteno na

pocet kopii genu v 1 ml (dalni voda) nebo 1 g (uhli, voda z ¢elby — husta smés

pevné a Kapalné fAZE). .......coceeeiiiiiiiiieiecieeee e 79
Tabulka 27 Pocet kopii genu mcrA ve vzornich hnédého uhli.............ccoceeeininnennne. 80
Tabulka 28 Pocet kopii genu mcrA ve vzorcich dodanych CGS ......ooovevvveveeeeecnnn. 83



