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Materiały uzupełniające do pracy: Cisek AA, Bąk I, Cukrowska B. Improved Quantitative 

Real-Time PCR Protocol for Detection and Quantification of Methanogenic Archaea in Stool 

Samples. Microorganisms. 2023, 11(3):660.  

Table S1: Multiple alignments of the mcrA sequence fragment of 47 methanogenic archaea. 
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Table S2: Multiple alignments of the mcrA sequence fragment of 26 Methanobrevibacter and 

environmental species; nucleotides in bold represent the target of the mcrA_F3 primer.  
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Materiały uzupełniające do pracy: Cisek AA, Dolka B, Bąk I, Cukrowska B. Microorganisms 

Involved in Hydrogen Sink in the Gastrointestinal Tract of Chickens. International Journal of 

Molecular Sciences. 2023, 24(7):6674.  

Table S1—S4. The Spearman rho’s rank correlation results between microbial groups divided 

according to the chicken breeding method. 
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Materiały uzupełniające do pracy: Cisek AA, Szymańska E, Wierzbicka-Rucińska A, 
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6. Omówienie wyników i dyskusja 

6.1 Opracowanie autorskiego protokołu detekcji archeonów metanogennych 

Opracowanie protokołu oceny ilościowej całkowitej populacji archeonów metanogennych w 

próbkach kału było pierwszym etapem prac wchodzących w zakres rozprawy doktorskiej. 

Wyniki tego etapu zostały opisane w pracy oryginalnej pt. Improved Quantitative Real-Time 

PCR Protocol for Detection and Quantification of Methanogenic Archaea in Stool Samples 

(Cisek i wsp., Microorganisms, 2023). Z danych dostępnych w nukleotydowej bazie NCBI 

wytypowanych zostało 47 sekwencji DNA archeonów metanogennych w taki sposób, aby były 

one możliwie najbardziej zróżnicowane genetycznie i pochodziły od skrajnie różnych 

taksonomicznie gatunków metanogenów (materiały uzupełniające, tabele S1 i S2, str. 88-97). 

Takie postępowanie miało na celu wytypowanie najbardziej konserwatywnych regionów genu 

mcrA, co w rezultacie przyczyniło się do stworzenia uniwersalnych starterów do wykrywania 

szerokiej gamy archeonów metanogennych, także tych słabo poznanych i wcześniej 

niewykrywanych u ludzi  

W obrębie rejonów konserwatywnych sekwencji genu mcrA zaprojektowano kilka par 

starterów, spośród których jedna para (tj. nowy, zaprojektowany starter mcra_F3 oraz 

zmodyfikowany, opisany w literaturze starter mcrA-rev [53]) dawała wstępnie najlepsze 

rezultaty ustalone doświadczalnie. Testując różne warunki termiczne i czasowe reakcji, 

ustalono optymalny protokół detekcji ilościowej archeonów metanogennych. Wykazano, że w 

porównaniu z opisanym w literaturze protokołem [53,54], nowopowstały protokół 

charakteryzuje się zwiększoną swoistością i czułością. Opracowany autorski protokół pozwolił 

bowiem na zredukowanie koniecznej do uzyskania pozytywnego wyniku liczby komórek 

(genomów) metanogenów w badanym materiale nawet o jeden rząd wielkości (np. z 571 do 57 

kopii genu mcrA gatunku Methanomicrobium mobile) oraz obniżył ryzyko fałszywie 

dodatniego wyniku w próbkach niezawierających metanogenów. Było to szczególnie istotne, 

gdyż materiał genetyczny niektórych bakterii zasiedlających przewód pokarmowy, np. pałeczki 

Escherichia coli szczególnie łatwo amplifikował się przy użyciu dotychczas opisywanego w 

literaturze protokołu [53,54]. Zwiększona swoistość i czułość nowopowstałego protokołu 

wyrażała się także w ograniczeniu powstawania dimerów starterów, będących szczególnym 

problemem w przypadkach analiz prowadzonych z użyciem barwników interkalujących (np. 

użytym tutaj barwnikiem SYBR Green I). Opracowany protokół ograniczył generowanie 

odczytów z dimerów starterów, faworyzując amplifikację i detekcję produktów specyficznych. 
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Ponadto, pomimo iż nowy protokół cechował się niższą wydajnością, to wyniki osiągane dla 

próbek z niską liczbą sekwencji docelowych (w tym przypadku genu mcrA) były bardziej 

odtwarzalne i swoiste niż w protokole opisanym przez innych autorów [53,54]. Powyższe dane 

zostały potwierdzone na testowanych próbkach kałomoczu. Okazało się, że przy zastosowaniu 

nowego protokołu obecność metanogenów stwierdzona została we wszystkich 20 badanych 

próbkach, natomiast aż 7 wypadło ujemnie z użyciem poprzedniego protokołu. W skrócie, 

nowopowstały protokół zwiększył stopień wykrywalności oraz pozwolił na bardziej dokładną 

ocenę ilościową archeonów metanogennych w nawet tak trudnym materiale, jakim jest 

kałomocz kury. Wybór tego modelu zwierzęcego wynikał z potrzeby zwalidowania protokołu 

z użyciem trudnego materiału biologicznego, tj. kałomoczu. Materiał ten cechuje znaczny 

udział inhibitorów PCR, a także wysoka różnorodność mikroorganizmów go zasiedlających, 

przez co stanowił on idealny materiał do przeprowadzenia badań przedklinicznych. 

Szczegółową dyskusję dotyczącą powstawania protokołu detekcji archeonów przedstawiono w 

artykule pt. Improved Quantitative Real-Time PCR Protocol for Detection and Quantification 

of Methanogenic Archaea in Stool Samples (Cisek i wsp., Microorganisms, 2023) na str. 54-

55 rozprawy doktorskiej.  

Opisany powyżej, autorski protokół przetestowano w kolejnym etapie z wykorzystaniem 

większej liczby próbek pochodzących od kur (n=154), a wyniki tej analizy opisano w pracy 

oryginalnej pt. Microorganisms Involved in Hydrogen Sink in the Gastrointestinal Tract of 

Chickens (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2023). W toku prac 

ustalono nie tylko, że opracowany autorski protokół oceny ilościowej archeonów 

metanogennych jest skuteczny w przypadku trudnych próbek, ale także wykazano, iż 

zasiedlanie jelit przez archeony metanogenne jest uwarunkowane wieloma czynnikami.  

6.2 Czynniki wpływające na rozwój archeonów metanogennych w jelitach – badanie 

przedkliniczne 

W pracy oryginalnej pt. Microorganisms Involved in Hydrogen Sink in the Gastrointestinal 

Tract of Chickens (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2023) 

udowodniono, że aby organizm zwierzęcia został skolonizowany przez metanogeny, konieczny 

jest kontakt ze środowiskiem, w którym mikroorganizmy te naturalnie bytują, np. z odchodami 

innych zwierząt czy skażoną nimi glebą. Okazało się bowiem że żadna z kur 

eksperymentalnych – a były to zwierzęta pozbawione kontaktu ze środowiskiem naturalnym, 

utrzymywane w ściśle kontrolowanych warunkach – nie została zasiedlona przez archeony 
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metanogenne. Ponadto wykazano, że liczebność metanogenów jest różna w zależności od 

rodzaju próbki (kałomocz zawierał istotnie więcej metanogenów niż treść jelitowa; p<0.001), 

co może świadczyć o preferencjach metanogenów względem określonej niszy przewodu 

pokarmowego. Liczebność metanogenów okazała się także do pewnego stopnia zależeć od 

wieku zwierzęcia – im było ono starsze tym liczniej zasiedlone przez metanogeny (w grupie 1-

tygodniowych kur fermowych obserwowano istotnie mniej metanogenów niż u kur fermowych 

w wieku 3-4 oraz 5-6 tygodni; p<0,01). Podsumowując, czynniki środowiskowe, wiek kury 

oraz rodzaj pobranej do badań próbki okazały się istotnymi czynnikami warunkującymi 

obecność archeonów metanogennych w badanym materiale. 

Szczegółową dyskusję wyników opisanych w pracy pt. Microorganisms Involved in Hydrogen 

Sink in the Gastrointestinal Tract of Chickens (Cisek i wsp., International Journal of 

Molecular Sciences, 2023) przedstawiono na str. 65-67. 

6.3 Archeony metanogenne u dzieci z IBD  

W pracy oryginalnej pt. Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease 

in Relation to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of Molecular 

Sciences, 2024) w kale pobranym od dzieci z IBD oceniono częstość występowania i liczebność 

całkowitej populacji metanogenów oraz trzech najważniejszych ich taksonów (tj. Mb. smithii, 

Ms. stadtmanae oraz Methanomassiliicoccales). Do badań włączono dzieci z UC i CD, a grupy 

te podzielono według poziomu aktywności choroby ocenianej na podstawie indeksów 

aktywności (PCDAI i PUCAI) oraz stężenia FCP. W kale dzieci z grup IBD stwierdzono 

obniżoną częstość wstępowania archeonów metanogennych (zwłaszcza w grupie UC, która 

wynosiła 83%, p<0,05) w stosunku do grupy kontrolnej, w której częstość wstępowania ogólnej 

populacji metanogenów wynosiła 100%. Iloraz szans detekcji badanych metanogenów był 

także wyższy w grupie kontrolnej w porównaniu z większością grup IBD, z wyjątkiem 

aktywnej postaci CD, i mieścił się on w przedziale między 0,21 a 0,78.  

Liczebność ogólna metanogenów była obniżona w przypadku pacjentów chorujących na UC 

(p<0,001) i CD (p<0,05) w stosunku do dzieci kontrolnych. Co ciekawe, liczebność 

metanogenów pomiędzy grupami IBD także różniła się istotnie statystycznie: pacjenci 

chorujący na UC mieli obniżoną liczebność metanogenów w stosunku do dzieci z grupy CD 

(p<0,05). Ponadto, spośród trzech badanych podgrup metanogenów, wyłącznie liczebność Mb. 

smithii wykazywała tendencję spadkową u pacjentów chorych na UC (p<0,01) w stosunku do 
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kontroli, co może być związane z faktem, że gatunek ten dominuje w populacji archeonów 

metanogennych zasiedlających jelita ludzi i to głównie obniżenie jego liczebności odpowiada 

za obniżenie całkowitej liczby metanogenów. 

Analiza korelacji aktywności procesu chorobowego w UC i CD nie wskazywała istotnych 

statystycznie powiązań wartości indeksów PCDAI i PUCAI z badanymi grupami 

metanogenów, poza dodatnią korelacją zachodzącą pomiędzy całkowitą populacją 

metanogenów a wartością PCDAI w aktywnej postaci CD (Rs = -0,48; p<0,05). Ponadto 

pacjenci z nieaktywną postacią UC charakteryzowali się najbardziej wyraźną, istotną 

statystycznie dodatnią korelacją pomiędzy liczebnością Ms. stadtmanae a stężeniem FCP w 

kale (Rs = 0,41; p<0.05), co pośrednio może potwierdzać negatywny wpływ tego gatunku na 

zaostrzenie procesów zapalnych w jelitach. Ms. stadtmanae to bowiem gatunek uważany za 

predysponujący do rozwoju procesów zapalnych (co jednak zostało dotychczas dowiedzione 

jedynie w badaniach in vitro [44]).  

Interesująca jest z kolei zależność zaobserwowana pomiędzy wiekiem pacjentów a liczebnością 

metanogenów. W grupie kontrolnej jedynie liczebność metanogenów z rzędu 

Methanomassiliicoccales wykazywała wzrost wraz z wiekem dzieci (Rs = 0,49; p<0,01), co 

jest zgodne z danymi opisanymi przez innych badaczy [29,33]. Z drugiej strony, 

zaobserwowano statystycznie znaczący spadek liczebności zarówno całkowitej populacji 

metanogenów (Rs = -0,56; p<0,01) oraz Mb. smithii (Rs = -0,53; p<0,05) wraz z wiekiem w 

grupie pacjentów z aktywną postacią CD. Przypuszczalnie, zależność tę można by tłumaczyć 

faktem, że u starszych dzieci z CD może trwać dłużej niż u młodszych, stąd mikrobiota jelitowa 

przez dłuższy czas podlegałaby niszczącemu działaniu zapalnemu tej choroby. O ile powyższy 

stwierdzenie stanowi jedynie hipotezę, to istnieje badanie, które w sposób bardziej 

jednoznaczny wskazuje na to, że dysbioza archeonów jest następstwem procesu zapalnego (lub 

innego mechanizmu) towarzyszącego IBD, a nie czynnikiem odpowiedzialnym za wywołanie 

choroby. Zaobserwowano bowiem, że u dzieci z długotrwałą postacią CD zmienia się skład 

archeonów w stosunku to pacjentów nowo zdiagnozowanych, u których to skład procentowy 

archeonów przypomina jeszcze ten, jaki obserwowany jest u dzieci zdrowych [52].  

Szczegółową dyskusję wyników przedstawiono w pracy pt. Methanogenic Archaea in the 

Pediatric Inflammatory Bowel Disease in Relation to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., 

International Journal of Molecular Sciences, 2024) na str. 81-82. 
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7. Wnioski 

Na podstawie analizy wyników stwierdzono że: 

1. Autorski protokół oceny ilościowej archeonów metanogennych charakteryzuje się 

podwyższonymi parametrami walidacyjnymi w stosunku do protokołu dotychczas 

stosowanego w literaturze tematu, oraz jest skuteczny, co zostało dowiedzione w 

badaniach przedklinicznych z wykorzystaniem zwierząt. 

2. Liczebność i częstość wykrywania archeonów metanogennych w kale może podlegać 

zmianom w zależności od czynników środowiskowych i wieku gospodarza, a u ludzi 

może być dodatkowo związana z wystąpieniem IBD, w tym szczególnie UC.  

3. U dzieci częstość występowania, iloraz szans detekcji oraz liczebność archeonów 

metanogennych jest zależna od postaci IBD (UC vs CD) oraz od aktywności tej 

choroby. 

4. Dysbioza metanogenów może być następstwem IBD, a nie czynnikiem wywołującym 

tę chorobę. 

5. Znaczenie archeonów metanogennych w rozwoju IBD u dzieci jest nadal w dużej 

mierze niepoznane. Przeprowadzone badania noszą znamiona nowości, a otrzymane 

wyniki przysłużą się lepszemu poznaniu mechanizmów rozwoju IBD. 
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Spis tabel i rycin 

Cisek AA, Szymańska E, Aleksandrzak-Piekarczyk T, Cukrowska B. The Role of 

Methanogenic Archaea in Inflammatory Bowel Disease—A Review. Journal of Personalized 

Medicine. 2024, 14(2):196. DOI: 10.3390/jpm14020196 

strona 35 Rycina 1. Porównanie składu jelitowego archeomu (mikrobiomu 

archeonów) pomiędzy pacjentami chorującymi na IBD a osobnikami 

zdrowymi. Rozmiar czcionki wskazuje na udział ilościowy danego 

taksonu w mikrobiocie jelitowej; kolor wskazuje na wzrost (czerwona 

czcionka) lub spadek (zielona czcionka) danego taksonu w przebiegu 

IBD w stosunku do zdrowych osobników. Mb. – Methanobrevibacter; 

Ms. – Methanosphaera.  

strona 37 Rycina 2. Schemat prezentujący możliwe powiązania zachodzące 

pomiędzy dysbiozą archeonów metanogennych i patogenezą IBD. 

Zmiana w zakresie składu i/lub przerostu archeonów zapoczątkowana 

przez negatywne czynniki zewnętrzne (np. antybiotyki, dietę typu 

zachodniego) jest związana z intensyfikacją procesów zapalnych w 

jelitach, co zwrotnie wpływa na mikrobiotę jelitową. TNF-α – czynnik 

martwicy nowotworów. 

 

Cisek AA, Bąk I, Cukrowska B. Improved Quantitative Real-Time PCR Protocol for Detection 

and Quantification of Methanogenic Archaea in Stool Samples. Microorganisms. 2023, 

11(3):660.  

strona 44 Tabela 1. Lista oligonukleotydów zastosowanych do detekcji genu 

mcrA. 

strony 46-47 Tabela 2. Porównanie (ang. alignment) sekwencji genu mcrA 47 

gatunków archeonów metanogennych w obrębie fragmentu sekwencji 

wiążącej zaprojektowany starter Forward  

strona 48 Rycina 1. Porównanie krzywych amplifikacji dwóch protokołów: 

oryginalnego, opisanego w literaturze oraz nowoopracowanego. 
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Porównania dokonano w tych samych warunkach termincznych, tj. z 

temperaturą przyłączania starterów (Tan) równą 55°C.  

strona 48 Rycina 2. Wynik rozdziału elektroforetycznego po reakcji PCR w 

gradiencie temperatury przyłączania starterów (Tan). Optymalna Tan 

mieściła się w zakresie 59 do 60°C. Amplikon ma długość 270 pz. M – 

marker wielkości DNA. 

strona 49 Tabela 3. Wskaźniki wykrywalności genu mcrA obu porównywanych 

protokołów stwierdzone doświadczalnie z wykorzystaniem czterech 

badanych kontroli pozytywnych.  

strona 50 Rycina 3. Wykresy przedstawiające profile topnienia czterech kontroli 

pozytywnych uzyskane z zastosowaniem obu porównywanych 

protokołów. 

strona 51 Tabela 4. Powtarzalność i wydajność reakcji amplifikacji z 

wykorzystaniem obu porównywanych protokołów uzyskana dla 

czterech kontroli pozytywnych. 

strona 52 Tabela 5. Wyniki amplifikacji uzyskane dla bakteryjnych próbek DNA 

stanowiących kontrole niedocelowe (ang. non-target controls). 

strona 53 Rycina 4. Wykresy przedstawiające krzywe amplifikacji oraz profile 

topnienia bakteryjnych próbek DNA stanowiących kontrole 

niedocelowe (ang. non-target controls) zestawione z czterema 

kontrolami pozytywnymi uzyskane z zastosowaniem obu 

porównywanych protokołów 

strona 54 Table 6. Wyniki amplifikacji uzyskane dla 20 próbek kałomoczu z 

zastosowaniem obu porównywanych protokołów. 

 

Cisek AA, Dolka B, Bąk I, Cukrowska B. Microorganisms Involved in Hydrogen Sink in the 

Gastrointestinal Tract of Chickens. International Journal of Molecular Sciences. 2023, 

24(7):6674.  
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strona 60 Rycina 1 (A-F). Wykresy pudełkowe ilustrujące liczebność badanych 

grup mikroorganizmów w próbkach kałomoczu i treści jelit ślepych. 

Istotność statystyczna badana testem Kruskala-Wallisa: ** p<0,01; *** 

p<0,001; ns – brak istotności statystycznej. 

strona 61 Rycina 2 (A-F). Wykresy pudełkowe ilustrujące liczebność badanych 

grup mikroorganizmów w trzech systemach hodowlanych. Istotność 

statystyczna badana testem Kruskala-Wallisa: * p<0,05; *** p<0,001; 

ns – brak istotności statystycznej. 

strona 62 Rycina 3 (A-F). Wykresy pudełkowe ilustrujące liczebność badanych 

grup mikroorganizmów w grupach wiekowych kur fermowych. 

Istotność statystyczna badana testem Kruskala-Wallisa: * p<0,05; ** 

p<0,01; brak symbolu oznacza brak istotności statystycznej. 

strona 63 Rycina 4 (A-F). Wykresy pudełkowe ilustrujące liczebność badanych 

grup mikroorganizmów w grupach wiekowych kur eksperymantalnych. 

Istotność statystyczna badana testem Kruskala-Wallisa: * p<0,05; ** 

p<0,01; *** p<0,001; brak symbolu oznacza brak istotności 

statystycznej. 

strony 64-65 Tabela 1. Liczebność innych, wybranych mikroorganizmów 

utylizujących wodór z podziałem na systemy hodowlane. 

strony 67-68 Tabela 2. Wybrane parametry hodowli. 

strona 68 Tabela 3. Charakterystyka kur eksperymentalnych. 

strona 69 Tabela 4. Charakterystyka kur fermowych. 

strona 69 Tabela 5. Charakterystyka kur wiejskich, wolnożyjących. 

strona 70 Tabela 6. Startery zastosowane w pracy. 

strona 71 Tabela 7. Parametry termiczne zastosowane w celu analizy ilościowej 

każdej z badanych grup mikroorganizmów. 

Cisek AA, Szymańska E, Wierzbicka-Rucińska A, Aleksandrzak-Piekarczyk T, Cukrowska B. 

Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease in Relation to Disease 

Type and Activity. International Journal of Molecular Sciences. 2024, 25(1):673. DOI: 

10.3390/ijms25010673.  
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strona 77 Tabela 1. Charakterystyka pacjentów. SD – odchylenie standardowe; 

Mdn – mediana; PCDAI – pediatryczny wskaźnik aktywności choroby 

Leśniowskiego-Crohna; PUCAI – pediatryczny wskaźnik aktywności 

wrzodziejącego zapalenia jelita grubego; FCP – kalprotektyna w kale; 

CD – choroba Leśniowskiego-Crohna; UC – wrzodziejące zapalenie 

jelita grubego. Istotność statystyczna badana testem Kruskala-Wallisa: 

* p<0,05 w porównani z kontrolą; # p<0,05 w porównani z nieaktywną 

formą tej samej jednostki chorobowej. 

strona 77 Tabela 2. Występowanie archeonów metanogennych [%] w 

poszczególnych grupach pacjentów chorujących na IBD i kontrolnych. 

CD – choroba Leśniowskiego-Crohna; UC – wrzodziejące zapalenie 

jelita grubego. Istotność statystyczna badana testem dokładnym Fishera: 

* p<0,05 w porównaniu z kontrolą. 

strona 78 Tabela 3. Iloraz szans detekcji archeonów metanogennych w 

poszczególnych grupach pacjentów chorujących na IBD i kontrolnych. 

CD – choroba Leśniowskiego-Crohna; UC – wrzodziejące zapalenie 

jelita grubego. Istotność statystyczna badana testem 2x2 (narzędzie 

OpenEpi web tool). 

strona 78 Rycina 1 (A-D). Porównanie liczebności archeonów metanogennych w 

próbkach kału (suchej masy) u pacjentów z chorobą Leśniowskiego-

Crohna (CD), wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego (UC) oraz w 

grupie kontrolnej. Najbardziej wyraźne różnice obserwowano w totalnej 

liczbie metanogenów (A). Istotność statystyczna badana testem 

Kruskala-Wallisa: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; brak symbolu 

oznacza brak istotności statystycznej. 

strona 79 Rycina 2 (A-D). Porównanie liczebności archeonów metanogennych w 

próbkach kału (suchej masy) u pacjentów z chorobą Leśniowskiego-

Crohna (CD), wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego (UC) w 

zależności od stopnia aktywności choroby oraz w grupie kontrolnej. 

Najbardziej wyraźne różnice obserwowano w totalnej liczbie 

metanogenów (A). Istotność statystyczna badana testem Kruskala-
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Wallisa: ** p<0,01; *** p<0,001; brak symbolu oznacza brak istotności 

statystycznej. 

strona 80 Rycina 3. Korelacja pomiędzy liczebnością archeonów metanogennych 

w próbkach kału (suchej masy) a wskaźnikiem aktywności choroby 

(PCDAI lub PUCAI) u pacjentów z chorobą Leśniowskiego-Crohna 

(CD), wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego (UC). Jedyna istotna 

statystycznie korelacja obserwowana była pomiędzy totalną liczbą 

metanogenów a indeksem PCDAI w aktywnej postaci CD (zielone 

obramowanie). 

strona 80 Rycina 4. Korelacja pomiędzy liczebnością archeonów metanogennych 

w próbkach kału (suchej masy) a stężeniem kalprotektyny w kale (FCP) 

we wszystkich badanych grupach pacjentów. CD – choroba 

Leśniowskiego-Crohna; UC – wrzodziejące zapalenie jelita grubego. 

Jedyna istotna statystycznie korelacja obserwowana była pomiędzy 

liczbą Ms. stadtmanae a FCP w nieaktywnej postaci UC (zielone 

obramowanie). 

strona 81 Rycina 5. Korelacja pomiędzy liczebnością archeonów metanogennych 

w próbkach kału (suchej masy) a wiekiem pacjentów we wszystkich 

badanych grupach. CD – choroba Leśniowskiego-Crohna; UC – 

wrzodziejące zapalenie jelita grubego. Istotne statystycznie korelacje 

obserwowane były pomiędzy wiekiem a totalną liczbą metanogenów i 

Mb. smithii w aktywnej formie CD, oraz pomiędzy wiekiem a liczbą 

Methanomassiliicoccales w grupie kontrolnej (zielone obramowania). 

strona 85 Tabela 4. Startery zastosowane do detekcji archeonów metanogennych. 

strona 85 Tabela 5. Parametry termiczne zastosowane w celu analizy ilościowej 

każdej z badanych grup metanogenów. 
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Zgody komisji etycznych 
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