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1. Uvod

Produkce a oxidace metanu jsou mikrobialni procdagré zasadh ovliviuji
fungovani mokadu (dekompozici organické hmoty a jejiepeny), a také koncentraci
metanu v atmosfé. Metan je takédinny sklenikovy plyn, ktery jéast&né zodpoedny za
sowasné zmany klimatu. Mokady jsou jednim z hlavnich zdéometanu, avSak soéasré
akumuluji uhlik ve formy oduntelé organické hmoty. Proto jeildZité znat porfr mezi
produkci organickych latek a jejich dekompozicialké pordr mezi produkci metanu a jeho
oxidaci. Vlivem globalnich zem miZe dochazet ke ztnam v mnoZstvi a frekvenci srazek a
ke znen¢ teploty a tim ke zgné vodniho reZimu maladnich ekosystén Tyto zneny a
vliv na fungovani ekosystému je mozné pozorovat okiadech urdle odvodrinych
v minulosti. Raselinigt a raselinné snmimy byly odvodiovany jiz od konce 19. stoleti za
Gcelem €zby raSeliny, zewdelskymi (&ely nebo zvySeni produkceava. Od konce 20.
stoleti jsou snahy o jejich revitalizaci a znovuobeni £chto mokadnich ekosystéin
(Bufkova, 2013).

Pt odvodréni mokiadi (raSelini¥) dochazi k urychleni rozkladu organické hmoty a
muze dojit ke zvySeni koncentrace dusikatych &ain v pidé, které mohou ovlizovat
produkci a oxidaci metanu. Podabrevitalizace ¢ive odvodinych ekosystéfinmize vést
k jejich eutrofizaci nasledkem odiemi ¢asti vegetace a uvainim dusikatych latek a
fosforu z rozkladané organické hmoty dalp. V mokadech niZze gisun dusiku ovliovat
jak metanogenezi, tak metanotrofii. Udaje z literatv3ak nejsou jednozéé a vliv
piisunu dusikatych latek na aktivity metanogennicheganotrofnich mikroorganisimeni
dosud vyjasén, prestoZze mZze vyznami ovliviiovat oba procesy. Nizké koncentrace
amoniaku mohou podporovat oxidaci metanu, ale vi®$icentrace jiz mohouupobit

inhibi¢né. Dusinany mohou zvySovat rychlost metanotrofie a¢as@® mohou snizovat

rychlost metanogeneze.



V této praci jsem se zafiila na rychlost metanogeneze a rychlost metanetrofi
padé odvodrénych, revitalizovanych aifgozenych raselinnych sgin na Sumay a na vliv

mineralniho a organického dusiku na produkci aaoiidhetanu.

Cil prace

Zjistit, jaky vliv ma odvodsini, revitalizace a ifisun mineralniho a organického dusiku do
ekosystému raSelinnych stmr na produkci metanu mikrobialni skupinou Archaeaa

oxidaci metanu metanotrofnimi baktériemi.



2. Literarni prehled

2.1. RaSelinné smtiny — popis ekosystému

RaSelinné sntiny vznikaji na sild zamokenych midach, kde dochazi k raselim.
Maji fidké stromové patro, vémz se kromi smrku (Picea abies)\yskytuji i krizy (Betula
pendula a B. pubescens V bylinném pate roste suchopyr pochvatyErfophorum
vaginatun), vlochyrg (Vaccinium uliginosum klikva (Oxycoccus palustrjs Mivaji také
husté, druho¥ bohaté mechové patro, kteréize mit pokryvnost az 70 %. NepstjSi jsou
raSeliniky Sphagnumspp.), jatrovka Bazzaniatrilobata) a plonik obecny Rolytrichum
commung(Santiickova,Vrba a kol., 2010).

2.2. Vliv odvodréni a revitalizace na raselinné smiiny

Nékteré raSelinné sndiny byly v minulosti odvodény z divodu zlepSeni
hospodgeni v lesich. B odvodréni dochazi ke snizeni hladiny podzemni vody a dé&sla
toho ke zvySeni provzdu&mi pidy a k rychlejSi dekompozici organické hmoty. &m
aer@&niho statusu gy pak nasleduje i zéma sloZzeni vegetace, kdy dochazi k posunu
k suchomilijSi vegetaci (vicei@gvin a ké&ickovité vegetace).

V disledku odvod#ni dochazi ke sniZzeni vodni hladiny a tinstZeni aerobni vrstvy

v

pudy. To ovliviuje také mikrobialni metanotrofni a metanogenniesemstva zijici v pdé
raSelinnych sn#in. Metanotrofni bakterie Ziji ievazi v aerobnim progedi, protoze
vyZzaduji kyslik k oxidaci metanu na oxid ity a vodu Existuje vSak i anaerobni oxidace
metanu, a proto najdeme metanotrofy i v anaerolprivstedi, kde mohou dkteré druhy
piezivat. Metanogenni archaea Ziji v anoxickych podtddh. PestoZze jsou metanogeni
obligatni anaerobové a nejsou prgpodobré schopni #st v aerobnich vrstvach raSeliny,
jsou schopni fezit obdobi, kdy fda neni zaplavena vodou (Kettunen et. al., 1999).

P¥i odvodreéni a nasledné zvySené dekompozici organické hmdé#erdochazet také
ke zvySeni koncentrace dusikatych sknin v mdé, které mohou ovlikovat produkci a
oxidaci metanu. Dusikaté latky mohou byt ré¥rz raSelinidt vyplavovany, coz rizve mit
negativni vliv na podzemni a povrchové vody, htama eutrofizaci a acidifikaci vod (Olde
Venterink et al., 2002).

Revitalizace raSelinnych stim se provadi zivodu navraceni mdakdnich
ekosystém do pivodniho stavu f&d odvodinim. Hlavnim dvodem je obnova zacélem

zachovani firozenych ekosystéim obnovy girozeného vodniho rezimu raSelinné &my



i jejiho okoli a pedevsSim obnova gvodnich mikrobialnich, rostlinnych i Zi¢@nych

v

spole&enstev Zijicich na dané lokalit
2.3. Produkce a oxidace metanugznimi organismy

2.3.1. Produkce metanu (metanogenege

Metanogeneze je produkce metanu metanogennimi arg@aismy. Metanogeni
pafti dotiSe Euryarcheota. Tvoctyii tridy a Sestadi skupiny Archeobakterii. Mohou byt
fylogeneticky z#azeni do pti fadi, jmenovie Methanopyrales, Methanobacteriaceae,
MethanococcaleandMethanosarcinaleglLai, 2009).

V anaerobnim prosdi s nizkou koncentraci sulidd nitrati nastdva kompletni

rozklad organické hmoty metanogenezi.ri? vznikd CH a CQ podle reakce:

CeH120s— 3CQ +3CH,

Metanogeni jsou vazani na niekini mdy s hodnotami oxidae-redukeniho
potencialu () nizSimi nez -200mV (Reddy and Delaune, 2008jkrobialni proces
metanogeneze je potéepazi fizen nepitomnosti kysliku a mnozstvim snadno rozlozitelné
hmoty (Segers, 1998Metanogeni nejsou schopni vyuzivat vysokomolekiilgotymery, a
proto jsou zavisli alespiona tech skupinach mikroorganisneahrnujicich hydrolyticke,
fermentativni a acetogenni bakterie. Vodik je aisakanapiklad rozkladem organickych
kyselin (Reddy and Delaune, 2008).

V zavislosti na pouzitém substratu rélzgeme metanogeny do 3 skupin:
1. Vyuzivajici jako substrat acetat: GEOOH— CH; + CO,
2. VyuZivajici substrat typu CJCO,CQ a HCOOH-formiat) CO,+ H, — CH,
3. VyuZivajici methylové substraty: methanol(§MH), methylmercaptan (GSH)
methylamine (CkNH3"), dimethylamine(( CH3)2NK), trimethylamine (Ck)sNH*
CHz-OH + H, — CH,4

Metanogeni jsou obligatni anaerobni autotrofni nigray (vyuZivaji CQ jako zdroj
C a jako elektronovy akceptor) nebo heterotrofjaaismy (pouzivaji jako zdroj energie
organicky substrat). Naiklad autotrofni metanogeni pouzivaji €Q@ako elektronovy
akceptor a vodik jako darce elektéorHeterotrofni metanogeni pouzivaji acetéitr pro
biosyntézu a jako zdroj energieg¢lim tohoto procesu metanogeremenuji acetat na CoO



a metan a vyuZzivajifptom jiné biochemické cesty nez autotrofni metarogJak pro
autotrofni, tak pro heterotrofni skupiny metanagerati, ze elektrony a vodikoveé kationty
jsou genasSeny pomoci ipnasSén a tim vznikd protonovy gradientigs mikrobialni
membranu, kter&idi syntézu ATP. Ve sladkovodnich ntelech je metanogenezasto

koneinym katabolickym procesem v rozlozZeni organickeé tynil@eddy and Delaune, 2008).

2.3.2. Oxidace metanu (metanotrofie)

Metanotrofni bakterie jsou aerobni organismy oxiunetan, kdy oxidaci metanu
vznika CQ a voda. Pdi do podskupiny eubakterii znamych jako metanotré@foktei
vyuZivaji jednoduché uhlikaté skmniny pro ziskani energie a jako zdroj uhliku pvéj s
rast (Lai, 2009).

Metanotrofové pdt bud mezi Gammaproteobacteriaeboli Metanotrofové typu |
(10 riznych druli) nebo meziAlphaproteobacterianeboli metanotrofové typu Il (druhy
Methylocystis Methylosinus, Methylocella, Methylocapsdetanotrofové typu | asimiluji
uhlik pies ribulézu-monofosfat, zatimco metanotrofové typwyuzivaji serin (Conrad,
2009).

Déale zname dva hlavni typy metanotrofni aktivityvi®m typem je vysokoafinitni
oxidace, ktera probihafipkoncentracich metanu blizkych atmosférickym koriceeim
metanu (Jaatinen et al., 2005; Lai, 2009). Tentojadetanu neni energeticky vyznamny, a
proto enzymy d&chto bakterii maji vysokou afinitu k substratu (Gah 2009). Druhym je
nizkoafinitni oxidace, ktera probihati pkoncentraci metanu vysSi nez atmosférické.
Nizkoafinitni metanotrofie probih&guevsim naaseliniStich, ryZzovistich nebo na skladkach
(Jaatinen et al., 2005) a je vyvolana koncentracmetanu mezi 0,07 az 0,65 mg/l (Lai,
2009). VsSichni metanotrofové vyuZivaji enzym metaorooxygenaza (MMO), kil
v rozpustné cytoplazmatické, nebasticové membranevvazané formy, ktera katalyzuje
bakterialni oxidaci metanu (Jaatinen et al., 20D&i, 2009). Nejprve MMO rozbije
kyslikatou vazbu O-O a poté slouzi jako koncovikietmovy akceptor pro vytweni CQ
béhem oxidace metanu (Lai, 2009).

Podle Segers (1998) jsou hlavnimi faktolydicimi rychlost metanotrofie
koncentrace kysliku a metanu vids. Ztoho vyplyva, Ze metanotrofni aktivita na
raSelinistich je obvykle nejvyssi blizkotpnérné vysky vodni hladiny, coz odpovida hranici
mezi aerobni a anaerobni zonou, kde je mnoZststsib (CH) a kysliku optimalni (Lai,
2009) Metanotrofové se mohou vyskytovat i v hlubSich wésh pidy, nagiklad se
vyskytuji v okoli kadenmi, kam se dostava kyslik aerenchymatickym pletiveées postliny.

Rovrez byli nedavno nalezeni uvhitaSeliniku, kde poskytuji rostlinam GOxidaci metanu



(Larmola et al., 2010). Rychlost metanotrofigiz@ byt inhibovana také nizkouigni
vihkosti (Paul and Clark, 1996).

Vznik metanu v piadé a zpasob jeho uvohiovani do atmosféry

Metan je produkovan v anaerobni 2@aplavenych {gd metanogennimi archaea a je
oxidovan na C@metanotrofnimi bakteriemi v aerobni i anaerobmi¢adokiadnich fid. K
emisim metanu ztgy do atmosféry dochaziigs aerenchym mae&dnich rostlin, difuzi a
ebulici (vybublavanim) (Lai, 2009) (Obr. 1).

Aerenchymatické pletivo ma&dnich rostlin je specialni pletivo uniagici vedeni
plyni z pidy do atmosféry a naopak.i#e byt ges ] veden nafiklad metan z fidy do
atmosféry a kyslik vogaém smru na zaklad koncentraniho spadu. Nedochazi tak
k oxidaci metanu v aerobnich vrstvadldp a emise metanu mohou byt diky tomutenmsu
veétsi, nez by byly v matadnim progedi s jinymi druhy rostlin nebo bez vegetace. Zé&fiov
se miZe kyslik dostat aZ ke kenim rostlin a pes & do hlubSich vrstevimly, kde by mohlo
byt za normalnich okolnosti jiz anaerobni pfedt. Diky tomuto fenosu niZze probihat
metanotrofie i v hlubSich vrstvachigly, nez by tomu bylo v prastdi bez vegetace nebo
s jinym typem vegetace (nidklad keicky).

K ebulici dochazi v fipac, kdyz parcialni tlak vSech rozpasfch plymi v roztoku
je WwtSi nez hydrostaticky tlak wvipgé a tim se vytvieji bubliny plynu (Lai, 2009).
Vybublavanim se iize uvohovat hlave metan a oxid uhlity. | kdyZ metan nebo oxid
uhli¢ity mohou byt uvaiovany ve stejném potru, bubliny plynu budou obsahovat vice
CH, nez CQ, protoZe metan seife rozpousti ve vadnez CQ a miZe se tedy vytvét
vice bublin CH nez CQ (Kirk, 2004).



Vascular transport

0, Y cH,

Difusion  Bubbles
CH, CH,

Methanogenesis
Fermentation

f

Planttissues —  Organic C <#— Rools
(exudation, decay)

Obr.1: Schéma cyklu metanu ukazujici produkci, #ploi a mechanismy jeha‘gmosu
(Bubier and Moore, 1994).

2.3.3. Faktory ovliviiujici produkci a oxidaci metanu

a) Padni vihkost

Vyska vodni hladiny je ktibvym faktoremiidicim produkci a oxidaci metanu v
mokiadech. Le Mer and Roger (2001) zjistili, Zze v ifamlech na severu USA
variabilita emisi Cl zavisela na vysce hladiny podzemni vody a na nimoksienicich
rostlin s aerenchymem, kde se oba faktory vzéageoviviiovaly.

Podle Kettunen et. al. (1999) se&ru vysky hladiny podzemni vodyie souviset
I mnozstvi substratu pro metanogeny. Po snizemivblddiny se zvysi aerobni degradace
v nesaturovanych vrstvach raSeliny a sglodvavaji se organické skaniny, které by
v anoxickych podminkach podporovaly produkci metdPnoto pokud dochazi k vysychani
pudy, dochazi také ke sniZzovani koncentrace metapid& Naproti tomu niZze d@&asné
zvySeni vodni hladiny nasledované jejim poklesenolnity metan z hlubokych vrstev
raSeliny,takze oxidace metanuie byt znovu aktivovana vadledku déasného zvyseni

dostupnosti substratu.



b) Dostupnost kysliku a oxid&né-redukéni potencial pidy

Mezi hlavni faktory limitujici rychlost metanotrefipati dostupnost kysliku (Le Mer
and Roger, 2001). Metanotrofové fatiuji kyslik, ale jsou schopnig¥it i v anaerobnich
podminkach.Podobr jako metanotrofové jsou schopniegit v anaerobnich podminkach,
jsou metanogeni po titou dobu schopniiezit v aerobnich podminkach (Kettunen et. al.,
1999). Metanogeni jsou oviiwvani gedevSim hodnotou oxidas-redukéniho potenciélu
se kterym souvisi dostupnost elektronovych akcép(@O,) vhodnych pro metanogeny.
Z uvedeného vyplyva, Ze alternativni elektronovéegkory, nafiklad NOy, Fe*, Mn*,
SO a mozna i huminové kyseliny, patlgi metanogenezi, protoze podporuji energeticky
vyhodrgjSi cesty k ziskavani energie nez je vyuziti,GOegers, 1998).

Existuje také anaerobni oxidace metanu (AOM). AOMvyznamna fedevSim
v marskych sedimentech a slanych vodach. Ve sladkovbdgkosystémech probiha AOM
jen omeze#& Byla pozorovanaipdevSim v jezerech, v odpadnich kalech a v ryZiohist
V moiskych ekosystémech je AOM spojena s mikrobialniuked sirafi (SR), ktera
pravdépodobré spotebovava wtSinu metanu vyprodukovaného v iskych sedimentech,
odkud se uvaluje difazi (Smemo and Yavitt, 2011). Islas-Lima at (2004) a
Raghoebarsing et.al (2006) dokazali, Ze AOM velsladdnich ekosystémech je spojena
s denitrifikaci a denitrifikénimi bakteriemi, které poskytuji energeticky vhodiernativy
k morské AOM spojené s mikrobialni redukci sikaalSi prace navrhuji, Zze AOM by
mohla byt uskuténéna denitrifika&nimi baktériemi v nefftomnosti archea (Ettwig et al.,
2008) a tento proces by mohl byt spojovan s reddisitarii (NO';) a produkci kysliku jako
elektronového akceptoru (Ettwig et al., 2010). Fmab by tedy aerobni metabolismus

v anaerobnich podminkach.

Smemo a Yavitt (2006) zpochyyi vySe uvedené ipdpoklady a navrhuji
potencionala duleZitou roli AOM v riznych typech raSelinis zjistili, Ze AOM vyskytujici
se sodasré s metanogenezi ke spotebovavat vyznamné mnoZstvi vyprodukovaného
metanu.Dale se objevuje AOM v zavislosti na akumulaci vgB8Skoncentraci metanu
AOM a zndmymi energetickymi cestami (SR, denitéfik nebo redukce Zeleza) jsou stéle
nejasné. Smemo a Yavitt (2007) poskytlikdz, Ze AOM se vyskytuje iv raSelinnych
padach, ale nebyl popsanigmb jejich Zivota a jaké vyuZivaji elektronové akoey. SQ*
jako elektronovy akceptor je nepraypddobny, protoZe koncentracéchito ionti jsou

v raSeliniStich velmi nizké ve srovnani siskymi ekosystémy. DalSi moZnosti



elektronového akceptoru jsou ionty BIOAOM mohou vyuzZivat N@ jako elektronovy
akceptor poskytujici skoro stejné mnozstvi volnérgie jako aerobni oxidace metanu, ale
tato oxidace probiha jinym apobem nez AOM spojend s SR (Smemo and Yavitt (2011)
Mechanismy AOM proto istavaji stale nejasné, i kdyz bylo zjisd, Ze AOM zahrnuje
dusitany a oxidy dusikjako elektronové akceptory pro metanotrofii (Ettveigal., 2010). |
kdyZz okysleeni povrchu raSeliny dnem vegeténi sezony miZze zvySovat koncentraci
dusinani v porové vod, tento mechanismus se zdd byt na raSeliniStich ¢ mén
pravéEpodobny. NiZsi nitrifikace nebastsi rychlost denitrifikace limituje dostupnost M@
oxidu dusiku v systému. Obrat dusitaje v rasSelinnych fdach velmi rychly a navic jsou
rychle spatebovavany oxidy dusiku t@s chemodenitrifikaci v kyselych ugnich
podminkach. Jerejmé, Ze role N@ a NO, v anaerobni oxidaci metanu na raSeliniStich
vyzaduje dalSi pozornost. Na druhou stranu, ior®g M NG, potlatuji metanogenezi a tim
snizuji koncentraci metanu pro metanotrofy. Poked ssiZzuje koncentrace dusitara
dusknani, zvySuje se rychlost metanogeneze a tim i mnoaststratu pro metanotrofy a

anaerobni oxidaci metanu (Smemo and Yavitt, 2011).

c) Slozeni mdni organické hmoty

Celkovy obsah organické hmoty v raSelinnyciddch niize byt velmi vysoky.
RaSelina je tvienacasté&né rozlozenymi zbytky rostlin s obsahem organické tyruies
65% a ména nez 20-35% tvid mineralni podil (Charman, 2002). Na raSeliniStstbzeni
organické hmoty wuje jak produkci metanu, tak jeho oxidaci. Ve vlbkyraSelinnych
padach je vyznamna produkce metanu pouze z podilanagé hmoty s velkou agregaci
¢astic, kdy podil¢astic ¥tSi nez 2 mm fispiva az z 90% k celkové produkci metanu.
Produkce metanu se silrsnizuje s hloubkou, kdy vrstva 0-0,5 cm pod pogmhpidy
prispiva ze 70% k celkové produkci metanu. Z vySedeného vyplyva, Ze rostlinné zbytky
v pidé jsou hlavnim zdrojem substratu pro metanogenyNlee and Roger, 2001). Podle
Lai (2009) také fidani glukézy, etanolu nebo acetétu, jeZz jsou hkavrgivinami pro
metanogeny, do vzoikze slatinig, vedlo ke zvySeni produkce metanéhém rékolika

hodin. To dokazuje, Ze dostupnasthto latek je limitujicim faktorem pro metanogenezi

d) pH

Kyselost raSeliny rive limitovat aktivitu metanogéni metanotrofi. V¢tSina

metanogennich archea roste jen vrozsahu pH @l&liastudie metanogeneze v terénu



ukazaly, Ze se vyskytuji i v kyselejSich pieslich jakymi jsouitba vrchovidt (Garcia
et.al., 2000). Metanotrofoveé jsou tolerafn k vykyvim pH neZ metanogeni (Le Mer and
Roger, 2001). ¥Sina znamych metanogemda své optimumip pH 7. Nicmér z kyselé
raSelinné fidy byli izolovani metanogeni s niz§im optimalnim.p¥tSinou se zvySujicim
se pH se zvysSuje také potencialni produkce metamkubovanych vzorkach (Segers,
1998).

e) Teplota

Optimalni teplota pro metanogenezi je mezi 30 aC4MNizka teplota fdy sniZzuje
produkci metanu snizovanim aktivity metanofjerale také dalSich mikroorganiém
zahrnutych v metanogenni fermentaci. Nipd laboratorni studie Goly z mokadi
s drevinnou vegetaci z raSelidi¥ Kanad¢ ukazaly, Zze emise metanu se zvySuji 6,6 krat,
kdyz se inkubéni teplota zvySila z 10°C na 23°C (Le Mer and Rpgen1).

Z hlediska tolerance k vykywn teploty se metanotrofové zdaji byt miéaitlivi nez
metanogeni (Tuittilla et.al., 2000), protoZe procdeka spdeba metanu v raSeliniStich
v mirném a subpolarnim pasmu byla optimalni meza BD°C pro o aktivity, ale se Sirsi

toleranci pro metanotrofii nez pro metanogeneziNlez and Roger, 2001)

f) Uloha typu vegetace na raselinidtich a raselinmpn smréinach

Typ vegetace je dalSim kivym faktorem ovliviujicim produkci a oxidaci metanu
v raSelinnych snginach.

Napriklad aerenchymaticka raSelinistni vegetace pommésté kadenového systému
smérem do hloubky. Kegeny tak pronikaji i do anoxické vrstvy raSelinynlse zvySuje
produkce metanu v idledku uvohovani kdenovych exuddt do pidy a zrychluje se
transport metanu zigdy do atmosféry aerenchymem rostlin (Lai, 2009)kuelo metan
prochazi ze spodnich vrstev raSelingdpu k povrchu difazi, fize ho byt 0-100%
spotebovano metanotrofy v provzduse vrst¢ pady. Pomoci aerenchymu migkinich
rostlin se nize metan z{dy do atmosféry uvdbvat jinou nez difazni cestou a mohou se
zvySovat emise metanu. Nididad na aljaSskych vihkych loukach a v travnatfiwidrovych
spolg&enstvech bylo sp#gbovano v aerobnich vrstvactidy az 55% metanu vzniklého
metanogenezi (Verville et. al., 1998), ale na ry&tbeh to bylo az 80% metanu (Le Mer and
Roger, 2001).
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Aerenchym rostlin umaiije vymenu plymi mezi atmosférou adplou (Le Mer and
Roger, 2001). V tkledku penosu kysliku do iy dochazi k okystiovani rhizosféry a tim
se zvySuje aktivita metanotfokolem kdeni. Spotebovava se vice metanu a dochéazi ke
snizovani jeho emisi.

Zawrem lzefici, Ze aerenchymaticka vegetace nejeniispfva k emisim metanu
vedenim metanuifmo z pidy do atmosféry, ale také jetde cast&né sniZzovat, protoze
vede aerenchymem Kkyslik z atmosféry didyp a tim pgispiva k aktivie metanotrod.
Konené emise metanu jsou pak vysledkeénhto protictidnych proces.

2.4. Vliv dusiku na rychlost metanogeneze a metarrofie

2.4.1. Vliv dusiku na produkci metanu

Rychlost metanogeneze tge byt @gimo ovliviéna konkurenci metanogennich
a denitrifika&¢nich bakterii (Bodelier, 2011). Denitrifikai bakterie sniZuji dostupnost
organického uhliku a mohou také produkovat pro numgany toxické meziprodukty
denitrifikace (NQ, NO a NO) (Bodelier, 2011; Segers, 1998). Kepo mize byt
metanogeneze ovli¥na rostlinami. Rst rostlin niize byt podporovanifgsunem amoniaku
nebo hnojivy na bazi dusiami. ZvySeny fist rostlin mize zvySovat produkci metanu
zvySovanim dostupnosti uhliku pro fermentujici ragaganismy poskytujici substrat pro
metanogeny. Na druhou stranu, jiny autor uvadijet®n metanogenni taxon Zijici na
ryZzovistich je spiSe stres tolerantni a jeho meganni aktivita neni omezena pouze na
vysoce redukované podminkyaqy, ale n@ize probihat také vifiomnosti dalSich
elektronovych akceptdrO,, NOs, FE*, SQZ. To je divodem tolerancesthto metanogen

k dusikatym hnojitm a od nich odvozenych prodikdenitrifikace (Bodelier, 2011).

2.4.2. Vliv dusiku na oxidaci metanu

Napriklad pongr amoniaku a metanu vagé ovliviiuje rychlost metanogeneze tim, ze
pusobi jako kompetitivni inhibitor na enzymatické ¥mo VSeobec# je pri nizSich davkach
jakychkoliv dusikatych slaienin (< 100 kg N/ha/rok) metanotrofie podporovanaiia
vySSich je metanotrofie inhibovana (Bodelier, 2011)

V mokiadech niZze dusik ovliviovat oxidaci metanuiznym zpgisobem. Jehodinky

mohou byt v &iznych ekosystémechfipuznych formach a koncentracichigavku dusiku i
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protichidné. Dilezity je také vliv obhospodavani. Obhospodavané mokady jsou
nachylrgjsi ke zménam gidavku dusiku nez ifpozené mokady. Rozdilné vysledky
piidavku dusiku mohou byt objasty niznym sloZzenim metanotrofniho spi#eastva a také
tim, jaké metanotrofni druhy jsou aktivni a jaké hentifikaci aktivhich metanotrofnich
spole&enstev Ize provést pomoci molekularnich metod topavého znéeni. Bylo zjistno,
Ze rektefi metanotrofové jsou schopni vyuZivat i jiné sufiistmez metan, naixlad acetat
nebo etanol. Je vSak stale nejasné, paltapek dusiku ovliuje rist #chto metanotraf a
jaké to mé dsledky pro rychlost metanotrofie. Fakultativni nmetaofové vyuzivajici acetat
nebo etanol zvySuji svoje Sance n#ejiti kEhem zvySeného ifsunu Zzivin. Jednim
z moznych vysgtleni vlivu pgiidavku dusiku na metanotrofy je, Ze dodani dal$ihsiku
muzZze napomahatistu fakultativnich metanotrdf ktefi mohou vyuZivat jak metan, tak
acetat nebo etanol stasr¢ (Bodelier, 2011).

Podle Paul and Clark (1996) mohou metanotrofov&ival @ anaerobni respiraci
misto kysliku také dusnany a dusitany. Enzym zodpminy za prvni krok v oxidaci metanu
je monooxygenaza. Ta produkuje methanol, kteryaje dxidovan nais kyseliny mraveni
a na CQ. Velka pozornost je takéémovana schopnosti metan-monooxygenazy oxidovat
amoniak a produkovat hydroxylamin (MBIH). Metan tudiz mohou oxidovat také
nitrifikatoii. Podle Bodelier and Laanbroek (2004) stintniaefekt gidavku dusiku by mohl
byt spojeny se zvySenou populaci nitrifikdit@ naslednou zvySenou oxidaci metafmito
organismy. Pokud ale metan-monooxygenaza bude wedfiace metanu tak&gnenovat
amoniak na dusitany, bude amoniak snizovat mnoasétanu spdebovaného metanotrofy
v zavislosti na koncentraci danych slenin. Meziprodukty a koncové produkty
metanotrofni amonné oxidace, tj. hydroxylamin a itdms mohou byt toxické pro
metanotrofni bakterie a mohou vést k inhibici metasfie. Inhibi¢ni pro metanotrofy jsou
také vysoké fidavky amonnych soli, které mohou inhibovat metaniot z davodu
osmotického stresu.

Dale bylo zjis&no, Ze oxidace atmosférického metanu, stggko oxidace metanu o
vySSi koncentraci nez atmosférickéjaa byt zvySovanaifdavkem amoniaku i dusiani.
Zalezi gedevsim na tom, jestli byly zkoumangdy limitovany dusikem, coz by mohlo byt
piicinou nizké metanotrofie. Rozsahid) ve kterych se zdala byt dostupnost dusiku
limitujicim faktorem pro oxidaci metanu, byl st&jwelky jako pro fdy, kde byla po
piidavku dusiku pozorovana inhibice. VyHeni pro tyto vysledky jetizné. MiZze to byt
Z divodu zvySeni oxidace metanu oxidatory amoniakusnami ve sloZeni metanotrofniho
spole&enstva, vSeobecného zlepSeni dostupnosti zZivin rekdenim uvalovani metanu

pies vegetaci (Bodelier and Laanbroek, 2004). S peuipam metanotrofieip limitaci pady
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dusikem souhlasiRapen et.al. (2001). Tvrdi, Ze metanotrofové jed8edhatebuji dusik a
Ze pozorované vlivy fildavku dusiku na metanotrofii jsou spiSe vysledKenitace pid
dusikem, nez Ze by byla metanotrofie stimulovafidageky dusiku. Mechanismy stimulace
metanotrofie fidavkem dusiku jsou proto stale nejasné.

Jak jiz bylofeceno, rychlost metanotrofie ke byt stimulovanaifpdavkem dusiku
prostednictvim vegetace. Rhizosférni oxidace metantireginich mokadech kolisa dhem
vegeté&ni sezény a takeé se liSi mezi druhy rragknich rostlin. Vysoké rychlosti metanotrofie
byly pozorovany na zatku vegeténiho obdobi a nizSi rychlosti metanotrofie byly
nantieny na konci vegetai sezony. Mohlo zde dochazet k ubytku dostupnélsikd pro
metanotrofy. Postugnzmensujici se zdroj dusiku mohl bytigpben zvySenymifjmem
dusiku rostlinami ghem vegeténi sezony. Hpadné rozdily v rhizosférni oxidaci metanu
riznych druli rostlin mohou byt vysitleny riznymi pozadavky rostlin nafigem dusiku
(Bodelier and Laanbroek, 2004). Obohaceni ekosystdusikem, které vede ke zvySenému
rastu rostlin, nize vést k ¥tSimu gisunu kysliku do fdy pres kdeny rostlin. To nize
v kombinaci s vy3Si dostupnosti dusiku podporovetanotrofii (Popp et al., 2000).&t&i
piijem dusiku vegetaci e vést také k&Si uzivnosti fidy vytvéejici lepSi podminky pro
mikrobialni tist. RychlejSi mineralizace povede rég¥nke zvySené dostupnosti uhliku,
dusiku a mozna i mikronutrieh{Bodelier and Laanbroek, 2004). To vSéz& mit pozitivni

vliv na rychlost metanotrofie.

2.4.3. Hypotézy

a) Rychlost metanogeneze bude vySSi neozenych nenarusSenych lokalitdch, nez na
revitalizovanych. Hc¢inou bude vysSi hladina vody a meé@ anaerobni vrstvaaply.
Metanogeneze na odvoghych lokalitach nebude probihat nebo bude nizkévadlu nizké

hladiny vody a aerobnimu préstli v pide.

b) Veétsi koncentrace Kkysliku v udé bude podporovat rychlost metanotrofie na
revitalizovanych lokalithch a rychlost metanotrobede tudiZz vy3Si na revitalizovanych
lokalitach, neZ naffrozenych lokalitaich. Na odvodnych lokalitach nebude metanotrofie

probihat z dvodu @ilis nizké koncentrace metanu.

c) Fidavek dugsinanmi zvySi oxid&né-redukni potencial a tim bude inhibovat

metanogenezi.
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d) Fridavek dusikatych latek ve fo#mamonného N a aminokyseliny odstrani limitaci
dusikem a tim zvySi rychlost metanogeneziégdd®ek dusikatych latek odstrani limitaci

dusikem a tim zvySi rychlost metanotrofie.

e) Ridavek amoniaku bude ve vySSich koncentracich avaibmetanotrofii. Metanotrofie
muze byt inhibovana také amoniakem na enzymatickévniro Enzym metan-
monooxygenaza je schopna oxidovat amoniak a progkoydroxylamin (NHOH), ktery
muze byt toxicky pro metanotrofni baktérie.
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3. Metodika

3.1. Popis lokalit a odl&r vzorka

Porovnavala jsem dvodvodrgné - Filipova ht (O;) a Nad Rokytou (@, dw
revitalizované - Cikanska sl¢R;) a Na Ztraceném (fRa dw nenarusené raselinné simy
— Kvilda (R) a Filipova hti (P,). Lokality se nachéazeji v Narodnim parku Sumava na
jihozapad Ceské Republiky (floha 1). Zkoumané plochy se nachazi v centrésiti
pohdi s pfimérnou nadmiskou vySkou 1100 m.n.m. Klima nahorni ploSiny jéadné a
vihké s ptimérnou rani teplotou 4°C. Dlouhodoby &ai pramér srazek je zde 1200 mm
(1961-1990, statistikaCeského hydrometeorologického Ustavu). Na v3ech litaka
dominuje smrk ztepilyRicea abiesh dw revitalizované lokality jsou zahrnuty do projektu

.Program revitalizace Sumavskych niiakii a raselinig".

Objemova

Vyska vodni hmotnost Celkovy C |Celkovy N Celkovy P
Lokalita |hladiny (cm) pady (g.cm®) |pH (%) (%) Pomér C/N |(mg.g™)
P1 -9,8+4 0,06+0,01 4,26+0,06 [44,27+0,85 [1,43+0,19 [31,39+4,26 [0,8+0,12
P2 -15,145,8 0,06+0,02 4,12+0,18 |44,74+1,14 11,21+0,3 |38,949,45 0,5910,14
R1 -39,75%13,82 0,1+0,04 4,16%0,5 44,71+1,67 |1,76+0,19 |25,68+3,27 |0,74%0,06
R2 -36,33+5,65 0,13+0,02 3,86+0,08 |47,34+3,32 |1,74+0,26 |2753+3,05 [0,67+0,12
01 -68,92+15,04 0,13+0,04 3,75+0,16 145,69+1,29 (1,74+0,11 |26,31+2,16 |0,8+0,12
02 -50,67x17,11 0,17+0,03 3,66+0,37 143,89+4,28 (1,84+0,25 |23,97+1,97 |0,8+0,08

Tab.1: Fyzikalné-chemické charakteristikyto (pimér £ smérodatna odchylka) z vrstvy O-

30cm (n = 6) (Maanavilja et al.fqgdloZeny rukopis).

RaSelinist byla odvodiovana pro lesnickeé ¢ély od gelomu 19. a 20. stoleti
(Bufkovd, 2013). Nejvice jich bylo odvo#&mo v 50. - 60. letech 20. stoleti. Vzdalenost mezi

odvodiovacimi gikopy je 25- 40 m.

Lokality R; a R byly revitalizovany v letech 2005 a 2008 SpravoB Bumava.

Revitalizace zahrnuje zablokovani odiiodacich ryh gevenymi hrazemi.Odvodiovaci

ryhy jsou také vyplény organickym materidlem (zbytkyel/a nebo $tvemi). Revitalizaci

bylo dosazeno zvySeni vodni hladinyiediné pro obnoveni raselinné gmy.

Vegetace na uvedenych lokalitach se liSi v zauisloa vysSce vodni hladiny.

Prirozené lokality jsou horsk& svahova raSeliiStdominantnim suchopyrem pochvatym

(Eriophorum vaginatum)keti¢
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kovitou vegetaci v bylinném gat (Vaccinum myrtillus,V.




uliginosum V. vitis-idaea)a raseliniken{Sphagnumy mechovém p#t. Vyskytuji se zde i
n¢které druhy osic (Carex rostrata, C. nigra, C. echinata)trav(Calamagrostis villosp
Pokryvnost stromového patra je 40-100%.

Na odvodinych raSelinnych smiinach se vegetace odviji od stépdegradace
stanovist. V n¢kterych castech se zachovalaiyidni vegetace raSelinné stimy. Rostou
zde napiklad ostice a na jinych suSSich mistech se vyskytuje becasrofivka (V.
myrtillus). Mechové patro s dominanci raSelinikurigké a nachazi se pouze ve ditin
¢astech dale od odvadvacich ryh.

Na revitalizovanych lokalitach je vegetace sucho#si nez na firozenych
lokalitach. Nicmén na rekterych mistech lze zaznamenatény ve sloZeni vegetace a
posun zpt k vegetaci raSelinné stiny. V okoli odvodiovacich ryh se vyskytuje raSelinik.

Vzorky byly odebirany ve dvou transektech kolmyah advodiovaci ryhu. Prvni
odkerové misto bylo vzdy u okraje odvisavaci ryhy, dalSi 10 m od ryhy #&ti 20 m od
ryhy. Druhy transekt byl ve vzdalenosti 20 m odnjho transektu, Zénal ot u okraje
ryhy a odirovd mista byla ve stejnych vzdalenostech jakovmipo transektu (Obr.2). Na
piirozenych lokalitdch byly vzorky odebirany ve stajn vzdalenostech od sebe jako na
lokalitach odvodanych a revitalizovanych. Fotografie studovanychaldkjsou umistny

v Priloze 2.
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Obr.2: Schéma transekha lokalitach

3.2. Laboratorni pokusy

Rychlost metanogeneze metanu bykdena v laboratornich podminkachida byla

odebrana z hornich vrsteugniho horizontu (0-10 cm) a z dolnich vrstev (10e89). Po
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odkeéru byla pida pgeseta fes sito o velikosti ok 5 mm a uchovana v chladiooxu (i
teplot 4°C az do z&atku pokusu.

Vroce 2011 byly provedeny igdlEZzné pokusy pro zji8hi pongru objemu
headspace, mnozstvigy, druhu zkumavek a apobu uchovani vzotkbéhem pokusu.

Po navazeni jsem vzorky nechala zregenerovat, pgdako Jaatinem et al. (2005) a
Yrjala et al. (2010). Vzorky jsem inkubovalai peplo& 12°C po dobu 1 az 2 dra poté
piidavala fizné koncentrace metanu. Tuto teplotu jsem zvolladklad praimérné teploty
vzduchu Bhem vegeténi sezény. Teplota byla podobna té, kterou dlathatinem et al.
(2005) (14°C) a Yrjala et al. (2010) (15°C).

3.2.1. Stanoveni optimalni koncentrace metanu

Testovala jsem koncentrace metanu 30 ppm, 100 d@®Q ppm, 10 000 ppm,
50 000 ppm a 100 000 ppm. Pouzivala jseémné velikosti zkumavek v zavislosti na
navazce fidy. Fi anaerobnich inkubacich jsem zkumavky uchovavaaved, abych
zabranila uniku metanu ze zkumavekiippE netsnosti. Po fidani uckité koncentrace
metanu ke vzorlkm jsem na plynovém chromatografu HP 6850 nebo HRDAZAgilent,
USA), vybavenym plamenovym ioniaam detektorem, gfila zmenu koncentrace metanu
za jednotkuc¢asu (hodiny). Na zaklgdpredkEznych vysledi jsem stanovila optimalni
koncentraci metanu,ipniz je rychlost metanogeneze nejvyssi. Pouzéanjk tomu vztah
Michaelis-Mentenové, ukazujici zavislost rychlosthzymové reakce na koncentraci
substratu, a programu Graph Pad. Na za@kkagd jsem pak vypeetla koncentraci metanu,
pii niZ by méla byt rychlost metanotrofie nejisi, podle vztahu:

Y=Vmax*X/(Km+X)

Vmaxj€ maximalni rychlost reakce a Km je koncentradesgratu pi které je reakni rychlost

polovi¢ni.

3.2.2. Potencialni oxidace metanu

NejlepSimieSenim bylo navazeni 1,5¢dy do 12 ml zkumavek (Labco Exetainer).
Tato navazka, typ zkumavek i uvedend inkubaeplota byly pouzity ve vSech nasledujicich
pokusech, pokud neni uvedeno jinak. Poté jsé¢mapala 10 000 pmm (1%netanu k
odvodréné lokalig O, (jen spodni vrstvataly) acasti lokality R. K ostatnim vzorkm jsem
pridavala 100 000 ppm (10%) metanu. Na odwodnlokalie¢ O, mi z predkéznych vysledk
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nevysla zadna aktivita metanotrofnich bakterii,rat@ jsem ji do svych metanotrofnich
pokusi nezahrnula. Pokusy jsendldla s horni i dolni vrstvoudaly.

Na plynovém chromatografu jsenefita koncentraci metanu v headspace zkumavek
pomoci odbru vzorku headspace. Koncentraci metanu jsetifilama z&éatku inkubace, po
piidani ugeného mnoZzZstvi metanu a ustaleni headspace zkum&dig jsem gitila
koncentraci metanu za 24 hodin (pro 1%.C&lza 72 hodin (pro 10% GH Nakonec jsem
vypacitavala rychlost potencialni oxidace metanu jakgtélk koncentrace metanu zas
(hodiny).

3.2.3. Potenciélni produkce metanu

Laboratorni pokusy potencialni produkce metanwy Ipybvadny na podzim roku
2012. Atmosféra ve zkumavkach byla wmina za dusik, stejn tak jako v
jinych laboratornich pokusech produkce metanu (Ngkéet al., 2002; Sudh et al., 1994;
Glatzel et al., 2004 a Juottonen et al., 2008)la bge ndiena na plynovém chromatografu
koncentrace metanu po dobu dvossimi. Méreni prokhlo v 1,2,3,4,6 a 8 tydnu inkubace.
Duvodem byl pedpoklad, Ze maximalni rychlosti metanogeneze lladazeno jfiblizn¢ po
3 - 4 tydnech pro iirozené a fpadré i revitalizované lokality. Poté uZz rychlost
metanogeneze budédilgizné stejna. U odvodinych lokalit a pipadré i nekterych ¢asti
revitalizovanych lokalit jsem d&kavala #kolikatydenni regeneraci metanogenniho
spole&enstva a az poté i ngt rychlosti metanogeneze. Vychazela jsem z pokirbanova
et al. (2011). Pro uji8hi, Ze ve zkumavkach neni aerobni pedit jsem ndila zarove
s koncentraci metanu také mnozstvi kysliku ve zkiddeh. RoviZz jsem ndtila
koncentraci oxidu uhditeho. To bylo z dvodu, Zze CQvznika @i respiraci a tudiz indikuje
aktivitu mikrobialniho spok&enstva ve vzorcichigly.

Pro vypa@et potencialni produkce metanu jsem také stanastilehou hmotnost
vzorku (suSinu). SuSina je suchy podildg na 1gcerstvého vzorku. Navazila jsem 5-8 g
pudy do hlinikovych vazenek, zvazila je a dala nastBit @i 105°C. Poté jsem vazenky

opct zvazila a vypeitala podil suSiny podle vzorce:

ms= hmotnost vazenky se suchoidpu (g)
m,= hmotnost vazenky (g)

m;= hmotnost vazenky s vihkouigou (g)
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3.2.4. Potencialni oxidace a produkce metanu ovli¢na prisunem mineralniho

(NOg, NH,") a organického dusiku (aminokyseliny glycinu)

Pokusy potencialni produkce metanurisigvkem dusiku jsem provéld stejnym
zpisobem jako pokusy potencialni produkce metanu bBilayku dusiku, pouze jsem ke
vzorkim pidavala 6zné formy dusiku. Z@mla jsem pedkEZnym pokusem.
Z revitalizovanych lokalit (Ra R) a z pivodnich (R a R) jsem vybrala vzdy jednu, kde
byla potencionalni produkce metanu nejvyssiaR,).

Destilovanou vodou jsem vyextrahovalaidp z €chto vzorki, abych zjistila
koncentraci organického a anorganického dusiku. fdy jsem extrahovala 50 ml
destilované vody 45 minut naepace (KS 501 digital, IKA LABORTECHNIK) pfi
160ot./min. Poté jsem extrakt centrifugovala v game (ROTIXA 50 RS, Hettich,
Némecko)pii 4000 ot./min. 10 minut arpfiltrovala ges sklegny filtr (0.45 um, MN-GF-5,
Némecko). Filtrdt byl zamrazen a pdjd analyzovan na kontinualnim ijgokovém
analyzatoru FIA (Flow Injection Analyzer Lachat (BD®, Lachat Instruments, USA) pro
stanoveni iorit NOs, NH,". Na zaklad vysledki z FIA jsem vypgitala koncentraci N-Nia

N-NOj3 podle vzorce:

Vypoéet koncentrace N-NH, (vzorec pro N-NQ je stejny):

(CN—NH4 B B) *V
m* s

c=

(Lg/g suche guy)

C n.nHa — KOncentrace amonnych idnt extraktu (mg N-NH4/1)

B — koncentrace amonnych iénte slepém vzorku (mg N-NH4/1)
V — objem extraéniho¢inidla (ml)

m — hmotnost pdy (g)

s- suSina
Koncentraci organického dusiku jsem wvyjtala na zéklagl znmereného

anorganického dusiku a celkové koncentrace dudilalkova koncentrace dusiku byla

meéiena na fistroji LiquiToc Il (Elementar, Rmecko).
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Ke vzorkim jsem pidavala NHCI nebo KNQ jako mineralni formy dusiku nebo
glycin (GHsNO,), ktery predstavoval fidavek organického dusiku. &lla jsem rychlost
metanotrofie nebo metanogeneze u vidokz gidavku dusiku (kontrola) a dvojnasobny,
pétindsobny, desetindsobny a dvacetinasobtiflapek fivodni koncentrace amoniaku,
dusknani nebo organického dusiku. Podle literatu§l mit dvacetinasobnyifdavek N jiz
inhibujici tinek na metanotrofni baktérie (Whalen, 2000).tggpjsem vzdy pidala 0,2 ml
roztoku slogeniny dusiku o dané koncentraci pomoci itjgkstikacky.

Pokus potencialni oxidace metanu owtiné gisunem minerainiho dusiku jsem
délala se stejnymi vzorky a stejnymi nasobkiidavku dusikatych sl@enin jako pro
potencialni produkci metanu. Bohuzelkteré hodnoty organického dusiku vysly zagorn
(pravcEpodobré z divodu jiné gresnosti pistroji FIA a LiquiToc). Proto jsem ijmala
organicky dusik ve stejné koncentraci jako amonidkdusik. Rvodni koncentrace N-NH

a N-NG; v pouzivanych vzorcich jsou uvedenyiiléze 3.

3. 3. Vyhodnoceni dat

Ke stanoveni optimalni koncentrace metanu jsentipala GraphPad (PRISM 4).
K vypoctu rychlosti metanogeneze a metanotrofie a k \g@nD rekterych grafi jsem
pouzivala program Excel 2007 (Microsoft). Tento gveon jsem pouZila také k vypio
praméri a sngrodatnych odchylek. Statistické hodnoceni jserdlald v programu
STATISTICA 10 (StatSoft). Ke srovnani rychlosti mmebgeneze a metanotrofie jsem
pouzila test analyzy variance (ANOVA). Pouzivalanps hierarchickou, jednocestnou a

faktorialni ANOVU. Korelace prognnych jsem péitala pomoci korekanich matric.

4. Vysledky

4.1. Stanoveni optimalni koncentrace metanu

Optimalni koncentrace metanu pro nejvyssi rychinstanotrofie byla kolem 10%
metanu. Dosazenim hodnot Km a Vmax do rovnice wetitichaelis-Mentenové jsem
vypocetla, Ze optimalni koncentrace metanu je praétSimu lokalit v rozmezi
106498 - 115 623 ppm (10,5-11,5%). Na lokalitach®2 (vz.20A H) a R2 (Vz.0B H) byla
jiz 50% koncentrace metanu inhihi. V ostatnich fipadech tomu tak nebylo.tBodem je
pravdEpodobré negesnost fi méreni 50% koncentrace metanu na plynovém chromataograf
(Graf 1).
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Graf 1: ZAvislost rychlosti metanotrofie na koncentraci amet a) Lokalita P1 (Km =
11054; V max = 2,58p) lokalita P2 (Km = 23125; V max = 1,02) lokalita R1, vz.0A H
(Km = 368182; V max = 5,45%) lokalita R1, vz. 20A H (Km = 5,122; Vmax = 30938)

e) lokalita R2, vz.0B H (Km = 34426; Vmax = 2,42)lokalita R2, vz. 20A H (Km = 4223;
Vmax = 1,06). Vzorky OA H a OB H leZiimo u ryhy a vzorek 20A H nejdale od ryhy (n =
3, £SD).
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4.2. Potencialni oxidace metanu

Rychlost metanotrofie byla v rozsahu 2 — 47 plfg)sh™ na fFirozenych lokalitach
a 0 - 65 pl(g s.pPh™ na revitalizovanych lokalitich (Grafy 2 az ®a odvod®nych
lokalitach byla rychlost metanotrofie v hornich tveech pod mezi detekce a v dolnich
vrstvach odvodénych lokalit byla rychlost metanotrofiediitelna pouze na lokatitO1. Na
této lokali€ byly rychlosti metanotrofie velrmizké v porovnani s lokalitamiipozenymi a
revitalizovanymi (0-2,1 pl(g s.p'h™?). Rychlost metanotrofie byla na revitalizovanych
lokalitach vice variabilni nez natrippzenych lokalitach a byly zde i¢i8i rozdily mezi
hornimi a dolnimi vrstvami gay. U lokality R1 byl vidt trend ve sniZujici se rychlosti
metanotrofie v hornich vrstvach sram od ryhy (vzorky OA — 20A a 0B -20B). U lokalit
R2 zadny trend nebyl.

Horni vrstvy
Dolni vrst
70,00 v

-1h-1

60,00

50,00 I I _

40,00

30,00 I I
20,00
10,00 1 I {

0,00

Rychlost metanotrofie pl(g s.p.)

0A 10A 20A 0B 10B 20B
Oznaéeni vzorku

Graf 2: Rychlost metanotrofie naipozené lokali¢ P1 v horni i dolni vrstvpady.

Vyneseny jsou @meéry (n = 2, £ SD).
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Graf 3: Rychlost metanotrofie naipozené lokali¢ P2 v horni i dolni vrstvpady.

Vyneseny jsou @meéry (n = 2, £ SD).
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Graf 4: Rychlost metanotrofie na revitalizované lokalR1 v horni i dolni vrst¥ pady.
Vyneseny jsou @iméry (n = 2, £ SD)

Horni vrstvy
- Dolni vrstvy
5 70,00 -
31 60,00
[2]
250,00 -
3
£ 40,00 I
o
© 30,00
c
g I
@ 20,00
E I
5 10,00 _|_ I I .
= = =
S 0,00 ¢ = ; ; ; . I .
> )
x 0A 10A 20A 0B 10B 20B
Oznaéeni vzorku

Graf 5: Rychlost metanotrofie na revitalizované lokalR2 v horni i dolni vrst¥ pady.

Vyneseny jsou @imery (n = 2, + SD).

Hierarchickou ANOVOU jsem zjistila, Ze neni statky prakazny rozdil v rychlosti
metanotrofie mezi dima grirozenymi lokalitami v hornich vrstvachigy (p = 0,33; F=1,2).
Stejny vysledek mi vySel i pro horni vrstvyidy revitalizovanych ploch. Proto jsem déle
pracovala se d¥ma girozenymi lokalitami dohromady, jako by to byla agisla
pozorovani. Stefhjsem zachazela s revitalizovanymi lokalitami vriioh vrstvach fdy.
Hierarchickou ANOVOU jsem zjistila, Ze statistickyikazné rozdily mezi jednotlivymi
ptirozenymi lokalitami a mezi jednotlivymi revitalizanymi lokalitami nejsou ani v dolnich
vrstvach fidy (p = 0,17; F=1,9). Proto jsem s uvedenymi ldkaiii v dalSich statistickych
testech pracovala tak, jako kdyby to byla nezavipldzorovani a pouzivala jsem
jednocestnou ANOVU.
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Rychlost metanotrofie byla v hornich vrstvacidp statisticky piikazre vySSi na
piirozenych a revitalizovanych lokalitach, nez na adienych (p < 0,05; F=31,4). Mezi
piirozenymi a revitalizovanymi lokalitami nebyl v lorvrstw pady statisticky pitkazny
rozdil (p = 0,81; F=0,05; Graf 6). Rychlost metaafi¢ byla v dolnich vrstvach toly
statisticky piikazre vysSi na firozenych a revitalizovanych lokalitach, nez naadi¥nych
(p < 0,05; F=33,3). Rychlost metanotrofie byla \ndch vrstvach pdy statisticky pitkazre
vySSi na firozenych lokalitdch neZ na revitalizovanych (p,83) F =5,4; Graf 7).
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Graf 6: Rychlosti metanotrofie natipozenych (P), revitalizovanych (R) a odvédsich (O)
lokalitdch v horni vrst¥ pady (n = 12).
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Graf 7: : Rychlosti metanotrofie natipozenych (P), revitalizovanych (R) a odveédsch
(O) lokalitach v dolni vrst pady (n = 12).

4.3. Potencialni produkce metanu

Pomoci hierarchické ANOVY jsem zjistila, Ze nemdatisticky piikazny rozdil v
rychlosti metanogeneze mezidva Firozenymi lokalitami v hornich vrstvachigy. Stejny
vysledek mi vySel i pro horni vrstvyagy revitalizovanych lokalit. Proto jsem dale praatav
se d¥¢ma grirozenymi lokalitami dohromady, jako by to byla agisla pozorovani. Stejn
jsem zachazela s hornimi vrstvaniidy na revitalizovanych lokalitdch a testovala jsdée
piirozené a revitalizované lokality pomoci jednocéstmNOVY.

Rychlost metanogeneze narpzenych lokalitach byla v rozsahu 0,004 — 1,6 pl
(g s.p.)*h™, na revitalizovanych lokalitach v rozsahu 0 — 0,88 s.p.)'h™ (Grafy 8 aZ 11).
U lokality R1 byl trend ve zvySujici se rychlostietanogeneze sfrem od ryhy v prvnim
transektu (vzorky OA — 20A) v hornich vrstvaadidy. U lokality R2 byl tento trend také, ale
rychlosti metanogeneze byly nizsi, nezreqchozim fipac. Na odvodanych lokalitach

byla rychlost metanogeneze v hornich i dolnichwash pod mezi detekce.
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Graf 8: Rychlost metanogeneze ndirpzené lokali¢ P1 v horni i dolni vrstv pady.
Vyneseny jsou gmery (n = 3; £ SD).
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Graf 9: Rychlost metanogeneze ndirpzené lokali¢ P2 v horni i dolni vrstv pady.
Vyneseny jsou @mery (n = 3; £ SD).
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Graf 10: Rychlost metanogeneze na revitalizované lok&it v horni i dolni vrst¥ pady.
Vyneseny jsou @mery (n = 3; £ SD).
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Graf 11: Rychlost metanogeneze na revitalizované lokdi2 v horni i dolni vrst& pady.

Vyneseny jsou @mery (n = 3, + SD).

Rychlost metanogeneze byla v hornich vrstvattlypstatisticky pitkazreé vysSi na
piirozenych a revitalizovanych lokalitadch, nez naadi¥nych (p < 0,05; F=31,5). Rychlost
metanogeneze byla v hornich vrstvacidy statisticky piikazre vysSSi na firozenych
lokalitach nez na revitalizovanydp < 0,05; F= 13; Graf 12). Rychlost metanogerada
v dolnich vrstvach statisticky {tkazre vysSi na firozenych a revitalizovanych lokalitach,
nez na odvodimych (p < 0,05; F= 14,6). Rychlost metanogeneza bylolnich vrstvach

pudy statisticky plikazre vySSi na firozenych lokalitach nez na revitalizovanych (p,8%)

F=12,96; Graf 13).
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Graf 12: Rychlost metanogeneze n#érpzenych (P), revitalizovanych (R) a odveédgch
(O) lokalitach v horni vrstvpidy (n = 12).
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Graf 13: Rychlost metanogeneze nérpzenych (P), revitalizovanych (R) a odvedsch
(O) lokalitach v dolni vrst pady (n = 12).
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4.4. Korelace rychlosti metanogeneze a metanotrofie

Rychlost metanogeneze byla n@qzenych lokalitach statisticky fkazre pozitivré
korelovana s rychlosti metanotrofie (p < 0,05) wriich vrstvach fdy. Rychlost
metanogeneze na revitalizovanych lokalithch bylarekwana pozitive s rychlosti
metanotrofie. Tato korelace nebyla statistickipzna (p = 0,66; Graf 14)).

Rychlost metanogeneze nairpzenych lokalitach byla korelovana pozitévn
srychlosti metanotrofie v dolnich vrstvach ady. Rychlost metanogeneze na
revitalizovanych lokalitach byla korelovana poziks rychlosti metanotrofie. Tyto korelace
nebyly statisticky pitkazné (p = 0,15; p = 0,31; Graf 15).
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Graf 14: Zavislost rychlosti metanogeneze na rychlosti matafie v horni vrst¥ pady na
piirozenych (P) a revitalizovanych lokalitach (R).
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Graf 15: Zavislost rychlosti metanogeneze na rychlosti matafie v dolni vrst¢ pady na

piirozenych (P) a revitalizovanych lokalitach (R).

4.5. Vliv dusiku na potencialni oxidaci a produkcimetanu

Vliv dusiku na potencialni oxidaci metanu

Rychlost metanotrofie byla nafipzené lokalié¢ P1 v hornich vrstvach ugy
statisticky ptikazre inhibovana pidavkem mineralniho a organického dusiku. Nejviee s
rychlost metanotrofie snizila pdgigavku NHCI.

V dolnich vrstvach fdy na lokalit P1 byla rychlost metanotrofie statisticky
prikazré inhibovana pouze ffilavkem NHCI. Pridavek KNQ zde inhiboval rychlost
metanotrofie vice neZfgavek organického dusiku (Graf 16 A, B).

Vliv ptidavku mineralniho a organického dusiku na rychlostanotrofie nebyl
statisticky ptikazny v hornich ani dolnich vrstvachidy na revitalizované lokatit Ve
vzorcich u ryhy byl vSak patrny trend stimulace anetrofie po fidavku mineralniho nebo
organického dusiku v hornich vrstvachdyg a po pidavku organického dusiku v dolnich
vrstvach jdy (Graf 17 C, D). Ve vzorcich 20 m od odviodaci ryhy byl patrny inhilsni
trend po pidavku mineralniho dusiku v horni i dolni vistpady. Fidavek organického
dusiku nél trend zvysit rychlost metanotrofie v horni i dovrstw pady (Graf 18 E, F).
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Vzdalenost od ryhy neéta statisticky pitkazny vliv na rychlost metanotrofie pdigavku
dusiku v hornich ani dolnich vrstvacidy.

Prehled vysledik vlivu pridavku dusiku na rychlost metanotrofie je uveden
v tabulkach 2 a 3.

Vliv p Fidavku dusiku na rychlost metanotrofie

Organicky dusik

Lokalita NH,4CI KNO3 (Glycin)

P1H - | p<0,05F =19,8 - |p<0,05 F=11,2 - | p<0,05F =32,7
P1D - |p<0,05 F =84 |- [p=0,10; F= 2,6- |p=0,50; 0,83

R2 H 0| p=0,75F=0,41| 0 p=0,45;F=0,9% | p =0,10; 2,9

R2 D 0| p=0,59F=0,7 |0 |p=0,92F =16 Q p=0,73; F=0,44

R2 H; vliv vzdalenosti

vzorku od ryhy 0|p=035F=1 | Q p=0,75F=0,10 | p=0,06; F=5,0

R2 D; vliv vzdalenosti
vzorku od ryhy

Q)

0 [p=0,70; F=0,16 0 p=0,16;F=2|4 |0 p=0,61; F=0,2

Tab. 2 Prehled vlivu gidavku dusiku na rychlost metanotrofie. 0 @ae Zadnou reakci po
piidavku N, + oznéuje stimulaci metanotrofie; — ozfige inhibici metanotrofie. Bare¥njsou

oznaeny statisticky pikazné vlivy.

Trendy ve vlivu pridavku dusiku na rychlost metanotrofie
Organicky dusik
Lokalita NH4CI KNO 3 (Glycin)
R2 H; vzorek u ryhy + + +
R2 D; vzorek u ryhy 0 0 +
R2 H; vzorek 20m od ryhy - - +
R2 D; vzorek 20m od ryhy - - +

Tab. 3 Prehled trend vlivu piidavku dusiku na rychlost metanotrofie. 0 aaipa neovlivrEni
piidavkem N, + oznauje stimul&ni trend rychlosti metanotrofie; — oznge inhibicni trend rychlosti

metanotrofie. Pro tyto vlivy nebylaldna statistika pro nedostatek dat.
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Graf 16: Rychlost metanotrofie ovlivma gidavkem NHCI, KNOs; a organického dusiku
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Graf 18: Rychlost metanotrofie ovlivima gidavkem NHCI, KNO3z a organického dusiku
(glycinu) na revitalizované lokatitR2 ve vzorcich 20 m od ryhy v hornich vrstvadiuy
(E) a v dolnich vrstvachuay (F). ,K* oznatuje kontrolu &isla 2,5,20 oznalji priddvané

nasobky jfvodni koncentrace dusikatych latek. Vyneseny jsémgry (n = 2; + SD).
Vliv dusiku na potenciélni produkci metanu

Pridavek NHCI nentl statisticky pfikazny vliv na rychlost metanogeneze na
lokalité¢ P1. Byl vSak patrny trend zvySeni rychlosti metgreze fidavkem dvojnasobku a
pétindsobku jvodni koncentrace amoniaku v hornich vrstvadidyp Dvacetindsobek
pavodni koncentrace amoniaku jizéhtendenci rychlost metanogeneze inhibovatti B
dvacetinasobektwodni koncentrace dusiam rychlost metanogeneze statistickyilazre
inhiboval. Ridavek organického dusiku neémstatisticky ptfikazny vliv na rychlost
metanogeneze, ale byl zde patrny trend stimulacemogeneze. itlavek NHCI nentl
statisticky ptikazny vliv na rychlost metanogeneze v dolnich \astvpidy. Byl zde vSak
patrny trend zvySeni rychlosti metanogeneze ipdapku @Etinasobku fivodni koncentrace
amoniaku. Fidavek dusinam zvysSil statisticky piikazre rychlost metanogeneze pouze p
dvacetindsobnémifgavku mivodni koncentrace dusiani, i kdyZ trend ve zvySeni rychlosti
metanogeneze zde byl i étmasobného fidavku dusinani. Rychlost metanogeneze byla

statisticky ptikazré zvySena pouze dvacetindsobkerivgrni koncentrace organického

e

podpdit (Graf 19).

Rychlost metanogeneze nebyla statistickyukpere ovlivnéna gidavkem
mineralniho ani organického dusiku na lokalR2. Ridavek minerélniho i organického
dusiku statisticky pitkazré neovlivnil rychlost metanogeneze. Vzdalenost odoodovaci
ryhy statisticky piikazré neovlivnila rychlost metanogenezeiddvek mineralniho dusiku

v horni vrst¢ pady n¢l trend rychlost metanogeneze inhibovat. Trend emy&ychlosti
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metanogeneze pdaipavku organického dusiku byl patrny v horni i dodrstw pady (Grafy
20 a 21). Vzdalenost od ryhy néla statisticky pitkazny vliv na rychlost metanotrofie po
piidavku dusiku v hornich ani dolnich vrstvaciuy.

Prehled vysledk vlivu pridavku dusiku na rychlost metanogeneze je uveden v
tabulkach 4 a 5.

Vliv p Fidavku dusiku na rychlost metanogeneze

Organicky dusik

Lokalita NH4CI KNO 3 (glycin)

P1H Xp=0,17; F=1,9- +/p=0,16;F=2
P1D +p=0,18; F=1,9+ +

R2H -|p=056;F=0,F | p=045;F=1 +p=0,18;F=2,1

R2D 0|p=0,21; F=1,9| Op=0,91; F=0,2 | +p =0,73; F= 0,44

R2 H; vliv vzdalenosti

vzorku od ryhy 0|p=0,30;F=1,2 0p=0,16;F=0,2| Op=0,14;,F=2,7

R2 D: vliv vzdalenosti

vzorku od ryhy O0|p=0,78,F=0,80p=0,16;F=2,4| 0p=0,62; F=0,3

Tab.4: : Prehled vlivu gidavku dusiku na rychlost metanogeneze. 0 &@graZzadnou reakci na
piidavek N, + ozn&uje stimulaci metanotrofie; — oziige inhibici metanotrofie. Bare¥njsou
ozna&eny statisticky pikazné vlivy. * statisticky pikazny vliv na rychlost metanogenezélpouze

dvacetindsobektwodni koncentrace N

Trendy ve vlivu pi¥idavku dusiku na rychlost metanogeneze

Organicky dusik

Lokalita NH,4CI KNO 3 (glycin)
R2 H; vzorek u ryhy - + +
R2 D; vzorek u ryhy * + +
R2 H; vzorek 20m od ryhy - - +
R2 D; vzorek 20m od ryhy + + +

Tab. 5: Trendy ve vlivu pidavku dusiku na rychlost metanogeneze. 0 &@geaneovlivigni
pitidavkem N; + oznaje stimul&ni trend rychlosti metanogeneze; — aanpa inhibini trend

rychlosti metanogeneze. Pro tyto vlivy nebyétada statistika pro nedostatek dat.
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Graf 19: Rychlost metanogeneze ovlidma gFisunem NHCI, KNO; a organického dusiku
na girozené lokali¢ P1 v horni vrst¥ pady (A) a v dolni vrst¢ pady (B). ,K* oznaiuje
kontrolu acisla 2,5,20 oznauji pfidavané nasobkytwodni koncentrace dusikatych latek.
Vyneseny jsou @meéry (n = 4; + SD).
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Graf 20: Rychlost metanogeneze ovldmé Fisunem NHCI, KNOs; a organického dusiku
na revitalizované lokalit R2 ve vzorcich u odvavaci ryhy v horni vrstv pady (C) a
v dolni vrst¢ pady (D). ,K* oznacuje kontrolu ac¢isla 2,5,20 oznauji pitidavané nasobky

pavodni koncentrace dusikatych latek. Vyneseny jsémgry (n = 2; £ SD).
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Graf 21: Rychlost metanogeneze ovlima Fisunem NHCI, KNO; a organického dusiku
na revitalizované lokalit R2 ve vzorcich 20 m od ryhy v hornich vrstvadidy (E) a
v dolnich vrstvach fy (F). ,K“ oznatuje kontrolu acisla 2,5,20 oznaji pridavané
nasobky fvodni koncentrace dusikatych latek. Vyneseny jgémgry (n = 2; + SD).
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5. Diskuze

5.1. Stanoveni optimalni koncentrace metanu pro mahotrofni baktérie

Koncentrace metanu pouzivané jinymi autory préfemi rychlosti metanotrofie
uvadné v literatide jsou niz8i, nez mi vyslyfp mych pokusech na zakl&dvztahu
Michaelis-Mentenové pro stanoveni optimélni konse metanu. Kettunen et al. (1999) a
Jaatinen et.al. (2005) uvgdkoncentraci metanu ve vzorcich na&aku svych pokus 100
ppm. Tato koncentrace je nizSi prépddobré z divodu zandieni se na vysokoafinitni
oxidaci metanu, kdy je oxidovan metan o koncentf®il00 ppm. U mych pokisjde
skoro utité o nizkoafinitni metanotrofii, kterd probih& goncentracich metanu vysSich nez
600 ppm (Conrad, 2009). Moore and Dalva (1997) Upédateni koncentraci metanu ve
svych pokusech 800-1000 ppm a Eriksson et al. (R0v@di dokonce 1500 ppm. Tyto
koncentrace metanu by jizéhg byt vyuzivany nizkoafinitnimi metanotrofy, aleédke nejsou
tak vysoké, jako ty, které jsem pouzivala@étimalni koncentrace metanu pro metanotrofni
baktérie v mych pokusech je vy3Si, nez wjiadySe zmhovani autd pravcEpodobré
z divodu jinych environmentélnich podminek pro metasfgtma mych lokalitach a na
lokalitach vySe zmiovanych autar (borealni oligotrofni raSelini&t vrchovis€, odvodrina
raselinisg).

5.2. Potencialni oxidace metanu

Jak jiz bylo uvedeno, hlavnimitgdpoklady metanotrofie jsou dostupnost kysliku a
dostupnost substratu (metanu). Stim souvisi i aySkdni hladiny. Na odvodnych
lokalitach doSlo vlivem odvodmi k velkému snizeni aktivity metanotrofnich baktér
Vlivem rychlejSi dekompozicetplni organické hmoty doSlo ke sniZzeni dostupnoststsatu
pro metanogeny a tudiz nizSi rychlosti metanogenBaeedlo k nedostatku substratu ($H
pro metanotrofy a rychlost metanotrofie byla vehiika nebo negtitelna pro horni i dolni
vrstvy pady (Graf 6 a 7). Z vysledkmerenych v roce 2010 (Maanavilja et alfe@loZzeny
rukopis je Z'ejmé, Ze na odvodnych lokalitach doSlo i k poklesu pH, coZ mohlo&ak
inhibovat metanotrofii. Navic doslo ke zvySeni obgyé hmotnosti fdy a tim
pravdEpodobrt ke snizeni difuze latekitezitych pro metanotrofii (ClHa Q).

Na ostatnich lokalitach jsem cekavala rychlost metanotrofie vysSi na
revitalizovanych lokalitach nez nd&imzenych, protoZe na revitalizovanych lokalitaghab
vétSi aerobni vrstvataly a redpokladany dostatek Zivin. Na jedné z revitalizonh lokalit
bylo v roce 2010 na#tieno vice celkového uhliku (C) (%) nez riaqeenych lokalitach a na

obou lokalitdch vice celkového dusiku (%) neZ fieopenych lokalitdch (Maanavilja et al.,
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piedlozeny rukopis)S tim souvisi i nagteny nizsi pordr C:N naznaujici rychlejSi rozklad
organické hmoty.

V hornich vrstvach {ody se rychlost metanotrofie statistickyakazreé neliSila na
piirozenych a revitalizovanych lokalitach (Graf 6)elée podobnda rychlost metanotrofie na
piirozenych a revitalizovanych lokalitach nazog jak dostatek kysliku, tak dostatek
metanu pro metanotrofy naimzenych i revitalizovanych lokalitach. V dolniahistvach
pudy byla rychlost metanotrofie statistickyagazre vyssi na firozenych lokalitdch. Tento
vysledek pravépodobr souvisi s pimérnou vysSkou vodni hladiny. Ta byla nérpzenych
lokalitach v piméru 12,5 cm pod povrchemigy. JelikoZ vzorky z dolni vrstvyiay byly
odebirany v hloubce 10-30 cm, byly tyto vzorky odéby z hranice mezi aerobni a
anaerobni zénou, kde je mnoZstvi substratu jCikysliku optimalni (Lai, 2009). Na
revitalizovanych lokalitach byla pmérna vySka vodni hladiny vice nez 30 cm pod
povrchem fdy. Vzorky pidy pro laboratorni pokusy tedy nebyly odebiranyranice
aerobni a anaerobni zény a rychlost metanotrofie kgla tudiz nizSi, nez rychlost
metanotrofie naifrozenych lokalitach v dolnich vrstvaciqy.

Rychlosti metanogeneze podobné mym vysiedkyly i na mezotrofnich slatiniStich
s porostem borovic. Yrjala et al. (2010) porovnavgthlost metanotrofie v ifrozenych
raSelinnych lesich (S4) a lesich, kde postudasala vihkost S3>S2>S1 (S3 bylo nefi)h
Nejvétsi rychlost metanotrofie byla natena na lokalit S3, 0,54 pl(g s.ph?, druha
nejvyssi na S4,réti na lokali¢ S2 a na odvodmé lokali€ byla rychlost metanotrofie
nejnizsi. V uvedenych pokusech nebyla rychlost nwtafie nejvyssi naiprozené lokalit.
Duvodem niize byt, Ze naifrozené lokali¢ byla vySka vodni hladiny o 23 cm vySe neZ na
lokalit¢ S3. Pravdpodobré zde tedy nebyl dostatek kysliku pro metanotrofaktérie.
Moore and Dalva (1997) uvé&d pramérnou rychlost metanotrofieéhem laboratornich
pokusi ze vzorki pady z vrchovi$, slatini¥’ a mokadi s devinnou vegetaci v boreélnich,
subarktickych regionech a regionech mirného pasanad v rozsahu 0,00054 — 4,6 ul
g *h''s pimérem 0,76 pl g'h™. Tento rozsah hodnot jeékolikanasobi mensi neZ rozsah
hodnot rychlosti metanotrofie na mychirpzenych a revitalizovanych lokalitdch. Rozsah
hodnot se podoba spiSe mym vysilaukz dolni vrstvy odvodimé lokality O1. Musi se brat
ale v tvahu, Ze pokusné plochy zkoumané v tottdoku zahrnuji i odvodiné zaleséné
vrchovis€ a odvodgny zalesiny mokad s devinnou vegetaci, a Ze ina mych
revitalizovanych a firozenych lokalithch byly misty rychlosti metandieo pod mezi
detekce nebo kolem 2 pl(g s:th)'. Z vy$e uvedeného jegimé, Ze rychlost metanotrofie

ovliviiuje nejvice opravdu vyska vodni hladiny, s niZ ssiuaer&ni status pdy.
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5.3. Potencialni produkce metanu

Jednim z hlavnich faktérovliviujicich produkci metanu je anaerobni predt a
dostupnost substratu pro metanogeny (Segers, 1H88% se vyskytnou v ijmé anaerobni
podminky (v mokadech pedevsSim z @vodu zaplaveni), hlavnim limitujicim faktorem pro
metanogenezi je dostupnost organického substrterg klesa s hloubkou (Segers, 1998).

Rychlost metanogeneze na mych pokusnych plochdehshatisticky pitkazre vyssi
na girozenych nez na revitalizovanych lokalitach ad& y hornich, tak dolnich vrstvach
pudy. Rychlost metanogeneze byla vysSi ri@openych a revitalizovanych lokalitach
v hornich nez v dolnich vrstvacligy, kde byla jiz pravépbodobr limitace substratem. To
dokazuje i nij pokus s pidavkem organického dusiku (glycinu), kdy po jehadni do
pudy doSlo statisticky giikazreé ke zvyseni rychlosti metanogeneze v dolnich vostya@dy
na lokalit P1 (Graf 19). B stanovovani frakcigani organické hmoty v hornich vrstvach
pudy byl také ¥tSi podil studenovodné (CW) a horkovodné (HW) feakeZ v dolnich
vrstvach (nepublikovana data J. Mastnéhojehmoz vyplyva vice snadno rozloZitelnych
organickych latek v hornich vrstvaclidy, které mohou byt naslegivyuzity metanogeny.
V hornich vrstvach fdy bylo také vice celkového uhliku a dusiku neomith vrstvach
pudy na girozenych i revitalizovanych lokalitdch. Nain@zenych lokalitdch bylo také vice
uhliku i dusiku v HW a CW neZz na revitalizovanyctkdlitdch. To nazraje vice snadno
rozloZitelnych organickych latek naimzenych lokalitdch, které zde mohou podporovat
rychlost metanogeneze vice nez na revitalizovanyokalitach. VIiv na rychlost
metanogeneze iie mit i vegetace. Naipozenych lokalitach bylo dvakrat &gytikrat vice
rostlin z¢elediCyperacead%) nez na revitalizovanych lokalitdch. Tyto rostljsou snadno
rozloZitelnou organickou hmotou poskytujici subispi@ metanogeny. Vice metanogenniho
substratu na ijrozenych lokalithch pak f@spiva k tSi rychlosti metanogeneze na
piirozenych lokalitdch nez na revitalizovanych. Nagzenych lokalitach bylo takeé vice jak
80% raSeliniku na rozdil od revitalizovanych lokakide bylo jen okolo 50% raSeliniku. Na
piirozenych lokalitach diky raSeliniku také souvislatista mnozstvi organické hmoty a
tento nerozloZzeny substrat podporuje mikrobialniivitkk (Maanavilja et al., fedlozeny
rukopis).

Z mych vysledk je Zejmé, Ze rychlost metanogeneze zavigdpvsim na vysce
vodni hladiny a kvalit substratu. Na odvodnych lokalitdch, kde byla hladina podzemni
vody nejniZze, metanogeneze neprobihala nebo bdanezi detekce. Také zde nebyly skoro
Zzadné rostliny Zeledi Cyperaceagkteré by poskytovaly snadno rozlozitelnou orgkoic

hmotu a tim substrat pro metanogenkev@zovala zde naopakikikovita vegetace a také
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byl vySSi pdet jehlcnatych strom, jejichz opad neni snadno rozlozitelnou organickou
hmotou.

Na revitalizovanych lokalitach, kde byla vysSi liked podzemni vody neZ na
odvodrénych lokalitach, jiz metanogeneze probihala. Prtamegeny se zde zlepSily Zivotni
podminky. Bylo zde lepSi sloZzeni vegetace podpdruyjietanogeny (vice rostlinceledi
Cyperaceaea vice raseliniku (%), vyssi pH a vySSi hodnoty @ Nyic neZ na odvodinych
lokalitach (Maanavilja et al.,, tpdloZzeny rukopis). Rychlost metanogeneze na
revitalizovanych lokalitach v3ak byla nizsi, neZpiaozenych lokalitach (Grafy 9-12).

Rychlosti metanogenezédimnaerobnich pokusech na mych lokalitach v roce020
byly podobné rychlostem metanogeneze &amych v mych pokusech. V mych pokusech i
v pokusech Maanavilja et al.ig@loZeny rukopis) byly rychlosti metanogeneze vyssi
piirozenych lokalitaich neZ na revitalizovanych. Zdolyplyva, Ze po revitalizaci vodniho
rezimu se zvysuje rychlost metanogeneze, ale anékalika letech (7 v fipact lokality R1
a 4 v gipacdt lokality R2) nedosahne rychlosti metanogenezetimazenych lokalitach.

Z hlediska vlivu vySky vodni hladiny na rychlost taeogeneze vySly podoén
vysledky i na minerotrofnich raSeliniStich s poenstborovic, kde rychlost metanogeneze
vzrastala se zvySujici se hladinou podzemni vody. Ngteolh stale nad hladinou podzemni
vody byla rychlost metanogeneze pod 0,014 pl(9*hp. Ve vrst& u hladiny podzemni
vody byla rychlost metanogeneze az do vyse 0,08 s1p.)*h™. V saturovanych vrstvach
raSeliny byla rychlost metanogeneze vyssi, nez rgexv blizko hladiny podzemni vody
(rozmezi 0,04 — 1,82 pl(g s.phY) (Kettunen et al., 1999)Na mych revitalizovanych
lokalitach byla rychlost metanogenezé&tsi, nez v pokusech Kettunen et al. (1999). Na
mych girozenych lokalitach bylo rozmezi rychlosti metagea piblizné 0 0,2 pl(g s.pjh
mensi. Vysledky podobné mym vyslédk o vlivu vySky vodni hladiny na rychlost
metanogeneze vysly take Yrjala et al. (2010) a Maord Dalva (1997). Hodnoty rychlosti
metanogeneze v pokusech Yrjala et al. (2010) byiginrozmezi 0,0004 — 0,04) nez na
mych revitalizovanych i frozenych lokalitach. Hodnoty rychlosti metanogenez
v pokusech Moore and Dalva (1997) se spifidipovaly hodnotadm rychlosti metanogeneze
Z revitalizovanych lokalit. Bvodem jinych vysledk vySe zmiiovanych autar budou

pravdEpodobrg odliSné environmentéalni podminky zkoumanych |dkali
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5.4. Vliv dusiku na potencialni oxidaci a produkcimetanu

5.4.1. Vliv dusiku na potencialni oxidaci metanu

Pridavek amoniaku redukuje vSeobé&cmychlost metanotrofie vime, véetng
organickych pd (Nesbit and Breitenbeck, 1992; Willison et al99%). Bodelier (2011)
uvadi, Ze nizSi ipdavky amoniaku rychlost metanotrofie podporuji ¢83f gFidavky
amoniaku ji inhibuji. Kravchenko (2002) zjistil, Zenhibice rychlosti metanotrofie
amoniakem zavisi také na koncentraci metatiupdateini koncentraci 1 mg Ni- N g a
0,5 nmol CH ml* byla rychlost metanotrofie inhibovana z 12% ia giejné koncentraci
NH,*- N g* a koncentraci metanu 4,5 nmol €kl byla rychlost metanotrofie inhibovana
jiz z 54%. Zejm¢ vysoka dostupnost metanu vyvazuje kompetitivnibichamoniakem fi
oxidaci metanu a za inhibici v raSelinnycliddch jsou zodpawné i dalSi fyzikals-
chemické a biologické mechanismy (@mg v pH, vodni potencialiuly, desorpce vazanych
ionth a toxicitu meziprodukf). Rychlost metanotrofie @iZe byt inhibovana vySSimi
piidavky amonnych soli (Nykéanen et. al, 2002)izatlu osmotického stresu (Bodelier and
Laanbroek, 2004).#davek dusinami maze zvySovat rychlost metanotrofiéeg anaerobni
oxidaci metanu (AOM) (Smemo a Yavitt (2006). Metaofové mohou vyuZzivat ip
anaerobni respiraci misto kysliku duginy a dusitany. Enzym zodgmny za prvni krok
v oxidaci metanu je monooxygenaza. Ta produkujeharadl, ktery je dale oxidovan nals
kyseliny mraveti a na CQ (Paul and Clark, 1996)

Nykéanen et. al (2002) zjistili, Ze rychlost metanéie se po fidavku dusinanu
amonného k {pdé odebrané 10 cm nad, 10 cm a 20 cm padnprnou vysSkou vodni hladiny
statisticky ptikazre neliSila. Byl zde pouze trend zvySené rychlosttanetrofie po pidavku
dusiku. Zatizeni prasdi dusikem nebylo &eno, ale firozené zatizeni okolniho proedli
bylo 6 kg N h&d rok™. Pidavek dusiku byl 100 kg N Haok™. Tyto vysledky jsou podobné
mym vysledkim z lokality R2. Zde také nebyl statistickyigazny vliv gridavku dusiku na
rychlost metanotrofie. Ve vzorcich u odwmdaci ryhy byl vSak patrny trend stimulace
rychlosti metanotrofie poiflavku mineralniho dusiku v hornich vrstvadidy Otazkou je,
pro¢ vySel rozdilny vliv mineralniho dusiku na rychlostetanotrofie ve vzorcich u
odvodiovaci ryhy a vzdalenych 20 m od ryhy. Limitace #asi je zde nepra¥godobna,
protoZe ve vzorcich u odvdvaci ryhy bylo vice mineralniho dusiku nez ve wehur
vzdalenych 20 m od odvédvaci ryhy.Vyswvétlenim mize byt koncentrace (G a Nnic.

V pokusech z pdy odebirané v roce 2010 na mych lokalitach byloszercich u ryhy vice

Cmic @ Nnic nez ve vzorcich vzdalenych 20 m od odvmehci ryhy (vrstva fdy 0 - 30cm)
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(Maanavilja et al., fedloZzeny rukopis). To znamené&si mikrobialni biomasu ve vzorcich u
odvodiovaci ryhy a prawpodobré lepSi podminky pro mikroorganismy.édi aktivita
pudy ve vzorcich u odvambvaci ryhy vyplyva i z rychlosti respirace, ktergdabvetsi ve
vzorcich u odvotiovaci ryhy nez vzdalenych 20 m od ryhy.

Na lokalit P1 gidavek mineralniho i organického dusiku statistighyikazre
inhiboval rychlost metanotrofie v hornich vrstvgatdy. V dolnich vrstvach byla statisticky
prikazre rychlost metanotrofie inhibovana pouzédavkem NHCI. Co se tye amoniaku,
byly pridavky amoniakalniho dusiku prajgbdobr jiz priliS vysoké a mohlo zde dochazet
k inhibici rychlosti metanotrofie na enzymatickéowni. Inhibice rychlosti metanotrofie
ionty NH;" zahrnuje kompetici o substrat na enzymatické Grdway NH," a CH,; bojuji o
stejné aktivni misto na enzymu (Wang and Ineso@2R@Enzym metan-monooxygenaza je
pak schopen oxidovat amoniak a produkovat hydrawila(Paul and Clark, 1996), ktery
muze byt toxicky pro metanotrofni baktérie (Bodeked Laanbroek, 2004).

Organicky dusik mohl inhibovat rychlost metanotepfprotoZze #hem inkubace
mohlo dojit také kfemené organického dusiku (glycinu) na amoniak, ktery wessi
koncentraci mohl inhibovat metanotrofni baktérie.

DalSi @icinou inhibice rychlosti metanotrofie ke byt osmoticky stres Zidodu
piidavku mineralniho dusiku ve fo&nsoli. Navic fivodni koncentrace mineralniho dusiku
byla u &tSiny vzorki vySSi na firozené lokali¥ P1, nez na revitalizované R2. Nasledné
piidavky mineralniho dusiku zvysily celkovou koncertrdusiku ve vzorku a mohlo zde jiz
dochéazet Kk inhibici rychlosti metanotrofie é@wbdu osmotického stresu &tSi
pravdpodobnosti, nez na lokaliR2. Na lokali¢ P1 byly i vySSi rychlosti metanotrofie ve
vzorcich bez fidavku dusiku nez na lokaliR2 a rychlost metanotrofie pdgigavku NH,CI
na P1 mohla byt inhibovana timtsigavkem vice, nez lokalita R2. Podobné vysledky im
Whalen (2000). Stupgeinhibice po pidavku NHCI se zvySoval se zvySujicim sddavkem
soli. Fidavek 1 pg N (g s.p:} inhiboval oxidaci metanu ve vzorcicliqy z borealniho
lesa az na ne#titelné hodnoty. Tyto pokusy vSak byly pro¥ag pro vysokoafinitni oxidaci
metamu (pdateini koncentrace metanu byla 10pl £H). Diivodem tsi inhibice na P1
nez na R2 riwe byt tvrzeni Kravchenko (2002). Uvadi, Ze pokeigitjdavek amoniaku ke
vzorku stejny, ale je vySSi koncentrace metanujdalchlost metanotrofie inhibovana vice,

nez g nizSi koncentraci metanu.
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5.4.2. Vliv dusiku na potencialni produkci metanu

Produkce metanu je anaerobni proces, proto je tprdoes ovlivién predevSim
oxidatné-redulkinim potencialem ydy. S tim souvisi fidavek dusginani, ktery zvySuje
hodnotu oxidané redulkéniho potencialu a tim potlaje metanogenezi (Nykanen et al.,
2002; Segers, 1998)iiRavek dusinan statisticky pékazré sniZil rychlost metanogeneze
na lokalit P1 v hornich vrstvachigy. Fi¢inou sniZeni rychlosti metanogeneze zde&en
byt zvySeni oxidéné-redukiniho potencialu a nasleéinnhibice metanogeneze. V dolnich
vrstvach f@dy zvysil statisticky pikazre rychlost metanogeneze pouze dvacetinasobny
piidavek mvodni koncentrace dusiani. U niZzSich pidavki dustnami mohlo dojit
casteéne k denitrifikaci, a proto statisticky fikazreé inhiboval rychlost metanogeneze pouze
dvacetinasobnyipdavek dugsinan.

Pridavek NHCI nentl statisticky ptikazny vliv na rychlost metanogeneze v hornich
ani dolnich vrstvach gay, byl zde v8ak trend ve zvySeni rychlosti metamage nizSimi
piidavky amoniaku (dvojnasobek @tipasobek). Tyto vysledky jsou podobné vyskeuk
Nykéanen et.al (2002). Nykanen et.al (2002) zjistéind zvysujici se rychlosti metanogeneze
po pidavku dusinanu amonného (NNOz) do pidy z vrchovis¢ s dominantnim
Sphagnum fuscunYe vzorcich z mist 10 cm nad a 10 cm podnmrnou vysSkou vodni
hladiny byla rychlost metanogeneze stejna ve vebra gidavkem dusiku i v kontrole.
Nebyly nalezeny ani statisticky i&azné rozdily v rychlosti metanogeneze u viaork
s pridavkem dusiku a beztiavku dusiku odebrané 20 cm podimpérnou vyskou vodni
hladiny. Ridavek organického dusikuéimtendenci rychlost metanogeneze zvysit. V dolni
vrstw pady bylo zvySeni rychlosti metanogeneze padavku dvacetinasobkuutpodni
koncentrace organického dusiku statistickyiikagné. Statisticky fikazny vysledek
piidavku organického dusikuibe byt vys¥étlen limitaci dusikem. Po#én C:N byl v ramci
lokality pro horni i dolni vrstvy fdy dohromady 31,4:1. Tento Siroky p&mmaznguje
limitaci spiSe dusikem, protoze koncentrace uhtidy na jednotlivych lokalitach podobné.

Na lokalit R2 nebyl zji&n statisticky pitkazny vliv gfidavku dusiku na rychlost
metanogeneze. Statisticky tgazny nebyl ani vliv vzdalenosti od odvamvaci ryhy.
Vzdalenost mezi vzorky u odvadvaci ryhy a 20 m od odvédvaci ryhy nebyla
pravéEpodobré dostaténa, aby se zde statisticky Ggazre projevil rozdil ve kvalit
substratu a dalSich podminkach pro metanogenegtikted ve vzorcich u ryhy byla vyssi
pramérna vyska vodni hladiny.iRlavek mineralniho dusiku v horni vi&tpady m¢l trend

rychlost metanogeneze inhibovat. Rychlost metanememiize byt ovliviena gidavkem
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amoniaku biochemicky, kdyipvysoké koncentraci amoniaku je rychlost metanegen
inhibovana na enzymatické arovni (Eriksson et 2010). To by mohlo byt vystienim
inhibi¢niho trendu rychlosti metanogeneze v mych vzorcich.

Pridavek organického dusikuéhtrend zvysit rychlost metanogeneze prépatobr
z divodu limitace dusikem nebo dalSich jednoduchyckklakteré mohou metanogenni
archea vyuZzivat pro metanogenezi. Rychlost metarexge byla vySSi v hornich vrstvach
pady neZz v dolnich anaerobnich vrstvach, coZ poterzZiipitaci substrdtem v dolnich
vrstvach @dy. Moznou limitaci dusikem vystluje i to, Ze koncentrace amonnych a
dusknanovych ioni v mych vzorcich byla nizsi v dolnich vrstvach neliornich vrstvach
pudy. V dolnich vrstvach gy limitaci substratem potvrzuje i koncentrace og#ho
organického uhliku (TOC), kterého bylo n¢érez v hornich vrstvachigy.

Rozdilné vysledky vlivu fidavku dusiku na rychlost metageneze u lokalityaFR2
mohou byt vysetleny dwma jiz uvadnymi faktory - kvalitou substratu a oxigd#® -
redulkénim potencidlem jdy. Na lokali® R2 je nizSi pkmérna vySka vodni hladiny nez na
lokalité¢ P1. Také zde byla v roce 2018 laboratornich pokusech n&fena niZSi anaerobni
respirace nez na lokalitP1(Maanavilja et al.,fpdloZzeny rukopis). Vznika zde tedy n¢én
CO,, ktery miZze byt substratem pro metanogeny. Na lokal®l byl také pomoci
kvantitativni PCR detekovanétéi paet metanogein nez na lokalt R2 (nepublikovana
data). RoviZz hodnoty G,ic a Nyic byly na lokalit P1 dvojnasobhaz trojnasobévyssi nez
na R2.VSechny tyto vySe uvedené rozdily mezi lokalitandi  R2 mohou byt jednou

z pricin rozdilnych vysledi ovlivnéni rychlosti metanogenezéigavkem dusiku.
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6. Zawry

1) Na odvodanych lokalitach raSelinnych stin byly potencialni rychlosti metanotrofie a
metanogeneze pod mezi detekce. Pouze na jédntd tlokalit byla narfena velmi nizka

~ s

rychlost metanotrofie v dolnich vrstvachiudy (dvanactkrat nizSi hodnoty nez na

~ v 7]

revitalizovanych lokalitach a az dvacetkrat nizsdimoty nez naifrozenych lokalitach).

2) Revitalizace vodniho rezimu odvahych raSelinnych smin vedla ke zvySeni
potencialni rychlosti metanogeneze i metanotrafieg gedevsim v horni vrstvpidy (0-10
cm). Ani rékolik let po revitalizaci (4 -7 let) vS8ak nedosSlm&ristu rychlosti metanogeneze
na arove prirozenych lokalit {tyfikrat nizSi hodnoty na revitalizovanych oprotirpzenym
lokalitam v hornich vrstvachaply). Oproti tomu rychlost metanotrofie na revitakanych
lokalithch dosahla hodnot Zipzenych lokalit. Da se tedycekavat, Ze revitalizace
odvodrénych raselinnych smiin nepovede k néstu emisi metanu do atmosféry ve srovnani

s pirozenymi lokalitami.

3) Reakce metanogennich mikroorganisma gFisun N zavisela zejména na jeho férm
meére pak na jeho koncentraci. Pdigavku dusiku v organické fokrse zvysila rychlost
metanogeneze nebo nebyl zaznamenan signifikanini pb pridavku dusinanmi nebyla
reakce jednozrimd, amonny N neh signifikantni vliv na rychlost metanogeneze. Rigst
metanotrofie se porfalavku dusiku nikdy nezvysila, byl zaznamenan irtimibefekt nebo se
rychlost metanotrofie nezinila. Z toho lze odvodit, Ze zvySenyigun N v organické forgn
do ekosystému raSelinnych stimrmize zvysit aktivitu metanogéra naopak sniZzit aktivitu

metanotrofi. To miZze vést k ndistu emisi metanu do atmosfeéry.
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Priloha 1. Mapa zkoumanych lokalit. Body 1-6 ozigi jednotlivé lokality. 1) O2; 2) R1;
3) O1; 4) P2; 5) R2; 6) P1

Priloha 2 Vybrané fotografie zkoumanych lokalit A) odvaha lokalita O2

B) revitalizovana lokalita R1 C){pozena lokalita P1
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Koncentrace N-NH4 Koncentrace N-NO3

Vzorek (ug/g suché p udy) (ug/g suché p udy)

P10AH 108,492 107,645
P120AH 110,218 107,889
P10BH 108,352 107,810
P120BH 84,92 82,724
R2 0AH 93,655 82,967
R2 20AH 29,249 28,203
R2 0B H 110,141 109,384
R2 20B H 84,459 83,074
P10AD 75,857 68,861
P120A D 109,739 91,367
P10BD 100,361 91,497
P120B D 75,173 62,239
R2 0AD 62,687 70,190
R2 20AD 30,68 31,692
R2 0B D 103,604 97,307
R2 20B D 67,817 62,523

Priloha 3: Pivodni koncentrace N-NfHa N-NG; ve vybranych vzorcich pouzivanych pro

pokusy vlivu gidavku dusiku na rychlost metanotrofie nebo metanege
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