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 ABSTRAKT

Skleníkovým plynům a souvisejícím biogeochemickým koloběhům uhlíku a dusíku je

v posledních  dvou  desetiletích  věnována  zvýšená  pozornost  v důsledku  globálních

změn klimatu. Cílem disertační práce bylo v několika vědeckých studiích kvantifikovat

a charakterizovat  produkci  skleníkových plynů,  především metanu,  v hyporheických

sedimentech  malého  vodního  toku  Sitka.  Studie,  které  se  zakládají  na  terénních

měřeních,  inkubačních  experimentech  a  analýze  stabilních  izotopů,  jsou  součástí

širšího výzkumu, který se zabývá koloběhem uhlíku v tekoucích vodách. Data z pěti

studií  obsažených v disertační práci  dokládají,  že vodní toky uvolňují  do atmosféry

významné množství metanu, oxidu uhličitého a oxidu dusného. Dále uvedené studie

dokládají,  že v  hyporheických  sedimentech  dochází  k mikrobiálním  procesům

metanogeneze  a  metanotrofie  a  současně  k výskytu  souvisejících  taxonů  archeí  a

bakterií.  Závěrečná  studie  prokazuje,  že  podíl  acetoklastické  a  hydrogenotrofní

produkce metanu v hyporheických sedimentech je v rozsahu typickém pro sladkovodní

prostředí.  Disertační  práce  přispěla  k vědomostem  o  anaerobním  metabolismu

v hyporheických sedimentech a o jejich roli v biogeochemických kolobězích uhlíku a

dusíku.

Klíčová  slova:  skleníkové  plyny,  metan,  oxid  uhličitý,  oxid  dusný,  hyporheický

sediment, tekoucí vody, metanogeneze
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ABSTRACT

In terms of the global climate change, a raised awareness is devoted to greenhouse gas

emissions and to the contextual biogeochemical cycles of carbon and nitrogen in the

last  two decades.  The aim of  the  thesis  is  to  quantify and  characterize,  in  several

research  papers,  greenhouse  gas  production,  especially  of  methane,  in  hyporheic

sediments  of  the  small  water  stream  Sitka.  The  research  papers  based  on  field

measurements,  incubation experiments and a stable isotope analysis are a  part  of  a

long-term research concerned with the organic carbon cycle in running waters. Data in

the  five  research  papers  included  in  the  thesis  prove  that  water  streams  release  a

significant amount of methane, carbon dioxide and nitrous oxide into the atmosphere.

Furthermore  the  research  papers  demonstrate  that  microbial  processes  of

methanogenesis  and  methanotrophy  occur  in  conjunction  with  presence  of  related

taxonomic  groups  of  archaea  and  bacteria.  The  last  research  paper  approves  that

partitions  of  acetoclastic  and  hydrogenotrophic  pathways  of  methane production in

hyporheic sediments are in a range typical  for  freshwater  environments.  The thesis

contribute to the knowledge about an anaerobic metabolism in hyporheic sediments,

and about their role in biogeochemical cycles of carbon and nitrogen.

Key  words:  greenhouse  gases,  methane,  carbon  dioxide,  nitrous  oxide,  hyporheic

sediments, running waters, methanogenesis

4



OBSAH

STRUKTURA DISERTAČNÍ PRÁCE............................................................................6

ÚVOD...............................................................................................................................7

Skleníkové plyny..............................................................................................................7

Produkce biogenních skleníkových plynů........................................................................8

Hyporheické sedimenty....................................................................................................9

Metanogeneze.................................................................................................................10

CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE.........................................................................................12

METODIKA...................................................................................................................13

SHRNUTÍ VÝSLEDKŮ................................................................................................15

ZÁVĚR………………………………………………………………………………...17

LITERATURA...............................................................................................................18

ABSTRAKTY PUBLIKACÍ V DISERTAČNÍ PRÁCI.................................................24

PUBLIKAČNÍ ČINNOST..............................................................................................28

5



STRUKTURA DISERTAČNÍ PRÁCE

Disertační práce je založena na níže uvedených publikacích a manuskriptech, které jsou

označeny a citovány pod číslicemi I. - V.

I.

Mach V, Čáp L, Šipoš J, Rulík M (2014) Seasonal measurement of greenhouse gases

concentrations and emissions along the longitudinal profile of small stream. Submitted

to Pol. J. Environ. Stud. (manuscript number PJOES-00340-2015-01).

II.

Rulík M, Bednařík A, Mach V, Brablcová L, Buriánková I, Badurová P, Gratzová K

(2012) Methanogenic system of a small lowlandstream Sitka, Czech Republic. Chapter

17 In: Matovic MD et al. (eds.) Biomass Now - Cultivation and Utilization. InTech, pp.

395-426.

III.

Buriánková I, Brablcová L, Mach V, Hýblová A, Badurová P, Cupalová J, Čáp L, Rulík

M (2012) Methanogens and methanotrophs distribution in the hyporheic sediments of a

small lowland stream. Fundam. Appl. Limnol. 17: 87-102.

IV.

Buriánková  I,  Brablcová  L,  Mach  V,  Dvořák  P,  Rulík  M.  (2013)  Identification  of

methanogenic  archaea  involved  in  a  methane  stream  cycle  by  targeting

methylcoenzyme M reductase (mcrA) gene. PloS One 8: e80804.

V.

Mach  V,  Blaser  M,  Claus  P,  Chaudhary  PP,  Rulík  M  (2014)  Methane  production

potentials, pathways, and communities of methanogens in vertical sediment profiles of

river Sitka. Front. Microbiol. 6:506. doi: 10.3389/fmicb.2015.00506

6



ÚVOD

Skleníkové plyny

Kromě vodních par  jsou třemi  nejvýznamnějšími  skleníkovými plyny oxid uhličitý,

metan  a  oxid  dusný (IPCC 2013).  Celkový podíl  skleníkových  plynů  na  změnách

klimatu  ovlivňuje  především  nárůst  jejich  atmosférické  koncentrace,  která  od

preindustriálního  období  u  všech  tří  plynů  významně  stoupla.  V  roce  2011  byla

průměrná globální atmosférická koncentrace oxidu uhličitého 391 ppm, což je nárůst o

41 % oproti preindustriálnímu období, za které je považován rok 1750 (IPCC 2013). V

preindustriálním období byla globální atmosférická koncentrace oxidu uhličitého podle

měření  vzduchu  z  ledovcových  vrtů  278  ppm  (Etheridge  et  al.  1996).  Průměrná

globální atmosférická koncentrace metanu je 1803 ppb (IPCC 2013), což je výrazný

nárůst oproti preindustriálnímu období, kdy byla jeho průměrná globální koncentrace

pouze 722 ppb (Eltridge et al. 1998, Dlugokencky et al. 2005), ale předpokládá se, že

lidský  vliv  na  globální  koloběh  metanu  začal  o  tisíce  let  dříve  než  na  počátku

industriálního období (Ruddiman 2003, Ferretti et al. 2005, Ruddiman 2007). V roce

2011  dosáhla  průměrná  globální  atmosférická  koncentrace  oxidu  dusného  324  ppb

(IPCC 2013) a od roku 1750, kdy byla 270 ppb, stoupla o 20 % (Prather et al. 2012).

Měření izotopického složení oxidu dusného v ledovcových vrtech naznačuje, že vzrůst

atmosférické koncentrace tohoto plynu od 50. let 20. století je především v důsledku

používání syntetických dusičnanových hnojiv (Rockmann et Levin 2005, Ishijima et al.

2007, Davidson 2009, Syakila et Kroeze 2011).

Schopnost různých skleníkových plynů přispět ke klimatické změně ovlivňuje vedle

atmosférických  koncentrací  také  jejich  efektivita.  Jako  metrické  nástroje  převedení

efektu různých skleníkových plynů na společnou stupnici slouží potenciály globálního

oteplení (global warming potentials, zkráceně GWP). Potenciál globálního oteplení je

definován jako v daném čase vypočtené radiační působení určitého skleníkového plynu

v poměru ku radiačnímu působení stejné hmotnosti oxidu uhličitého (Houghton et al.
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1990). Efekt stejné hmotnostní jednotky metanu i oxidu dusného na oteplení troposféry

je výrazně vyšší než u oxidu uhličitého (Myhre et al. 2013).

Produkce biogenních skleníkových plynů

Oxid uhličitý,  metan  a  oxid dusný jsou  součástí  biogeochemických cyklů  uhlíku  a

dusíku,  tudíž  kolují  mezi  rezervoáry,  ze  kterých  jsou  odstraňovány  ztrátami  a

doplňovány do nich zdroji. Významným rezervoárem všech tří sloučenin je atmosféra.

Ztráty a zdroje skleníkových plynů pro atmosféru se mohou rozdělovat na přirozené a

antropogenní.  Rovnováha přirozených koloběhů prvků mezi rezervoáry je zpravidla

antropogenními  vlivy  narušována.  Příkladem  je  právě  zvyšování  koncentrace

skleníkových plynů v atmosféře. Důležitou společnou vlastností všech tří plynů je, že

mohou vznikat  mikrobiálními procesy, které patří  mezi jejich významné přirozené i

antropogenní zdroje.

K  přirozeným  zdrojům  oxidu  uhličitého  přibyly  v  holocénu  zdroje  antropogenní,

kterými jsou spalování fosilních paliv, výroba cementu a změny využití území (např.

deforestace).  Pouze  malý  zlomek  celkového  množství  oxidu  uhličitého  uvolněného

ročně do atmosféry je antropogenního původu, ale přesto je tato relativně malá část

klíčová v narušení rovnováhy přirozeného koloběhu uhlíku a vzrůstu atmosférických

koncentrací oxidu uhličitého.

Podle  vzniku  lze  zdroje  metanu  do  atmosféry  rozdělit  na  tři  kategorie:  biogenní,

termogenní  (fosilní)  a  pyrogenní,  které  mohou být  jak  přirozené  tak  antropogenní.

Biogenní emise metanu tvoří asi 65-79 % celkových emisí do atmosféry (Wuebbles et

Hayhoe 2002, Mikaloff-Fletcher et al. 2004, Wang et al. 2004, Chen et Prinn 2006). Z

hlediska biogenních zdrojů metanu byla zatím věnována pouze malá pozornost řekám a

vodním tokům (Jones et al. 1995, Hlaváčová et al. 2005, Sanders et al. 2007, Wilcock

et Sorrell 2007, Trimmer 2009, publikace I. a II.).

K  nárůstu  atmosférické  koncentrace  oxidu  dusného  dochází  kvůli  antropogennímu

narušení  koloběhu  dusíku.  Rovnováha  je  narušována  tím,  že  je  zvýšena  produkce
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reaktivního dusíku (všechny formy dusíku kromě N2)  lidskou činností.  Oxid dusný

vzniká přirozeně během mikrobiálních procesů nitrifikace a denitrifikace, které jsou

zvýšeným obsahem reaktivního dusíku antropogenně zesilovány (Sloss 1992). Nedávné

studie  potvrzují,  že  řeky jsou významným zdrojem oxidu  dusného (Beaulieu  et  al.

2011, Rosamond et al. 2012,  publikace I.).

Kvůli obavám z globální klimatické změny navrhují mnohé studie možné způsoby a

strategie  snižování  emisí  skleníkových  plynů  z  antropogenních  zdrojů.  Na  druhou

stranu  některé  přirozené  zdroje  těchto  plynů  jsou  opomíjeny  (Frankignoulle  et

Middelburg  2002),  přestože  je  inventarizaci  zdrojů  skleníkových  plynů  věnováno

značné úsilí.  Koncentrace oxidu uhličitého,  metanu a oxidu dusného je  ve vodních

tocích  několikanásobně vyšší  než  rovnovážná s  atmosférickou koncentrací  (Cole  et

Caraco  2001,  Hlaváčová  et  al.  2006,  Striegl  et  al.  2012,  Yang  et  al.  2012),  což

naznačuje, že vodní toky mohou být významným zdrojem těchto plynů. Ačkoliv panuje

všeobecná  potřeba  kvantifikace  potenciálních  zdrojů  skleníkových  plynů,  nejsou

obvykle vodní toky mezi zdroje metanu přímo započítány, jako je to v případě oxidu

dusného.  Přesto  již  existuje  např.  mnoho  dokladů,  že  vodní  toky  uvolňují  také

významné množství metanu (Sanders et al. 2007, Wilcock et Sorrell 2008).

Hyporheické sedimenty

Hyporheická  zóna  je  oblast  říčního  dna  vyplněná  porézními  sedimenty,  které  jsou

saturované  říční  a  podzemní  vodou.  Hyporheické  sedimenty  mají  zásadní  úlohu  v

procesu samočištění vody a jsou metabolickým centrem vodního toku zodpovědným za

zadržování,  ukládání  a  mineralizaci  organického  materiálu,  který  je  transportován

povrchovou  vodou  (Grim  et  Fisher  1984).  Fyzikální  a  chemické  parametry

v hyporheickém sedimentu se vyznačují prostorovou variabilitou.

Díky hyporheickému biofilmu mohou v aerobním prostředí vedle sebe probíhat aerobní

a  anaerobní  procesy,  které  se  odehrávají  v jeho  různých  vrstvách.  Protože

polysacharidová matrix udržuje propojení mezi jednotlivými mikrokoloniemi různých
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bakteriálních a archeálních typů, mohou vznikat místa specifických limitovaných nik.

Mikroorganismy  požadující  specifické  substráty,  jako  jsou  např.  metanogeny  s

požadavkem  na  vodík,  jsou  schopny  růst  díky  těsnému  prostorovému  nastavení  s

ostatními typy bakterií a archeí, které produkují tyto substráty (Korber et al. 1995).

Metanogeneze

Biogenní metan hraje úlohu při rozkladu organických látek v sedimentech a půdách,

protože  je  finálním  produktem  anaerobní  dekompozice  organického  materiálu.

V anaerobních  podmínkách  je  organický  materiál  nejprve  rozložen  fermentací  na

jednoduché  látky  (oxid  uhličitý,  kyseliny  a  alkoholy);  poslední  krok  anaerobního

rozkladu pak probíhá, až pokud jsou spotřebovány alternativní anorganické elektronové

akceptory (zejména dusičnany,  železité  ionty a  sírany)  a  je  nazýván metanogeneze.

Tento  mikrobiální  proces  je  umožněn  funkční  skupinou  zvaných  metanogeny

(metanogenní archea), které fylogeneticky náleží do několika taxonů v doméně Archea

(Chaban et al. 2006). Metanogeny mohou využívat pouze omezené množství substrátů.

Ve sladkovodních ekosystémech se vyskytuje prakticky pouze redukce oxidu uhličitého

vodíkem (tzv.  hydrogenotrofní  metanogeneze)  a  rozklad  acetátu  (tzv.  acetoklastická

metanogeneze) (Davidson et Schimel 1995, Conrad 2007).  Ve většině metanogenních

prostředí probíhají tyto typy metanogeneze současně a liší se svým podílem na celkové

produkci metanu.

Metan produkovaný ve sladkovodním prostředí je často obohacen o těžší izotop uhlíku

(13C) v poměru k metanu z mořských sedimentů. To je díky relativně většímu významu

acetoklastické  metanogeneze  ve  sladkovodních  prostředích  oproti  mořským

sedimentům, kde převládá hydrogentrofní metanogeneze (Blair et al. 1993). Přestože

podíl metanogenních reakcí na celkové produkci metanu byl již kvantifikován v mnoha

různých  prostředích,  jako  jsou  tropická  jezera  (Conrad  et  al.  2011),  rýžová  pole

(Sugimoto et Wada 1993, Fey et al. 2003, Penning et Conrad 2007), kořeny rýže (Chin

et  al.  2004),  boreální  rašeliniště  (Galand  et  al.  2005),  mořské  sedimenty  (Crill  et

Martens 1986), mokřady mírného pásu (Hornibrook et al. 1997) či anaerobní reaktory
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(Laukenmann  et  al.  2010),  o  podílu  metanogenních  reakcí  v  říčních  ekosystémech

máme dosud stále málo informací.

Lepší  představu  již  máme  o  koloběhu  metanu  v  říčním  ekosystému.  Metan  je

produkován v hyporheické zóně, ze které přechází difúzí nebo v podobě bublinek do

povrchové  vody,  odkud  je  uvolňován  dále  do  atmosféry.  Na  úbytku  metanu  v

hyporheické zóně se podílí metanotrofie, která je zprostředkována funkční skupinou

metanotrofních  bakteriíí.  Tento  mikrobiální  proces  převládá  ve  více  prokysličených

částech sedimentu a v některých vodních ekosystémech může zoxidovat až veškerý

vyprodukovaný metan (Hanson et Hanson 1996).
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CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE

V disertační práci byly sledovány tři hlavní cíle:

Porovnat  a  kvantifikovat  emise  a  koncentrace  skleníkových  plynů  (metanu,  oxidu

uhličitého,  oxidu dusného) v hloubkovém a  podélném profilu  malého vodního toku

Sitka během jednoho ročního cyklu. (publikace I. a II.).

Pomocí  inkubačních  experimentů  charakterizovat  a  porovnat  mikrobiální  procesy

spojené s produkcí a oxidací metanu v hloubkovém profilu hyporheického sedimentu a

podél říčního kontinua malého vodního toku Sitka (publikace II., III., IV.).

Pomocí analýzy δ13C a inkubačních experimentů se selektivní inhibicí metanogeneze

kvantifikovat  substrátovou  preferenci  metanogenů  a  charakterizovat  mikrobiální

procesy v koloběhu uhlíku v hloubkovém profilu hyporheického sedimentu říčky Sitka

(publikace V.).
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METODIKA

Výzkum  probíhal  na  říčce  Sitka,  která  je  z převážné  části  neregulovaným  vodním

tokem dlouhým 35 km. Pramení v Nízkém Jeseníku a ústí do říčky Oskavy asi 5 km

severně od Olomouce.  V podélném profilu  vodního toku bylo vytyčeno pět  lokalit,

které představovaly pravidelná odběrová místa. Horní část toku protéká skrze lesnatou

oblast s malou intenzitou antropogenních činností (lokality I-II), zatímco spodní část

toku  s dobře  vyvinutou  pobřežní  vegetací  přirozeně  meandruje  skrze  intenzivně

obhospodařovanou zemědělskou krajinu (lokality III-V).

Během výzkumu byly na stanovených lokalitách pravidelně v průběhu roku odebírány

vzorky  povrchové  a  intersticiální  vody  a  vzorky  hyporheického  sedimentu.

Intersticiální voda byla odebírána za použití minipiezometrů (Trulleyová et al. 2003) a

hyporheické sedimenty byly odebírány pomocí metody freeze-core s tekutým dusíkem

jako chladícím mediem (Bretschko et Klemens 1986).  Koncentrace oxidu uhličitého,

metanu  a  oxidu  dusného  v plynných  a  vodních  vzorcích  byla  měřena  plynovou

chromatografií.

Měření  úniku  plynů z vodní  hladiny do  atmosféry bylo  provedeno pomocí  metody

uzavřených  komor  (Crill  et  al.  1988).  Vespodu  otevřené  plovoucí  komory  byly

umístěny  na  vodní  hladinu  pomocí  plováku  a  plyny  mohly  volně  emitovat  do

headspace komor.  Emise  byly spočteny jako  rozdíl  mezi  pozaďovou koncentrací  a

koncentrací uvnitř komor po uplynutí doby inkubace a vyjádřeny v mg m-2 day-1.

Inkubační  experimenty  pro  stanovení  potenciální  produkce  metanu  a  potenciální

oxidace metanu v podélném a hloubkovém profilu hyporheických sedimentů toku Sitka

sloužily ke srovnání  s početností  mikrobiálních populací  metanogenů a metanotrofů.

Míra  potenciální  produkce  metanu  (metanogeneze)  je  měřena  pomocí  anaerobních

inkubačních  experimentů  (Segers  1998).  Míra  potenciální  oxidace  metanu

(metanotrofní  aktivita)  byla  měřena  modifikací  metody  oxidace  metanu  v půdních

vzorcích  (Hanson  1998).  Potenciální  produkce  a  oxidace  metanu  byly  vypočteny
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z rozdílů koncentrací metanu během doby inkubace a byly vyjádřeny v  nM CH4 ml–1

mokrého sedimentu za hodinu.

Pro  určení  substrátové  specifity  metanogeneze  byla  použita  metoda  srovnání

izotopového  složení  uhlíku  v  produkovaném  metanu  a  jeho  prekurzorech  během

anaerobní inkubace hyporheického sedimentu s a bez přídavku metyl-fluoridu, který

specificky inhibuje acetoklastickou metanogenezi. Izotopické složení metanu a oxidu

uhličitého bylo provedeno hmotnostním spektrometrem s předřazeným spalováním a

plynovým chromatografem (Brand 1996). Izotopická analýza acetátu byla provedena

metodou  hmotnostní  spektrometrie  s předřazenou  kapalinovou  chromatografií

(Krummen et al. 2004). Izotopický poměr všech analyzovaných sloučenin byl vyjádřen

v hodnotě  delta  oproti  standartě  VPDB.  Podíl  hydrogentrofní  metanogeneze  byl

vypočten podle rovnice (Conrad 2005):

ƒmc = (δCH4 – δma) / (δmc – δma)                                                                                        

kde ƒmc je podíl hydrogentrofní metanogeneze na celkové produkci metanu, δCH4, δma a

δmc jsou izotopický signál uhlíku metanu směsného, produkovaného výhradně z acetátu

a výhradně z oxidu uhličitého.
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SHRNUTÍ VÝSLEDKŮ

V první části práce zaměřené na produkci metanu, oxidu uhličitého a oxidu dusného

v hyporheických  sedimentech  byly  naměřeny  významné,  v porovnání  s atmosférou

několikanásobně  přesycené  koncentrace  všech  sledovaných  plynů  v intersticiální  a

povrchové vodě a to v celém podélném profilu toku Sitka. Koncentrace sledovaných

plynů  v intersticiální  vodě  několikanásobně  převyšovaly  koncentrace  ve  vodě

povrchové, což indikuje, že hyporheický sediment je zdrojem těchto plynů pro vodu

povrchovou, ze které jsou následně skleníkové plyny uvolněny do atmosféry. Současně

byly  v celém  podélném profilu  vodního  toku  během jedné  roční  sezóny naměřeny

významné atmosférické emise všech tří plynů. Celkové roční emise skleníkových plynů

z toku Sitka do atmosféry byly odhadnuty na 637 kg metanu, 210 t oxidu uhličitého a

229 kg oxidu dusného. Pokud převedeme všechny plyny pomocí potenciálů globálního

oteplení ve stoletém horizontu na stejné metrické jednotky, přispěje sledovaný vodní

tok 300 ekvivalentních tun oxidu uhličitého, z čehož je 7,2 % příspěvek metanu.

V další části práce, která již byla zaměřena pouze na metan, byly naměřeny pozitivní

potenciální produkce metanu a potenciální oxidace metanu hyporheického sedimentu

z celého podélného profilu sledovaného vodního toku. Naměřené potenciální produkce

metanu i potenciální oxidace metanu vykazovaly vyšší hodnoty v dolní části toku než

v horní  části  toku.  Při  srovnání  aktivity  obou  mikrobiálních  procesů  mezi  svrchní

vrstvou (0-25 cm) a spodní vrstvou (25-50 cm) hyporheického sedimentu vykazovala

vyšší  hodnoty  především  vrstva  svrchní,  která  celkově  obsahovala  větší  množství

mikroorganismů  a  mikrobiální  aktivity.  Početnosti  metanogenních  archeí  a

metanotrofních  bakterií  v podélném  a  vertikálním  profilu  vodního  toku  ovšem

neodpovídaly relativnímu významu příslušných mikrobiálních procesů.

Poslední část  práce zužuje pozornost pouze na mikrobiální procesy v hyporheickém

sedimentu na lokalitě IV. Anaerobní inkubační experimenty při detailním hloubkovém

rozlišení prokázaly dvě produkční maxima produkce metanu: první v hloubce 0-10 cm

a druhá v hloubce 40-50 cm. Produkce metanu se pohybovala ve srovnatelných řádech
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jako produkce  metanu v jiných sladkovodních  ekosystémech,  jako jsou jezera  nebo

rýžoviště  a  přitom hodnoty  δ13C produkovaného  metanu  odpovídaly hodnotám pro

biogenní  metan.  Na základě změřených  δ13C smíšeného a výhradně hydrogentrofně

produkovaného  metanu,  δ13C  acetátu  a  frakcionačních  faktorů  acetoklastické

metanogeneze  z  literatury  byl  dopočítán  podíl  hydrogentrofní  metanogeneze,  který

představuje 40-50 % celkové produkce metanu, což je opět v rozsahu typickém pro

sladkovodní  prostředí.  Výskyt  obou  typů  metanogeneze  v hyporheickém  sedimentu

toku Sitka koresponduje s nálezy z předchozí části výzkumu, kdy byli nalezeni zástupci

hydrogentrofních  (Methanobacterium)  i  acetoklastických  (Methanosarcina a

Methanosaeta) metanogenů. Z nízkých hodnot δ13C akumulovaného acetátu, který se

nahromadil  během  anaerobní  inkubace  za  přítomnosti  metyl-fluoridu,  vyplývá,  že

v hyporheickém sedimentu Sitky probíhá významnou měrou také homoacetogeneze,

což je mikrobiální proces produkce acetátu z oxidu uhličitého.
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ZÁVĚR

Tato  práce  přinesla  jedny  z prvních  odhadů  kvantifikace  celkových  ročních

atmosferických emisí skleníkových plynů z malého vodního toku. Bylo potvrzeno, že

anaerobní  mikrobiální  procesy  hrají  významnou  roli  v  koloběhu  uhlíku

v hyporheických sedimentech a že metan,  kterému bylo doposud ve vodních tocích

věnováno pouze málo pozornosti,  se nezanedbatelnou měrou podílí  na klimatickém

efektu celkových emisí skleníkových plynů z vodního toku. Také z toho důvodu byl

původní  záměr,  věnovat  se  v  této  disertační  práci  produkci  všech  tří  biogenních

skleníkových plynů, posléze zúžen pouze na produkci metanu. Dalším impulsem k této

změně byla spoluúčast na výzkumném grantu GAČR „Biogeochemie metanu a detekce

metanogenních  a  metanotrofních  bakterií  v  říčních  sedimentech“.  Další  studie

prokázaly,  že  metanogeneze  a  metanotrofie  jsou  významné  procesy  v sedimentech

tekoucích  vod,  což  odpovídá  nalezenému  bohatému  společenstvu  metanogenů  a

metanotrofů.  Za  použití  metody  detekce  stabilních  izotopů  a  selektivní  inhibice

metanogeneze  během  inkubace  bylo  zjištěno,  že  na  celkové  produkci  metanu  se

acetoklastická metanogeneze podílí 50-60 % a hydrogenotrofní metanogeneze 40-50

%.  Míra  produkce  metanu  a  substrátová  preference  metanogenů  v hyporheickém

sedimentu vodního toku se pohybují v řádově podobných hodnotách jaké byly nalezeny

v jiných sladkovodních ekosystémech.
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ABSTRAKTY PUBLIKACÍ V DISERTAČNÍ PRÁCI.

I. Seasonal measurement of greenhouse gases concentrations and emissions along

the longitudinal profile of small stream

Václav Mach, Lubomír Čáp, Jan Šipoš, Martin Rulík

(Pol. J. Environ. Stud. submitted)

In order to find out whether streams might be the considerable source of greenhouse

gases to the atmosphere,  our investigation sought to determine the total emissions of

CH4, CO2, and N2O from the surface water of a small stream. Over a period of a year

we used floating chambers to measure gaseous emissions along the longitudinal profile

of the Sitka stream (Czech Republic). Additionally, we measured gas concentrations of

surface  and  interstitial  waters.  We  found  that  interstitial  and  surface  waters  were

supersaturated  by  all  monitored  gases,  especially  by  CH4 and  that  the  stream  is

significant emitter of these greenhouse gases. The concentrations and the emission rates

of all three gases were higher in the downstream part than in the upstream part of the

stream. In the case of CH4 the majority of the total annual emission (90%) was released

from the most downstream section of the stream, representing only 1/5 of the stream’s

total surface area (0.18 km2). The total annual emissions of CH4, CO2, and N2O into the

atmosphere  from the  water‘s  surface  were  estimated  to  be  0.6  t,  210  t,  and  0.2  t

respectively. After conversion of the greenhouse gas emissions to CO2 equivalents used

by IPCC, CO2 accounts the most part of total annual emission of greenhouse gases

(70.1%), with the second being N2O (22.7%), and the last CH4 (7.2%), for 100-year

time  horizon.  This  work  brings  worthwhile  data  of  greenhouse  gas  emissions  and

concentrations from a small water stream based on seasonal measurement along the

longitudinal profile.

II. Methanogenic system of a small lowlandstream Sitka, Czech Republic

Martin Rulík, Adam Bednařík, Václav Mach, Lenka Brablcová, Iva Buriánková, Pavla

Badurová, Kristýna Gratzová

24



(In: Matovic MD et al. Biomass Now - Cultivation and Utilization,  Chapter 17: 395-

426)

Chapter in a book summarized results of long term research focused on organic carbon

cycle  in  running  waters  and  methanogenesis,  especially.  Methane  emissions  from

environmental sources are presently wide discussed issue due to the role of methane in

global  warming. The findings from aquatic  environments confirmed that  amount of

microbially  produced  methane  significantly  contributes  to  the  total  methane

concentration  in  atmosphere.  Methane  emissions,  distribution  of  microbial  activity,

methanogenic archaea and methanotrophs were studied in a small lowland stream Sitka

in Czech Republic. The methanogens and methanotrophic bacteria were detected using

FISH with 16 S rRNA-targeted oligonucleotide probes. The occurence and diversity of

methanogenic archaeal community were analyzed by cloning technique and denaturing

gradient gel electrophoresis (DGGE).

III. Methanogens and methanotrophs distribution in the hyporheic sediments of a

small lowland stream

Iva Buriánková, Lenka Brablcová, Václav Mach, Aneta Hýblová, Pavla Badurová, Jana

Cupalová, Lubomír Čáp, Martin Rulík

(Fundam. Appl. Limnol. 17: 87-102)

Distribution  of  microbial  activity,  methanogenic  archaea  and  type  I  and  II

methanotrophs were studied in a small lowland stream Sitka in Czech Republic. The

methanogens and methanotrophic bacteria were detected using FISH with 16 S rRNA-

targeted  oligonucleotide  probes.  The highest  microbial  density was  obtained  in  the

upper sediment layer 0 – 25 cm; this zone corresponded also to that of the highest

metabolic activity, as indicated by the methanogenic potential, methanotrophic activity,

INT and FDA profiles. Both methanogenic archaea and aerobic methanotrophs were

found at all localities along the longitudinal  stream profile.  The proportion of these

groups to the DAPI-stained cells was quite consistent and varied only slightly but a
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higher proportion to the DAPI-stained cells in the deeper sediment layer 25 – 50 cm

was observed. On average 23.4 % of DAPI-stained cells were detected by FISH with a

probe  for  methanogens  while  type  I  methanotrophs  reached  ~  21.4  % and type  II

methanotrophs 11.9 %, respectively. The percentage of DAPI-stained cells hybridizing

with methanotroph-specific probes was generally higher for type I than type II.  Our

data  show  that  the  methanogenic  archaea  and  aerobic  methanotrophs  can  be

numerically dominant components of the hyporheic biofilm community and affect CH4

cycling in river sediments.

IV. Identification of methanogenic archaea involved in a methane stream cycle by

targeting methylcoenzyme M reductase (mcrA) gene

Iva Buriánková, Lenka Brablcová, Václav Mach, Petr Dvořák, Martin Rulík

(PloS One 8: E80804)

Methanogenic  archaea  produce  methane  as  a  metabolic  product  under  anoxic

conditions  and  they play a  crucial  role  in  the  global  methane  cycle.  In  this  study

molecular diversity of methanogenic archaea in the hyporheic sediment of the lowland

stream Sitka (Olomouc, Czech Republic) was analyzed by PCR amplification, cloning

and sequencing analysis of the methyl coenzyme M reductase alpha subunit (mcrA)

gene. Sequencing analysis of 60 clones revealed 24 different  mcrA  phylotypes from

hyporheic sedimentary layers  to a  depth of 50 cm. Phylotypes were affiliated with

Methanomicrobiales,  Methanosarcinales  and  Methanobacteriales  orders.  Only  one

phylotype  remains  unclassified.  The  majority  of  the  phylotypes  showed  higher

affiliation with uncultured methanogens than with known methanogenic species. The

presence  of  relatively  rich  assemblage  of  methanogenic  archaea  confirmed  that

methanogens may be an important component of hyporheic microbial communities and

may affect CH4 cycling in rivers.
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V. Methanogenic pathways in sediment of river Sitka

Václav Mach, Martin Bruno Blaser,  Peter Claus,  Prem Prashant Chaudhary,  Martin

Rulík

(Front. Microbiol. 6:506. doi: 10.3389/fmicb.2015.00506)

Biological methanogenesis is linked to permanent water logged systems, e.g., rice field

soils or lake sediments. In these systems the methanogenic community as well as the

pathway  of  methane  formation  are  well-described.  By  contrast,  the  methanogenic

potential of river sediments is so far not well-investigated. Therefore, we analyzed (a)

the  methanogenic  potential  (incubation  experiments),  (b)  the  pathway  of  methane

production (stable  carbon isotopes  and inhibitor  studies),  and  (c)  the methanogenic

community composition (terminal restriction length polymorphism of  mcrA) in depth

profiles of sediment cores of River Sitka, Czech Republic. We found two depth-related

distinct  maxima  for  the  methanogenic  potentials  (a)  The  pathway  of  methane

production was dominated by hydrogenotrophic methanogenesis (b) The methanogenic

community  composition  was  similar  in  all  depth  layers  (c)  The  main  TRFs  were

representative  for  Methanosarcina,  Methanosaeta,  Methanobacterium,  and

Methanomicrobium species. The isotopic signals of acetate indicated a relative high

contribution of chemolithotrophic acetogenesis to the acetate pool.
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ABSTRAKT 

 

Skleníkovým plynům a souvisejícím biogeochemickým koloběhům uhlíku a dusíku 

je v posledních dvou desetiletích věnována zvýšená pozornost v důsledku globálních 

změn klimatu. Cílem disertační práce bylo v několika vědeckých studiích 

kvantifikovat a charakterizovat produkci skleníkových plynů, především metanu, 

v hyporheických sedimentech malého vodního toku Sitka. Studie, které se zakládají 

na terénních měřeních, inkubačních experimentech a analýze stabilních izotopů, jsou 

součástí širšího výzkumu, který se zabývá koloběhem uhlíku v tekoucích vodách. 

Data z pěti studií obsažených v disertační práci dokládají, že vodní toky uvolňují do 

atmosféry významné množství metanu, oxidu uhličitého a oxidu dusného. Dále 

uvedené studie dokládají, že v hyporheických sedimentech dochází k mikrobiálním 

procesům metanogeneze a metanotrofie a současně k výskytu souvisejících taxonů 

archeí a bakterií. Závěrečná studie prokazuje, že podíl acetoklastické a 

hydrogenotrofní produkce metanu v hyporheických sedimentech je v rozsahu 

typickém pro sladkovodní prostředí. Disertační práce přispěla k vědomostem o 

anaerobním metabolismu v hyporheických sedimentech a o jejich roli 

v biogechemických kolobězích uhlíku a dusíku. 

 

Klíčová slova: skleníkové plyny, metan, oxid uhličitý, oxid dusný, hyporheický 

sediment, tekoucí vody, metanogeneze 
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ABSTRACT 

 

In terms of the global climate change, a raised awareness is devoted to greenhouse 

gas  emissions and to the contextual biogeochemical cycles of carbon and nitrogen in 

the last two decades. The aim of the thesis is to quantify and characterize, in several 

research papers, greenhouse gas production, especially of methane, in hyporheic 

sediments of the small water stream Sitka. The research papers based on field 

measurements, incubation experiments and a stable isotope analysis are a part of a 

long-term research concerned with the organic carbon cycle in running waters. Data 

in the five research papers included in the thesis prove that water streams release a 

significant amount of methane, carbon dioxide, and nitrous oxide into the 

atmosphere. Furthermore the research papers demonstrate that microbial processes of 

methanogenesis and methanotrophy occur in conjunction with presence of related 

taxonomic groups of archaea and bacteria. The last research paper approves that 

partitions of acetoclastic and hydrogenotrophic pathways of methane production in 

hyporheic sediments are in a range typical for freshwater environments. The thesis 

contribute to the knowledge about an anaerobic metabolism in hyporheic sediments, 

and about their role in biogeochemical cycles of carbon and nitrogen. 

 

Key words: greenhouse gases, methane, carbon dioxide, nitrous oxide, hyporheic 

sediments, running waters, methanogenesis 
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OBECNÝ ÚVOD 

 

Skleníkové plyny 

Skleníkové plyny jsou plyny, které absorbují a uvolňují záření v rozsahu tepelných 

infračervených vlnových délek. Tato vlastnost některých plynů je příčinou 

skleníkového efektu, jehož antropogenní zesilování se zásadní měrou podílí na 

současné klimatické změně. Kromě vodních par jsou třemi nejvýznamnějšími 

skleníkovými plyny oxid uhličitý, metan a oxid dusný a růst jejich atmosferických 

koncentrací je považovaný za klíčový spouštěč globální antropogenní klimatické 

změny (IPCC 2013). 

Přestože je oxid uhličitý pouze stopovým plynem, má jeho obsah v atmosféře zásadní 

biologický význam pro primární produkci všech ekosystémů (Melillo et al. 1993). 

Nárůst koncentrací oxidu uhličitého v atmosféře má rozhodující vliv na změnu 

klimatu a činí z něj jednu z nejsledovanějších komponent atmosféry (IPCC 2013). 

Metan je nejhojnější organickou sloučeninou v atmosféře. Jeho emise a atmosférické 

koncentrace jsou monitorovány z několika důvodů. Především je významným a ve 

srovnání s oxidem uhličitým relativně účinnějším skleníkovým plynem (Lashof et 

Ahuja 1990). Zadruhé je nejhojnějším reaktivním stopovým plynem v troposféře a 

ovlivňuje chemismus troposféry ale také stratosféry. Oxidace metanu hydroxylovými 

ionty v troposféře vede k tvorbě formaldehydu, oxidu uhelnatého a s dostatkem 

oxidů dusíku k tvorbě ozónu (Thomposon et al. 1990). Metan ve stratosféře hraje 

důležitou roli v přeměně reaktivního chloru na méně reaktivní HCl (Burnett et 

Burnett 1995). 

Atmosférické koncentrace a emise oxidu dusného se sledují především z důvodu, že 

se jedná o relativně efektivní skleníkový plyn. Oxid dusný se významně podílí na 

úbytku stratosférické vrstvy ozonu (Forster et al. 2007). Ravishankara et al. (2009) 

tvrdí, že oxid dusný je nejvýznamnější emitovanou sloučeninou podílející se na 

úbytku ozonu, a předpokládají, že jí po dobu 21. století zůstane. 

Celkový podíl skleníkových plynů na změnách klimatu ovlivňuje především nárůst 

jejich atmosférické koncentrace, která od preindustriálního období u všech tří 

uvedených skleníkových plynů významně stoupla. 

V roce 2011 byla průměrná globální atmosférická koncentrace oxidu uhličitého 391 

ppm, což je nárůst o 41 % oproti preindustriálnímu období, za který je považován 

rok 1750 (IPCC 2013). V preindustriálním období byla globální atmosférická 
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koncentrace oxidu uhličitého podle měření vzduchu z ledových vrtů 278 ppm 

(Etheridge et al. 1996). Průměrná roční míra růstu atmosférické koncentrace oxidu 

uhličitého v období od roku 1960 až 2005 byla 1,4 ppm (Forster et al. 2007). 

Hlavními charakteristikami průběhu atmosférické koncentrace oxidu uhličitého jsou 

její dlouhodobý nárůst a sezónní cykly v důsledku fotosyntézy a respirace terestrické 

biosféry na severní polokouli. Hlavními přispěvateli k dlouhodobému nárůstu 

atmosferických koncentrací oxidu uhličitého jsou spalování fosilních paliv a změny 

využití území (Tans 2009). 

V roce 2011 byla průměrná globální koncentrace metanu 1803 ppb (IPCC 2013), což 

je výrazný nárůst oproti preindustriálnímu období, kdy byla jeho průměrná globální 

koncentrace pouze 722 ppb (Eltridge et al. 1998, Dlugokencky et al. 2005), ale 

předpokládá se, že lidský vliv na globální koloběh metanu začal o tisíce let dříve než 

v době označované jako preindustriální (Ruddiman 2003, Ferretti et al. 2005, 

Ruddiman 2007). Vývoj průměrných globálních koncentrací atmosférického metanu 

má proměnlivý charakter. Zatímco od začátku osmdesátých let do roku 1998 

docházelo ke snižování ročního přírůstku metanu, od roku 1999 do roku 2006 byla 

průměrná globální atmosférická koncentrace metanu stabilizovaná, ale od roku 2007 

do roku 2011 obsah metanu v atmosféře opět roste (Rigby et al. 2008, Dlugokencky 

et al. 2009). Zatím nebylo dosaženo vědeckého konsensu na příčinách výkyvů míry 

ročního přírůstku metanu do atmosféry. Dlugokencky et al. (2003) tvrdí, že globální 

emise jsou konstantní a pokles v roční míře přírůstku byl způsoben vyššími ztrátami 

hydroxidovými radikály (OH), které obecně způsobují největší ztráty metanu v 

atmosféře. Ze sledování 
13

C metanu v atmosféře vyplývá, že by mohlo docházet k 

poklesu míry ročního přírůstku metanu vlivem poklesu emisí biogenního metanu na 

severní polokouli (Kai et al. 2011). Další vysvětlení tvrdí, že pokles míry ročního 

přírůstku byl způsoben snížením emisí z těžby a distribuce zemního plynu, protože 

docházelo k simultánnímu poklesu atmosférické koncentrace etanu, jehož klíčovým 

zdrojem jsou emise zemního plynu (Aydin et al. 2011, Simpson et al. 2012). 

Nejpravděpodobnější příčinou opětovného růstu atmosférické koncentrace metanu 

byly anomálně vysoké teploty v Arktidě v roce 2007 a nadprůměrné srážky během let 

2007 a 2008 (Dlugokencky et al. 2009, Bousquet 2011). Pokud zvážíme nejistoty v 

příčinách míry ročního přírůstku atmosférické koncentrace metanu a nové 

potenciálně významné zdroje metanu, jako jsou těžba nekonvenčních fosilních paliv 

(Howarth et al. 2011, Tollefson 2013) a klatráty metanu v permafrostu (Kvenolden et 
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al. 1993, Dallimore et Colett 1995) a na dně moří (Buffett et Archer 2004), jsou 

předpovědi budoucích změn atmosferických koncentrací metanu značně nejisté. 

V roce 2011 dosáhla průměrná globální atmosférická koncentrace oxidu dusného 324 

ppb (IPCC 2013) a od roku 1750, kdy byla 270 ppb, stoupla o 20 % (Prather et al. 

2012). Měření izotopického složení oxidu dusného v ledovcových vrtech naznačuje, 

že vzrůst atmosférické koncentrace tohoto plynu od 50. let 20. století je především v 

důsledku používání syntetických dusičnanových hnojiv (Rockmann et Levin 2005, 

Ishijima et al. 2007, Davidson 2009, Syakila et Kroeze 2011). Od začátku 

systematického měření oxidu dusného v atmosféře v 70. letech 20. století roste jeho 

koncentrace v průměru o 0,75 ppb za rok (IPCC 2013). Průměrná atmosférická 

koncentrace oxidu dusného vykazuje vedle dlouhodobého růstu také sezónní 

variabilitu. Tato variabilita není způsobena cykly v emisích, ale výměnou vzduchu 

mezi troposférou a stratosférou, kde je oxid dusný rozkládán fotochemicky (Jiang et 

al. 2007). 

Schopnost různých skleníkových plynů přispět ke klimatické změně ovlivňuje vedle 

atmosferických koncentrací také jejich efektivita v oteplování troposféry. Jako 

metrické nástroje převedení efektu různých skleníkových plynů na společnou 

stupnici slouží potenciály globálního oteplení (global worming potentials, zkráceně 

GWP), které kromě relativní efektivity různých molekul absorbovat infračervené 

záření započítávají také dobu setrvání plynu v atmosféře a zpětné vazby emisí plynu 

na chemismus atmosféry. Potenciál globálního oteplení je definován jako v daném 

čase vypočtené radiační působení určitého skleníkového plynu v poměru ku 

radiačnímu působení stejné hmotnosti oxidu uhličitého (Houghton et al. 1990). Efekt 

stejné hmotnostní jednotky metanu i oxidu dusného na oteplení troposféry je výrazně 

vyšší než u oxidu uhličitého. Pro Pátou hodnotící zprávu Mezivládního panelu pro 

klimatické změny přehodnotili Myhre et al. (2013) potenciály globálního oteplení 

metanu. Nově navržené potenciály metanu vzrostly ze 72 na 86 ve dvacetileté 

perspektivě a z 25 na 34 ve stoleté perspektivě, tudíž je metan považován za ještě 

významnější skleníkový plyn než dříve. Radiační působení oxidu dusného je 

relativně ještě silnější - potenciály globálního oteplení pro oxid dusný jsou 268 ve 

dvacetileté perspektivě a 298 ve stoleté perspektivě (Myhre et al. 2013). 
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Produkce biogenních skleníkových plynů 

Oxid uhličitý, metan a oxid dusný jsou součástí biogeochemických cyklů uhlíku a 

dusíku, tudíž kolují mezi rezervoáry, ze kterých jsou odstraňovány ztrátami a 

doplňovány do nich zdroji. Významným rezervoárem všech tří sloučenin je 

atmosféra. Ztráty a zdroje skleníkových plynů pro atmosféru se mohou rozdělovat na 

přirozené a antropogenní. Rovnováha přirozených koloběhů prvků mezi rezervoáry 

je zpravidla antropogenními vlivy narušována. Příkladem je právě zvyšování 

koncentrace skleníkových plynů v atmosféře. Pro kvantifikaci přirozených a 

antropogenních zdrojů se využívají metody, které lze rozdělit na botom-up a top-

down. Top-down metody většinou sledují změny koncentrace nebo izotopového 

složení sloučenin prvku v rezervoáru (v čase či prostoru), z čehož se následně 

vyvozuje příspěvek jednotlivých zdrojů do rezervoáru. Botom-up metody přímo měří 

a inventarizují vydatnost jednotlivých zdrojů přecházejících do rezervoáru. 

Kombinací obou přístupů lze získat lepší představu o přirozených kolobězích 

skleníkových plynů a na ně působících antropogenních vlivů. Důležitou společnou 

vlastností všech tří plynů je, že mohou vznikat mikrobiálními procesy, které patří 

mezi jejich významné přirozené i antropogenní zdroje. 

Oxid uhličitý je z atmosféry odstraňován několika způsoby. Zaprvé je odčerpáván 

rostlinami fotosyntézou, což ročně představuje 123 ± 8 Pg uhlíku (Beer et al. 2010). 

Uhlík se tak dostává do biosféry a dále jako odumřelá biomasa do půd. Dále 

atmosférický oxid uhličitý přechází do povrchové vrstvy oceánu plynovou výměnou, 

která je poháněna rozdílem parciálního tlaku oxidu uhličitého mezi vzduchem a 

mořskou vodou. Uhlík je v oceánu transportován třemi mechanismy: rozpouštěním, 

„biologickou pumpou“ a „karbonátovou pumpou“. Malá část rozpuštěného uhlíku 

(0,2 Pg C ročně) se pak těmito procesy ukládá v sedimentech na dně moře (Denman 

et al. 2007). Několika jinými způsoby se oxid uhličitý naopak do atmosféry uvolňuje. 

Zaprvé je to autotrofní (rostlinná) a heterotrofní (živočišná a mikrobiální) respirace. 

Mikrobiální respirace zahrnuje rozklad organické hmoty. Dále je uvolňován při 

disturbancích, jako jsou sporadické požáry v přírodě. Přirozené uvolňování oxidu 

uhličitého při těchto procesech je dlouhodobě vyrovnané s jeho odčerpáváním při 

fotosyntéze. Oxid uhličitý se přirozeně uvolňuje také při sopečné činnosti. Tento 

zdroj je z dlouhodobého hlediska kompenzován sedimentací. V období před 

průmyslovou revolucí byla atmosférická koncentrace oxidu uhličitého ve 
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vyrovnaném stavu, jako důkaz malých odchylek atmosférické koncentrace 

atmosférického oxidu uhličitého je jeho záznam v ledu (Pongratz et al. 2009). 

K přirozeným zdrojům oxidu uhličitého přibyly v holocénu zdroje antropogenní, 

kterými jsou spalování fosilních paliv a výroba cementu, těmi se do atmosféry ročně 

uvolní 7,8 ± 0,6 Pg uhlíku, a změny využití území (např. deforestace), těmi se ročně 

vyprodukuje dalších 1,1 ± 0,8 Pg uhlíku (Ciais et al. 2013). Z toho vyplývá, že pouze 

malý zlomek oxidu uhličitého uvolněného ročně do atmosféry je antropogenního 

původu, ale přesto je tato relativně malá část klíčová v narušení rovnováhy 

přirozeného koloběhu uhlíku. Významné množství uhlíku z terestrických ekosystémů 

(1,7 Pg uhlíku ročně) je transportováno z půd do říčního systému. Část tohoto uhlíku 

je z řek a jezer uvolněna do atmosféry v podobě oxidu uhličitého, část je uložena ve 

sladkovodních sedimentech a zbytek (0,9 Pg uhlíku ročně) je dopraven do moře 

(Tranvik et al. 2009). 

Podle vzniku lze zdroje metanu do atmosféry rozdělit na tři kategorie: biogenní, 

termogenní (fosilní) a pyrogenní. Každá kategorie těchto zdrojů produkuje metan s 

odlišným izotopovým složením uhlíku (
13

C) (White et al. 2007) a může být dále 

rozdělena na antropogenní a přirozené zdroje. Antropogenní zdroje metanu zaujímají 

zhruba 50-65 % (Ciais et al. 2013). Atmosférický metan je odstraňován především 

fotochemicky reakcí s OH radikály. Další, menší ztráty metanu z atmosféry probíhají 

ve stratosféře během reakce s chlorem a kyslíkovými radikály, oxidací v dobře 

prokysličených půdách a pravděpodobně také reakcí chloru v mořské hraniční vrstvě 

(Allan et al. 2007). 

Mezi termogenní zdroje metanu patří jak přirozené emise fosilního metanu z 

geologických zdrojů (mořské a terestrické průsaky, geotermální průduchy, bahenní 

sopky), tak antropogenní emise způsobené úniky z těžby a používání fosilních paliv 

(zemní plyn, uhlí a ropný průmysl). Pyrogenní zdroje jsou výsledkem neúplného 

spalování fosilních paliv nebo biomasy (přirozené a antropogenní). Biogenní zdroje 

zahrnují přírodní emise především z přirozených mokřadů, termitišť a oceánů (Ciais 

et al. 2013). Předpokládá se, že hlavním přírodním zdrojem metanu jsou přirozené 

mokřady (Pulliam 1993, Whalen 2005), přesto jsou metanem přesyceny mnohé další 

povrchové vody. Dobře známými a významnými zdroji biogenního metanu jsou 

jezera (Bastviken et al. 2004), vodní nádrže (DelSonotro et al. 2010) a ústí velkých 

řek (Middelburg et al. 2002). Mezi antropogenní zdroje biogenních emisí patří 

rýžoviště, chov skotu, skládky odpadu, lidmi vytvořená jezera a mokřady. 
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Obecně je biogenní metan produkován z organického materiálu fermentačním 

procesem metanogenních mikroorganismů (Conrad 1996). Biogenní emise metanu 

tvoří při komparaci top-down a botom-up odhadů asi 65-79 % celkových emisí do 

atmosféry (Wuebbles et Hayhoe 2002, Mikaloff-Fletcher et al. 2004, Wang et al. 

2004, Chen et Prinn 2006). Zatím byla pouze malá pozornost věnována řekám a 

vodním tokům (Jones et al. 1995, Hlaváčová et al. 2005, Sanders et al. 2007, 

Wilcock et Sorrell 2007, Trimmer 2009, příloha I. a II.). Ačkoliv jsou většinou 

koncentrace metanu v tekoucích vodách nižší než ve vodách stojatých, intenzivnější 

turbulentní proudění způsobuje intenzivnější plynovou výměnu, takže při nižší 

koncentraci metanu mohou být emise z tekoucích vod srovnatelné s emisemi z vod 

stojatých. 

K nárůstu atmosférické koncentrace oxidu dusného dochází kvůli antropogennímu 

narušení koloběhu dusíku. V preindustriálním období probíhala tvorba reaktivního 

dusíku (všechny formy dusíku kromě N2) z plynného dusíku přirozeně skrze dva 

procesy: blesky a biologickou fixaci dusíku. Tento vstup reaktivního dusíku do 

biosféry byl vyrovnáván ztrátami reaktivního dusíku skrze denitrifikaci (Ayres et al. 

1994). Tato rovnováha je od začátku průmyslového období narušována tím, že je 

zvýšena produkce reaktivního dusíku lidskou činností. Existují tři hlavní 

antropogenní zdroje reaktivního dusíku: 1) Haber-Boschův proces (průmyslová 

výroba dusíkatých hnojiv); 2) kultivace pícnin a jiných plodin zvyšujících 

biologickou fixaci dusíku; 3) spalování fosilních paliv, kterým z N2 vznikají oxidy 

dusíku (NOX). Dále také dochází k mobilizaci reaktivního dusíku uloženého v 

sedimentech (Morford et al. 2011). Množství antropogenně vyprodukovaného 

reaktivního dusíku převedeného zpět na N2 denitrifikací je mnohem menší než 

množství reaktivního dusíku každoročně vyprodukovaného. Celkem je zpět 

přeměněno asi 30 až 60 % celkové produkce reaktivního dusíku (Galloway et al. 

2004, Canfield et al. 2010, Bouwman et al. 2013). 

Oxid dusný vzniká přirozeně během mikrobiálních procesů nitrifikace a 

denitrifikace, které jsou zvýšeným obsahem reaktivního dusíku antropogenně 

zesilovány (Sloss 1992). Růst emisí oxidu dusného neprobíhá jen na zemědělských 

půdách, ale také ve vodních ekosystémech, v důsledku splachování z polí, a v 

ostatních půdách a v oceánech v důsledku atmosférické depozice dusíkatých 

sloučenin. Kvůli prostorové a časové heterogenitě je velmi obtížné atmosférické 

emise oxidu dusného odhadnout. V Páté hodnotící zprávě Mezivládního panelu pro 
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klimatické změny jsou současné celkové přirozené emise oxidu dusného uvolňované 

do atmosféry odhadnuty na 11,0 Tg N2O-N ročně a celkové antropogenní emise jsou 

pak odhadnuty na 6,9 Tg N2O-N ročně, z nichž na řeky, ústí řek a pobřežní zóny 

připadá celkem 0,6 Tg N2O-N ročně (Ciais et al. 2013). Odhady emisí oxidu dusného 

z vodních ekosystémů jsou ovšem relativně nejisté a zatížené chybami. Emise z řek, 

ústí řek a kontinentálního šelfu byly předmětem diskusí po řadu let (Seitzinger et 

Kroeze 1998, De Klein et al. 2007). Nedávné studie potvrzují, že řeky jsou 

významným zdrojem oxidu dusného, což by mohl být důvod pro další přehodnocení 

současných odhadů emisí oxidu dusného z vodních ekosystémů (Beaulieu et al. 

2011, Rosamond et al. 2012, příloha I.). 

Kvůli obavám z globální klimatické změny navrhují mnohé studie možné způsoby a 

strategie snižování emisí skleníkových plynů z antropogenních zdrojů. Na druhou 

stranu některé přirozené zdroje těchto plynů jsou opomíjeny (Frankignoulle et 

Middelburg 2002), přestože je inventarizaci zdrojů skleníkových plynů věnováno 

značné úsilí. Koncentrace oxidu uhličitého, metanu a oxidu dusného je ve vodních 

tocích několikanásobně vyšší než rovnovážná s atmosférickou koncentrací (Cole et 

Caraco 2001, Hlaváčová et al. 2006, Striegl et al. 2012, Yang et al. 2012), což 

naznačuje, že vodní toky mohou být významným zdrojem těchto plynů. Ačkoliv 

panuje všeobecná potřeba kvantifikace potenciálních zdrojů skleníkových plynů, 

nejsou obvykle vodní toky mezi zdroje metanu přímo započítány jako v případě 

oxidu dusného. Přesto již existuje např. mnoho dokladů, že vodní toky uvolňují také 

významné množství metanu (Sanders et al. 2007, Wilcock et Sorrell 2008). 

 

Hyporheické sedimenty 

Hyporheická zóna je oblast říčního dna vyplněná porézními sedimenty, které jsou 

saturované říční a podzemní vodou. Hyporheické sedimenty mají zásadní úlohu v 

procesu samočištění vody a jsou metabolickým centrem vodního toku zodpovědným 

za zadržování, ukládání a mineralizaci organického materiálu, který je transportován 

povrchovou vodou (Grim et Fisher 1984). Fyzikální a chemické parametry 

v hyporheickém sedimentu se vyznačují prostorovou variabilitou. 

V prostředí sedimentů jsou téměř všechny bakterie a archea přisedlé na sedimentární 

částice (Costerton et Lappin-Scott 1995) ve vysoce strukturovaných shromážděních - 

assemblage. Assemblage se skládají z mikrokolonií jednotlivých druhů bakterií nebo 

archeí v těsném prostorovém uspořádání s mikrokoloniemi jiných druhů. Jsou 
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obklopeny komplexní polysacharidovou matrix, která působí jako vysoce selektivní 

síto, jež limituje průnik plynů, rozpuštěných solí a makromolekul transportovaných 

směrem k nebo od mikrokolonií (Paerl et Pinckney 1996). Takové prostorové a 

funkční uspořádání mikroorganismů se nazývá hyporheický biofilm. Díky biofilmu 

mohou v aerobním prostředí vedle sebe probíhat aerobní a anaerobní procesy, které 

se odehrávají v jeho různých vrstvách. Kuhl et Jorgensen (1992) ukázali, že se v 

biofilmu může odehrávat celý cyklus síry a dusíku, takže měření transformace 

nutrientů ve větším měřítku nemusí odhalit skutečnou diverzitu mikrobiálních 

procesů odehrávajících se v tomto prostředí. Protože polysacharidová matrix udržuje 

propojení mezi jednotlivými mikrokoloniemi různých bakteriálních a archeálních 

typů, mohou vznikat místa specifických limitovaných nik. Mikroorganismy 

požadující specifické substráty, jako jsou např. metanogeny s požadavkem na vodík, 

jsou schopny růst díky těsnému prostorovému nastavení s ostatními typy bakterií a 

archeí, které produkují tyto substráty (Korber et al. 1995). 

 

Metanogeneze 

Biogenní metan hraje důležitou úlohu při rozkladu organických látek v sedimentech 

a půdách, protože je finálním produktem anaerobní dekompozice organického 

materiálu. V anaerobních podmínkách je organický materiál nejprve rozložen 

fermentací na jednoduché látky (oxid uhličitý, kyseliny a alkoholy); poslední krok 

anaerobního rozkladu pak probíhá, až pokud jsou spotřebovány alternativní 

anorganické elektronové akceptory (zejména dusičnany, železité ionty a sírany) a je 

nazýván metanogeneze. Tento mikrobiální proces je umožněn funkční skupinou 

zvaných metanogeny (metanogenní archea), které fylogeneticky náleží do několika 

taxonů v doméně Archea (Chaban et al. 2006). Metanogeny mohou využívat pouze 

omezené množství substrátů, mezi které patří acetát, oxid uhličitý s vodíkem a 

metylované sloučeniny (metanol, metylamin, dimetylsulfid). S výjimkou mořských 

sedimentů a mikrobiálních povlaků slaných pánví se v přirozených ekosystémech 

vyskytuje prakticky pouze redukce oxidu uhličitého vodíkem (tzv. hydrogenotrofní 

metanogeneze) a rozklad acetátu (tzv. acetoklastická metanogeneze) (Davidson et 

Schimel 1995, Conrad 2007). Pro většinu ekosystémů proto postačuje počítat pouze 

s následujícími reakcemi jako způsoby vzniku metanu (Games et al. 1978, Sugimoto 

et Wada 1995): 

CH3COOH → CO2 + CH4           (1) 
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CO2 + 4 H2 → 2 H2O + CH4           (2) 

Ve většině metanogenních prostředí probíhají tyto produkční reakce metanogeneze 

současně a liší se svým podílem na celkové produkci metanu. Stechiometricky 

připadá z úplné anoxické degradace polysacharidů 67 % na acetoklastickou 

metanogenezi a zbylých 33 % na hydrogenotrofní metanogenezi (Conrad 1999). 

Tento stechiometrický poměr ovšem platí, pouze pokud se v sedimentu nevyskytují 

další konkurenční metabolické reakce, jako jsou např. homoacetogeneze (Schultz et 

Conrad 1996) nebo syntrofní oxidace acetátu (Nüsslein et al. 2003). Navíc 

meziprodukty fermentačních procesů mohou být ukládány či transportovány, 

případně může organická hmota obsahovat kromě polysacharidů také další organické 

sloučeniny. Proto se v různých prostředích podíl hydrogenotrofní a acetoklastické 

metanogeneze od teoretického výpočtu rozkladu polysacharidů významně liší 

(Conrad 2005). Navíc se podíl jednotlivých metanogenních reakcí na celkové 

produkci metanu může lišit v závislosti na vnějších podmínkách. Conrad et al. (2009) 

např. zaznamenali posun od smíšené acetoklastické a hydrogentrofní metanogeneze k 

výlučně hydrogentrofní metanogenezi při zvýšení teploty inkubovaného sedimentu 

nad 42 °C. 

Podíl jednotlivých metanogenních reakcí na celkové produkci metanu je ovlivněn 

také složením mikrobiálního společenstva metanogenních archeí, protože různé 

taxony metanogenů utilizují různé substráty. Taxony metanogenních archeí jsou 

detekovány celou řadou molekulárních metod (Chaudhary et al. 2013, příloha III. a 

IV.). Mezi hydrogenotrofní metanogeny patří naprostá většina zástupců metanogenů 

(např. rod Methanobacterium). Některé hydrogentrofní metanogeny jsou schopné 

utilizovat také formiát. Acetát je konzumován zástupci dvou rodů archeí, kam patří 

Methanosarcina a Methanosaeta, přičemž první zmíněný rod může konzumovat 

současně také oxid uhličitý s vodíkem (Miyamoto 1997). 

Pro kvantifikaci substrátové specifity metanogeneze bylo používáno několik metod: 

sledování stabilních izotopů substrátů a produktů, sledování radioaktivních izotopů 

produktů při inkorporaci značeného substrátu a sledování množství produktu při 

částečné inhibici metanogeneze (metylfluoridem) nebo sledování množství 

naakumulovaného substrátu při úplné inhibici metanogeneze (bromo-etan 

sulfonátem). Další možností je kombinace těchto metod. Zvláště výhodné je 

sledování stabilních izotopů substrátů a produktů metanogeneze v kombinaci s 

částečnou inhibicí metanogeneze metylfluoridem (Conrad 2005, Conrad et al. 2011, 
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příloha V.). Sledování stabilních izotopů uhlíku navíc poskytuje komplexnější pohled 

na koloběh uhlíkový než přístupy zaměřené pouze na uhlík nebo jeho radioizotopy. 

Analýza stabilních izotopů metanu navíc nepomáhá rozlišovat pouze různé 

mikrobiální zdroje metanu, ale celkem snadno lze díky ní rozlišit také termogenní a 

pyrogenní zdroje metanu. Proto může tato elegantní metoda v kombinaci s top-down 

metodami pomoci s kvantifikací jednotlivých zdrojů metanu v celkové atmosférické 

bilanci. 

Pro vyjádření izotopového složení uhlíku ve sledovaném vzorku se používá zápis 

δ
13

C, který vyjadřuje odchylku v izotopovém složení aktuálního vzorku od obecně 

uznávané standarty. Vypočítá se podle rovnice (4). Změnu δ
13

C během chemické 

reakce vyjadřují frakcionační faktory reakcí, které se počítají podle rovnice (5). 

Izotopy uhlíku z metanogenního substrátu (acetátu nebo oxidu uhličitého) frakcionují 

během obou hlavních metanogenních reakcí jinou měrou. Acetoklastická 

metanogeneze vykazuje menší kinetický izotopický efekt než hydrogenotrofní 

produkce metanu, tudíž během acetoklastické metanogeneze dochází k menší 

diskriminaci těžkých izotopů uhlíku (
13

C), naopak při hydrogentrofní metanogenezi 

jsou těžké izotopy uhlíku (
13

C) diskriminovány více a dochází k většímu 

upřednostňování lehkých izotopů uhlíku (
12

C). Z toho plyne, že frakcionační faktor 

acetoklastické metanogeneze (α = 1.009 až 1.027) je nižší než frakcionační faktor 

hydrogenotrofní metanogeneze (α = 1.045 až 1.073). Přestože δ
13

C produkovaného 

metanu závisí také na izotopickém složení vstupujících substrátů, je δ
13

C metanu 

produkovaného z acetátu (-27 ‰ až -60 ‰) obvykle vyšší než δ
13

C metanu 

produkovaného z oxidu uhličitého (-60 ‰ až -77 ‰) (Conrad 2005). Z toho vyplývá, 

že pro přesnou kvantifikaci relativního příspěvku jednotlivých metanogenních reakcí 

je potřeba znát δ
13

C metanu smíšeného z obou reakcí a k tomu buď δ
13

C jeho 

prekurzorů (acetát a oxid uhličitý) a frakcionační faktory obou metanogenních 

reakcí, nebo δ
13

C metanu produkovaného výhradně z jednotlivých produkčních 

reakcí. Frakcionační faktory obou metanogenních reakcí se ale mohou významně lišit 

v různých metanogenních ekosystémech a jsou ovlivněny mnoha faktory (např. 

složení mikrobiálního společenstva, teplota, koncentrace acetátu nebo vodíku), proto 

většinou nedostačuje pouhé měření izotopového složení prekurzorů metanu (Conrad 

2005). 

Acetoklastickou metanogenezi lze selektivně inhibovat metyl-fluoridem (Janssen et 

Frenzel 1997), ale inhibice je úplně selektivní pouze při specifické koncentraci, která 
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je proměnlivá v závislosti na konkrétním sedimentu. Se vzrůstající koncentrací 

metyl-fluoridu narůstá inhibice acetoklastické metanogeneze, ale při příliš vysoké 

koncentraci je ovlivněna také hydrogentrofní metanogeneze (Conrad et Klose 1999). 

Ovšem pokud se přidá metyl-fluorid v přebytku, není ovlivněno izotopické složení 

metanu hydrogentrofní metanogeneze, proto lze inhibicí acetoklastické 

metanogeneze měřit přesně alespoň δ
13

C metanu produkovaného výhradně 

hydrogentrofní metanogenezí. Izotopické složení metanu produkovaného výhradně 

acetoklastickou metanogenezí lze dopočítat ze změřeného δ
13

C acetátu použitím 

frakcionačních faktorů z literatury. Pak je možné, pokud známe δ
13

C směsného 

metanu, spočíst příspěvek jednotlivých metanogenních reakcí k celkové produkci 

metanu (Conrad et al. 2011). 

Metan produkovaný ve sladkovodním prostředí je často obohacen o těžší izotop 

uhlíku (
13

C) v poměru k metanu z mořských sedimentů. To je díky relativně většímu 

významu acetoklastické metanogeneze ve sladkovodních prostředích oproti mořským 

sedimentům, kde převládá hydrogentrofní metanogeneze (Blair et al. 1993). Přestože 

podíl metanogenních reakcí na celkové produkci metanu byl již kvantifikován v 

mnoha různých prostředích, jako jsou tropická jezera (Conrad et al. 2011), rýžová 

pole (Sugimoto et Wada 1993, Fey et al. 2003, Penning et Conrad 2007), kořeny rýže 

(Chin et al. 2004), boreální rašeliniště (Galand et al. 2005), mořské sedimenty (Crill 

et Martens 1986), mokřady mírného pásu (Hornibrook et al. 1997) či anaerobní 

reaktory (Laukenmann et al. 2010), o podílu metanogenních reakcí v říčních 

ekosystémech máme dosud stále málo informací. 

Lepší představu již máme o koloběhu metanu v říčním ekosystému. Ten je znázorněn 

na obrázku 1. Metan je produkován v hyporheické zóně, ze které přechází difúzí 

nebo v podobě bublinek do povrchové vody, odkud je uvolňován dále do atmosféry. 

Na úbytku metanu v hyporheické zóně se podílí metanotrofie, která je 

zprostředkována funkční skupinou metanotrofních bakterií. Tento mikrobiální proces 

převládá ve více prokysličených částech sedimentu a v některých vodních 

ekosystémech může zoxidovat až veškerý vyprodukovaný metan (Hanson et Hanson 

1996). 
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Obrázek 1. Předpokládaný koloběh metanu v hyporheické zóně a povrchové vodě. 

Tok metanu na rozhraní voda-vzduch a sediment-voda je měřen plovoucími nebo 

statickými komorami. 
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CÍLE A STRUKTURA DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

V disertační práci byly sledovány tři hlavní cíle: 

 Porovnat a kvantifikovat emise a koncentrace skleníkových plynů (metanu, 

oxidu uhličitého, oxidu dusného) v hloubkovém a podélném profilu malého vodního 

toku Sitka během jednoho ročního cyklu (příloha I. a II.). 

 Pomocí inkubačních experimentů charakterizovat a porovnat mikrobiální 

procesy spojené s produkcí a oxidací metanu v hloubkovém profilu hyporheického 

sedimentu a podél říčního kontinua malého vodního toku Sitka (příloha II., III., IV.). 

 Pomocí analýzy δ
13

C a inkubačních experimentů se selektivní inhibicí 

metanogeneze kvantifikovat substrátovou preferenci metanogenů a charakterizovat 

mikrobiální procesy v koloběhu uhlíku v hloubkovém profilu hyporheického 

sedimentu říčky Sitka (příloha V.). 

Dizertační práce je tvořena publikacemi a manuskriptem v anglickém jazyce, v nichž 

jsem hlavním autorem (příloha I. a V.) nebo spoluautorem (příloha II., III., IV.). 

Stručný popis publikací a podíl autora je uveden níže. 

 

I. 

První práce se věnuje produkci biogenních skleníkových plynů (metanu, oxidu 

uhličitého a oxidu dusného) ve vodním toku Sitka. Studie se zaměřuje na 

koncentrace skleníkových plynů v intersticiální a povrchové vodě a dále na emise 

těchto plynů do atmosféry a to na pěti lokalitách v podélném profilu vodního toku. 

Na základě celoročního měření byly odhadnuty roční atmosférické emise 

sledovaných plynů, které byly pro zhodnocení jejich klimatického dopadu převedeny 

na metrické ekvivalenty oxidu uhličitého. Studie prokázala, že metan je významným 

emitentem z vodních toků nejen z hlediska koloběhu uhlíku ale také kvůli jeho 

klimatickému dopadu. 

Václav Mach se v této práci podílel na terénním měření, odběrech a úpravách 

vzorků. Samostatně pak vyhodnotil data, interpretoval výsledky, napsal manuskript a 

finalizoval publikaci. 

 

II. 

Druhým příspěvkem k disertační práci je kapitola v knize, která shrnuje výsledky 

dlouhodobé studie biogeochemie metanu v hyporheickém sedimentu říčky Sitka. 
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Studie bilancuje výsledky získané pomocí širokého spektra různých metod, které 

byly použity k popisu metanogeneze a koloběhu uhlíku ve vodním toku. Zabývá se 

emisemi metanu do atmosféry, substrátovou preferencí metanogenů, metanogenním 

potenciálem i metanotrofní aktivitou. Dále shrnuje poznatky o distribuci 

metanogenních archeí, jejich fylogenetickou příslušností a o celkových počtech 

mikroorganismů v souvislosti s metabolickou aktivitou. 

Václav Mach se podílel na terénních měřeních emisí, odběrech vzorků, laboratorních 

měřeních metodou stabilních izotopů uhlíku, inkubačních experimentech a 

vyhodnocování a interpretaci příslušných dat. Také se podílel na části manuskriptu a 

jeho korekci. 

 

III. 

Třetí studie se zabývá distribucí a mikrobiální aktivitou metanogenních archeí a 

metanotrofních bakterií v podélném a hloubkovém profilu hyporheického sedimentu 

říčky Sitka na pěti vybraných lokalitách. Mikrobiální aktivita metanogenů a 

metanotrofů byla analyzována laboratorními inkubačními experimenty. K detekci a 

kvantifikaci metanogenních archeí byla použita metoda FISH s cílovou oblastí v 16S 

DNA. Obě skupiny mikroorganizmů i jejich aktivity byly detekovány na všech 

studovaných lokalitách i v obou hloubkách. Vyšší denzita mikrobů byla zjištěna ve 

svrchní vrstvě sedimentu (0-25 cm), což koresponduje s naměřenými hodnotami 

metabolické aktivity. 

Václav Mach se podílel na odběrech a zpracování vzorků, inkubačních 

experimentech a vyhodnocení dat metanogenního a metanotrofního potenciálu. Dále 

se podílel na revizi a korekci manuskriptu. 

 

IV. 

Čtvrtá publikace se zaměřuje na odhalení fylogenetické struktury metanogenních 

archeí ve dvou vrstvách (0-25 cm a 25-50 cm) říčního sedimentu pomocí klonování 

genu pro expresi metyl-koenzymu M reduktázy (mcrA). Tato studie odhalila poměrně 

bohaté společenstvo metanogenních archeí a přinesla tak nové poznatky o 

fylogenetické struktuře společenstva metanogenů v hyporheických sedimentech 

vodních toků. 

Václav Mach se podílel na odběrech vzorků a inkubačních experimentech 

metanogenního potenciálu. Dále se podílel na revizi a korekci manuskriptu. 
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V. 

Pátá studie se zabývá kvantifikací substrátové preference metanogenních bakterií 

v hloubkovém profilu hyporheického sedimentu na Sitce. Při anaerobní inkubaci 

sedimentů za přítomnosti a nepřítomnosti metyl-flouridu (inhibitoru acetoklastické 

metanogeneze) bylo pomocí analýzy δ
13

C  metanu a jeho prekurzorů zjištěno, že 

hydrogenotrofní metanogeneze se na celkové produkci metanu podílí 40-50 %. Tato 

studie přinesla zajímavé poznatky o funkční aktivitě mikrobiálního společenstva při 

anaerobním rozkladu organického materiálu ve vodním toku včetně 

pravděpodobného příspěvku homoacetogeneze při produkci acetátu. 

Václav Mach se podílel na odběru a převozu vzorků do Německa, dále provedl 

inkubační experimenty a laboratorní analýzy plynovou chromatografií a hmotnostní 

spektrometrií, vyhodnotil a interpretoval data. Také napsal první verzi manuskriptu a 

podílel se na korekci a revizi upraveného manuskriptu. 
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METODIKA 

 

Studovaná lokalita 

Výzkum probíhal na říčce Sitka, která je z převážné části neregulovaným vodním 

tokem druhého řádu. Sitka je dlouhá 35 km, přičemž pramení v Nízkém Jeseníku ve 

výšce 650 m. n. m. a ústí do říčky Oskavy asi 5 km severně od Olomouce 

v nadmořské výšce 213 m. n. m. V podélném profilu vodního toku bylo vytyčeno pět 

lokalit (I-V, číslováno od pramene směrem k ústí), které představovaly pravidelná 

odběrová místa. Vybrané lokality reprezentují úseky toku podél měnících se 

podmínek říčního kontinua. Horní část toku až po město Šternberk protéká skrze 

lesnatou oblast s malou intenzitou antropogenních činností (lokality I-II), zatímco 

spodní část toku s dobře vyvinutou pobřežní vegetací přirozeně meandruje skrze 

intenzivně obhospodařovanou zemědělskou krajinu (lokality III-V). Pro odhad 

ročních emisí skleníkových plynů byla spočtena celková plocha hladiny z ploch 

jednotlivých úseků Sitky. Plochy jednotlivých úseků toku byly vyhodnoceny 

z průměrných šířek úseků za použití softwaru ArcGIS s digitalizovanou mapou toku 

Sitka a s GPS souřadnicemi získanými v terénu. 

 

Odběr a analýzy vzorků 

Během výzkumu byly na stanovených lokalitách pravidelně v průběhu roku 

odebírány vzorky plynné (viz. oddíl níže), vzorky povrchové a intersticiální vody a 

vzorky hyporheického sedimentu. Povrchová voda byla odebírána přímo z toku do 

sterilních vialek se šroubovými uzávěry a septy s PTFE vrstvou. Intersticiální voda 

byla odebírána za použití minipiezometrů (Trulleyová et al. 2003) rozmístěných 

náhodně v příslušné hloubce sedimentu. Hyporheické sedimenty byly odebírány 

pomocí metody freeze-core s tekutým dusíkem jako chladícím mediem (Bretschko et 

Klemens 1986). Namražené sedimenty byly rozděleny podle hloubkových vrstev a 

pro další účely byla přes síto vyseparována frakce < 1 mm, protože největší podíl 

organické hmoty a biomasy mikroorganismů se nachází na nejmenších částicích 

sedimentu (Leichfried 1988), navíc se tím zvýšila homogenita vzorků. Tato frakce 

byla dále použita jako výchozí materiál pro inkubace. 

Koncentrace oxidu uhličitého, metanu a oxidu dusného v plynných a vodních 

vzorcích byla měřena plynovou chromatografií. Koncentrace rozpuštěných 

sledovaných plynů v tekoucí vodě byla stanovena pomocí techniky rovnovážné 
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umělé atmosféry (Kampbell et al. 1989). Metan byl analyzován na plynovém 

chromatografu CHROM 5 s plamenovým ionizačním detektorem a s kolonou 

PORAPAK Q s dusíkem jako nosným plynem. Oxid uhličitý a oxid dusný byly 

analyzovány na plynovém chromatografu Becker Gas model 419 s elektrony 

zachytávajícím detektorem a s kolonou POROPAK Q s héliem jako nosným plynem. 

Saturační poměr (R) byl spočten jako aktuální naměřená koncentrace plynu vydělená 

rovnovážnou koncentrací plynu při naměřené atmosférické teplotě s využitím dat 

rozpustnosti pro oxid uhličitý (Weiss 1979), metan (Wiesenburg et Guinasso 1979) a 

oxid dusný (Weiss et Price 1980).   

 

Měření emisí z vodní hladiny 

Tok plynů z vodní hladiny do atmosféry lze stanovit několika metodami. První 

možností jsou modely difusní plynové výměny, které operují s funkcí proudění vody 

a s rozdílem mezi aktuální koncentrací plynu ve vodě a vyváženou koncentrací plynu 

za dané atmosférické koncentrace (DeAngelis et Lilley 1987). Vhodnějším přístupem 

jsou v této práci použitá přímá měření úniku plynů z vodní hladiny do atmosféry 

pomocí metody uzavřených komor (Crill et al. 1988), protože jsou tím započítány 

také možné uniky plynu bublajícího přímo ze sedimentu. 

Vespodu otevřené plovoucí komory byly umístěny na vodní hladinu pomocí 

polystyrénového plováku. Komory byly na hladině inkubovány tři hodiny, po jejichž 

uplynutí byl dle zkušebních testů nárůst koncentrací v hedaspace stále lineární. 

Emise byly spočteny jako rozdíl mezi pozaďovou koncentrací a koncentrací uvnitř 

komor po uplynutí doby inkubace dle rovnice: 

F = [(cI – cR) * V * (24 / t) * 1000] / p                                                                       (3) 

kde F je tok plynu v mg m
-2

day
-1

; cI je koncentrace plynu v komoře po uplynutí 

inkubace v µg l
-1

; cR je koncentrace plynu v okolním vzduchu v µg l
-1

; V je objem 

komory v litrech; t je čas inkubace v hodinách; p je plocha hladiny, ze které uniká 

plyn z hladiny do komory v m
2
. 

 

Inkubační experimenty pro stanovení metanogeneze a metanotrofie 

Inkubační experimenty pro stanovení potenciální produkce metanu a potenciální 

oxidace metanu v podélném a hloubkovém profilu hyporheických sedimentů toku 

Sitky sloužily kesrovnání s aktivitou mikrobiálních populací metanogenů a 

metanotrofů. Míra potenciální produkce metanu (metanogeneze) je měřena pomocí 
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anaerobních inkubačních experimentů (Segers 1998). Sediment (100g vlhké 

hmotnosti) byl umístěn do inkubační láhve (250 ml), kam byl přidán acetát (100 mg 

C na láhev) a destilovaná voda (cca 180 ml). Headspace (20 ml) v inkubační láhvi 

byl nahrazen N2. Míra potenciální oxidace metanu (metanotrofní aktivita) byla 

měřena modifikací metody oxidace metanu v půdních vzorcích (Hanson 1998). 

Sediment (100 g vlhké hmotnosti) byl aerobně inkubován v láhvi (250 ml), kam byl 

přidán metan na 10 % objemu headspace při atmosférickém tlaku. Uzavřené láhve 

byly u obou experimentů inkubovány při 20 °C po dobu tří dnů, přičemž vzorky 

z headspace byly odebírány každých 24 hodin. Potenciální produkce a oxidace 

metanu byly vypočteny z rozdílů koncentrací metanu během doby inkubace a byly 

vyjádřeny v  nM CH4 ml
–1

 mokrého sedimentu za hodinu. 

 

Stabilní izotopy a inhibice metanogeneze metyl-flouridem 

Pro určení substrátové specifity metanogeneze byla použita metoda srovnání 

izotopového složení uhlíku v produkovaném metanu a jeho prekurzorech během 

anaerobní inkubace hyporheického sedimentu s a bez přídavku metyl-flouridu, který 

specificky inhibuje acetoklastickou metanogenezi. Headspace inkubačních 

zkumavek bylo nahrazeno dusíkem a v případě inhibice bylo doplněno metyl-

flouridem na 3 % objemu. Inkubace probíhala při 25 °C po dobu zhruba sedmi týdnů, 

kdy byly ze zkumavek opakovaně odebírány vzorky plynu pro zjištění koncentrace a 

δ
13

C metanu a oxidu uhličitého. Po skončení inkubace byl sediment ze zkumavek 

centrifugován a voda byla přefiltrována skrze 0,2 µm PTFE membránový filtr pro 

analýzu koncentrací a δ
13

C acetátu a dalších mastných kyselin. 

Izotopické měření 
13

C/
12

C v plynných vzorcích bylo provedeno hmotnostním 

spektrometrem s předřazeným spalováním a plynovým chromatografem (Brand 

1996). Plynné sloučeniny byly nejprve rozděleny v plynovém chromatografu Hewlett 

Packard 6890 s PoraPlot Q kolonou s nosným plynem héliem. Vzorek dále prošel 

skrze spalovací rozhraní Finnigan Standard GC Combustion Interface III a 

izotopický poměr 
13

C/
12

C byl analyzován na hmotnostním spektrometu Finnigan 

MAT Deltaplus. Izotopická analýza acetátu byla provedena metodou hmotnostní 

spektrometrie s předřazenou kapalinovou chromatografií (Krummen et al. 2004). 

Roztok sloučenin byl nejprve separován na vysokotlakém kapalinovém 

chromatografu Spectra System P1000 vybaveném ionty nepropouštějící kolonou 

Aminex HPX-87-H. Poměr izotopů uhlíku byl změřen na hmotnostním spektrometru 
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Finnigan MAT Deltaplus Advantage. Izotopický poměr všech analyzovaných 

sloučenin byl vyjádřen v hodnotě delta oproti standartě VPDB podle rovnice: 

δ
13

C = 10
3
 * (Rvzorek / Rstandarta – 1)                                                                             (4) 

kde R je 
13

C/
12

C vzorku a standarty. 

 

αA, B = (δ
13

CA + 10
3
) / (δ

13
CB + 10

3
)                                                                           (5) 

Podíl hydrogentrofní metanogeneze je vypočten podle rovnice (Conrad 2005): 

ƒmc = (δCH4 – δma) / (δmc – δma)                                                                                    (6) 

kde ƒmc je podíl hydrogentrofní metanogeneze na celkové produkci metanu a δma je 

izotopický signál uhlíku metanu produkovaný výhradně z acetátu, který je vypočten 

z rovnice: 

δma = (1 / αma) (δac + 10
3
 – αma * 10

3
)                                                                         (7) 

kde αma je frakcionační faktor acetoklastické metanogeneze a δac je změřený 

izotopický signál acetátu. Pro odhad hydrogentrofní metanogeneze byly použity 

hodnoty αma z dostupné literatury (Gelwicks et al. 1994, Penning et al. 2006, Goevert 

et Conrad 2009). 
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SHRNUTÍ VÝSLEDKŮ 

 

V první části práce zaměřené na produkci metanu, oxidu uhličitého a oxidu dusného 

v hyporheických sedimentech byly naměřeny významné, v porovnání s atmosférou 

několikanásobně přesycené koncentrace všech sledovaných plynů v intersticiální a 

povrchové vodě a to v celém podélném profilu toku Sitka. Koncentrace sledovaných 

plynů v intersticiální vodě několikanásobně převyšovaly koncentrace ve vodě 

povrchové, což indikuje, že hyporheický sediment je zdrojem těchto plynů pro vodu 

povrchovou, ze které jsou následně skleníkové plyny uvolněny do atmosféry. 

Současně byly v celém podélném profilu vodního toku během jedné roční sezóny 

naměřeny významné atmosférické emise všech tří plynů. Celkové roční emise 

skleníkových plynů z toku Sitka do atmosféry byly odhadnuty na 637 kg metanu, 

210 t oxidu uhličitého a 229 kg oxidu dusného. Pokud převedeme všechny plyny 

pomocí potenciálů globálního oteplení ve stoletém horizontu na stejné metrické 

jednotky, přispěje sledovaný vodní tok 300 ekvivalentních tun oxidu uhličitého, 

z čehož je 7,2 % příspěvek metanu. Emise metanu z vodního toku představují 0,8 % 

celkové hmotnosti uhlíku unikajícího jako plyn do atmosféry, proto hraje metan 

důležitou roli v biogeochemickém koloběhu uhlíku a klimatických dopadech vodních 

toků. 

V další části práce, která již byla zaměřena pouze na metan, byly naměřeny pozitivní 

potenciální produkce metanu a potenciální oxidace metanu hyporheického sedimentu 

z celého podélného profilu sledovaného vodního toku. Naměřené potenciální 

produkce metanu i potenciální oxidace metanu vykazovaly vyšší hodnoty v dolní 

části toku než v horní části toku. Při srovnání aktivity obou mikrobiálních procesů 

mezi svrchní vrstvou (0-25 cm) a spodní vrstvou (25-5% cm) hyporheického 

sedimentu vykazovala vyšší hodnoty především vrstva svrchní, která celkově 

obsahovala větší množství mikroorganismů a mikrobiální aktivity. Hodnocení 

potenciální produkce metanu a potenciální oxidace metanu sloužilo také ke srovnání 

mezi aktivitou mikrobiálních procesů v hyporheickém sedimentu a přítomností 

odpovídajících funkčních skupin bakterií a archeí detekovaných mikrobiálními 

metodami. Početnosti metanogenních archeí a metanotrofních bakterií v podélném a 

vertikálním profilu vodního toku ovšem neodpovídaly relativnímu významu 

příslušných mikrobiálních procesů. 
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Poslední část práce zužuje pozornost pouze na mikrobiální procesy v hyporheickém 

sedimentu na lokalitě IV, kde potenciální produkce metanu vykazovala z celého toku 

řádově nejvyšší hodnoty. Anaerobní inkubační experimenty při detailním 

hloubkovém rozlišení prokázaly dvě produkční maxima produkce metanu: první 

v hloubce 0-10 cm a druhá v hloubce 40-50 cm. Produkce metanu se pohybovala ve 

srovnatelných řádech jako produkce metanu v jiných sladkovodních ekosystémech, 

jako jsou jezera nebo rýžoviště a přitom hodnoty δ
13

C produkovaného metanu 

odpovídaly hodnotám pro biogenní metan. Na základě změřených δ
13

C smíšeného a 

výhradně hydrogentrofně produkovaného metanu, δ
13

C acetátu a frakcionačních 

faktorů acetoklastické metanogeneze z literatury byl dopočítán podíl hydrogentrofní 

metanogeneze, který představuje 40-50 % celkové produkce metanu, což je opět 

v rozsahu typickém pro sladkovodní prostředí. Malý nárůst koncentrací acetátu 

během inkubačních experimentů poukázal na téměř kompletní spotřebu acetátu 

během metanogeneze a tudíž byly pro výpočet použity nižší hodnoty frakcionačního 

faktoru acetoklastické metanogeneze, což výpočet ještě zpřesnilo. Výskyt obou typů 

metanogeneze v hyporheickém sedimentu toku Sitka koresponduje s nálezy 

z předchozí části výzkumu, kdy byli nalezeni zástupci hydrogentrofních 

(Methanobacterium) i acetoklastických (Methanosarcina a Methanosaeta) 

metanogenů. Z nízkých hodnot δ
13

C akumulovaného acetátu, který se nahromadil 

během anaerobní inkubace za přítomnosti metyl-fluoridu vyplývá, že 

v hyporheickém sedimentu Sitky probíhá významnou měrou také homoacetogeneze, 

což je mikrobiální proces produkce acetátu z oxidu uhličitého. 
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ZÁVĚR 

 

Tato práce přinesla jedny z prvních odhadů kvantifikace celkových ročních 

atmosferických emisí skleníkových plynů z malého vodního toku. Bylo potvrzeno, že 

anaerobní mikrobiální procesy hrají významnou roli v koloběhu uhlíku 

v hyporheických sedimentech a že metan, kterému bylo doposud ve vodních tocích 

věnováno pouze málo pozornosti, se nezanedbatelnou měrou podílí na klimatickém 

efektu celkových emisí skleníkových plynů z vodního toku. Také z toho důvodu byl 

původní záměr, věnovat se v této disertační práci produkci všech tří biogenních 

skleníkových plynů, posléze zúžen pouze na produkci metanu. Dalším impulsem k 

této změně byla spoluúčast na výzkumném grantu GAČR „Biogeochemie metanu a 

detekce metanogenních a metanotrofních bakterií v říčních sedimentech“. Další 

studie prokázaly, že metanogeneze a metanotrofie jsou významné procesy 

v sedimentech tekoucích vod, což odpovídá nalezenému bohatému společenstvu 

metanogenů a metanotrofů. Za použití metody detekce stabilních izotopů a selektivní 

inhibice metanogeneze během inkubace bylo zjištěno, že na celkové produkci 

metanu se acetoklastická metanogeneze podílí 50-60 % a hydrogenotrofní 

metanogeneze 40-50 %. Míra produkce metanu a substrátová preference metanogenů 

v hyporheickém sedimentu vodního toku se pohybují v řádově podobných 

hodnotách, jaké byly nalezeny v jiných sladkovodních ekosystémech. 
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