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1. Uvod

1.1. RasSelinigt

RaSelinis&¢ jsou jednim ztyp terestrickych moiadnich ekosystéim kde dochazi
k akumulaci nerozloZzené nebo j&ist&né rozloZzené organické hmoty — raseliny (Rydin and
Jeglum et al., 2006).dpe se tak diky dlouhodeélzvySené hladi&podpovrchové vody, ktera
je pricinou anaerobnich podminek v raselinisti,perych je produkce biomasytéi nez jeji
rozklad.

Podle odhaiil se nej¥tSi plocha raSeliniSnachazi v severni borealni 20Rde zaujimaji
plochu kolem 5,8 miliéh km®* a tvai hlavni GloZig uhliku v biosfée (Strack, 2008).
K akumulaci uhliku v raSelinistich dochazi, kdysttimy odeberou vice uhliku z atmosfery
(fixace do biomasy), nez je uvelmo zgEt pri respiraci rostlin a dekompozici (Huttunen et
al., 2003). Raselini§thraji tedy dlezitou roli v globalnim cyklu uhliku a zaravgsou
velkym zdrojem atmosférického metanu. Severskalin&® uvolni raing 10-65 x 14?g
metanu ktery je druhym nejvyznan@sim sklenikovym plynem(Strack, 2008). ¥tSina
atmosférického metanu pochazi z mikrobialniho naisimu metanogennich archei.
Metanogeni produkuji metan v mistech, kde je omanihmota rozkladana bezigtupu
kysliku a jinych oxidarit jako jsou sulfaty, nitraty a Zelezitany (Conrad@Q).

Vlivem lidské cinnosti mnoha raSelin&t degraduji a to n&asgji dusledkem
piedchoziho odvodimi raSelini§ pro lesnicke,¢i zemedélské &ely nebo kwli tézhe
raselinisé. Od€Zena raSelina je dale vyuzivana jako palivo nelsozphradnickée ely, coz
zpisobuje dalSi uvokmi uhliku do atmosféry a naruSeni celkového toklikuhna Zemi.
Tyto divody predstavuji obrovskou vyzvu, pfose zabyvat revitalizaci raSelitiise

souvislosti s globalnim oteplovanim (Bortoluzzakt 2006).

Odvodrénim raselini§ dochazi k poklesu a k celkovému rozkolisani vddadiny, coz
vede k provzdus&mi a rychlejSimu rozkladu raSeliny (Bortoluzzi €t 2006). Je znamo, Ze
vysouseni raseliniSzpasobuje snizeni emisi metanu a to zejménai kyrovzdusSrnim
puvodré anaerobnich vrstevigdy a tim dochazi k poklesu §a a diverzity metanogén
(Yrjiala et al., 2011). S poklesem emisi souvisiétahorSeni kvality substrdtu a jeho

dostupnosti pro metanogeny a zvySeni oxidace méRowiet and Moore, 1995).



Emise metanu dlouhou dobu po zaplaveni stale addgistakovych hodnot, jaké maiji
piirozend raSelinigt a to kwili zménéné vegeténi struktde a také metanogennimu
spole&enstvu, jehoz diverzita i getnost je stale redukovana nasledkem dlouhodobého

vysuseni (Tuittila et al., 2000).

1.2Cil prace

- Zjistit vliv managementu (odvodné, revitalizované) na potencialni produkci
metanu a p&et metanogehn v raSelinnych snginach a vrchoviStich ve srovnani
s pirozenymi lokalitami.

- Zjistit zda je aktivita metanogennich spmastev limitovana nedostatkem substratu
na revitalizovanych raselinnych stimach a vrchovistich.

- Otestovat vliv pidavku Gznych substrét na potencialni produkci metanu na
revitalizovanych raselinnych stiimach a vrchovistich se z&enim na vliv Seni

puvodnich raseliniStnich drdtrostlin na obnovu metanogeneze.

1.3. Hypotézy

- Predpokladam, Ze na odvathych raSelinnych smimach a vrchoviStich bude
potencialni produkce metanu i @& metanogeh vyrazré nizSi ve srovnani
s nenaruSenymi raSelinisti. Po revitalizagielkavdm zvySeni produkce metanu i
poctu metanogein ale hodnoty nebudou jg&rovnatelné s nenarusenymi lokalitami.

- Predpokladam limitaci aktivity metanogennich sgelestev nedostatkem substratu.

- Pridavek substratu ke vzank z revitalizovanych lokalit ve fortnsuSenych rostlin
prirozere vyskytujicich se na konkrétnich raselinnych &méch a vrchovistich bude
zdrojem snadno dostupného substratu pro metanogenyovede ke zvySeni

potencialni produkce metanu.



2. Literarni reSersSe

2.1. Charakteristika ekosystému raselinis

RaSelinist je termin pouzivany pro Uzemi, které je pokry&eliaou. MnoZstvi raseliny,
které musi na ploSe byt, aby se jednalo o ras&ljni& nagiklad na zaklad International
Mire Conservation Group stanoveno na 30cm (Joostwh Clarke, 2002). Obegnze
raSelinis¢ rozcklit do dvou typi na zaklad zdroje vody a Zivin na: ombrotrofni a

minerotrofni.

Pro minerotrofni raselini§je typické, Ze fisun vody a Zivin maji z podzemnich vod.
Hloubka raSeliny je obvykle vice nez 40 cm, alkdy miZze byt mén. Dominantnimi druhy
rostlin na raSeliniStich jsou mechorosty fasivité rostliny a nizké ke (Rydin and Jeglum
2006)

Ombrotrofni jsou izolované od minerdlohatSich podpovrchovych vod a jsou
zavislé pouze na srazkach. Proto jsou to velminbmi chuda a kysela raSeliniSt
(povrchova voda méa cca pH =4). RaSelina je obvyikbe nez 40 cm hlubok&ydin and
Jeglum 2006)

Minerotrofni raSelinidt maji vZdycky vySSi emise metanu nez ombrotrofohevist
a to hlave z divodi rozdilné vegetace a dostupnosti substratu. Neovistich jsou hlavni
dominantou mechy rod8phagnunma naopak minerotrofni raselinigsou typické dominanci
osfiic, které poskytuji snadno dostupny substrat prdanogeny a zarovie umoziuji

transport metanuips aerenchym, coz @gobuje vyssi emise metanu (Nykénen, 1998).

2.2. Metanogeneze

Mokrady jsou ekosystémy, které charakterizuje vysolkadihh podzemni vody a
diky ni se v pdé nachazi rozhrani aerobniho a anaerobnihofedistcoz pinasi specifické
podminky tohoto progedi. Primarni produkce zd@asto pevySuje dekompozici a dochazi
k ukladani organické hmoty. Dekompozice je proces&dy ze slozitych organickych
komplexi vznikaji jednoduché molekuly. Kazda dekompozicebgha ve tech zakladnich
krocich: fyzikalni rozpoushi a fragmentaci, extracelularni enzymova hydrolzeerobni a
anaerobni katabolicka aktivita heterotrofnich orgiawi. JelikoZ aerobni pragtdni je jen
v povrchoveécasti mokadni midy, proto ve ¥tSin¢ tohoto prostdi dominuji anaerobni
mikrobialni spoléenstva a procesy. Tyto anaerobni organismy zisk&veirgii z oxidace
riznych organickych i anorganickych redukovanych sualis a uZivaji jiné elektronové
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akceptory nez kyslik nép NOs, Mn (IV), Fe (Ill), SQ%, CO a jednoduché organické
slowteniny (Reddy and DelLaune, 2008).

Mikroorganismy hydrolyzuji polymery na monomeryeilé jsou pak i fermentaci
konvertovany na mastné kyseliny, organické kyselelioholy, H a CQ. (Le Mer and
Roger, 2001). Konmé produkty z fermentace se vyuZivaji k produkeatait. Syntroficke
bakterie rozkladaji mastné kyseliny a alkoholy oatat a C@Q Homoacetogenni bakterie
jsou schopny rozkladat monomery rovnou na acetahi@l, 1999). Az poéthto vSech
krocich gichazi nafadu metanogeneze. Metaride byt produkovan z acetatu,; H CQO,,

alkoholi nebo z jednoduchych metylovanych slenin (Garcia et al., 2000).

Metonogenni archea jsou obligatni anaerobové, predy produkuji Chl pouze
v prostedi bez kysliku. Jsou schopriist @i redoxnim potencialu niz§im nez — 200 mV.
Metanogenni bakterie gatdo skupiny Archeobakterii a jsou¢ldny do g@gti fadi:
Methanopyrales Methanobacteriaceae Methanococcales, Methanomicrobialesa
MethanosarcinalegGarcia et al., 2000). Celkem existufi hlavni fyziologické skupiny
metanogennich organisnrozliSované na zaklgdsubstratu, ktery jsou schopni vyuZivat:

acetotrofni, hydrogenotrofni a methylotrofni metgem.
Prvni skupina vyuZiva acetat jako substréti agakci vznika CHa CQ.
CH;COOH —» CH+CO (1)

Druha skupina metanogésou autotrofni hydrogenotrofové, kitgretvai CO, s H, na CH,
(Conrad, 1999).

4H, + CO, —>  CHi+2H0 (2)

Treti skupina umi vyuzZivat metylové staminy jako nap: metanol, metylaminy nebo
dimetylsulfidy a ty pemenuji na metan a C© Organismy, které vyuZivaji tuto reakci pro
ziskani energie, pat do radu Methanosarcinales(Jones et al, 1987). Energeticky
nejvynosrjSi reakci je redukce C@odikem a naopak oxidace acetatu je negmgmosna.
Toto vedlo k tomu, Ze€asto gevazuji hydrogenotrofni metanogeni nad acetatdimafnle
nutno zminit, Ze ne vSichni metanogeni museji watZpouze jeden druh substratu, ale
vétSina z nich dokaze vyuzitékolik druhi substrai nag.: vétSina hydrogenotrdf je

schopna vyuzit forméat (Garcia et al., 2000).



JelikozZ pro ¥tSinu metanogenpresr® nezndme podminky, které vyZzaduji k Zivotu,
je velmi obtizné, je kultivovat v laboratoa vyuZivat k jejich studiu dZné laboratorni
metody. Kultivaci navic komplikuje i jejich pomalyast a gitomnost syntrofnich
mikroorganisni. Proto jsou pro jejich studium vhogjgi molekularni metody, které jsou
zaloZeny na detekci jejich jedikreého genu - methyl coenzymM reduktaza (mcrA). VAgch
skupiny metanogeén obsahuji stejny kbvy enzym - methyl-CoM reduktazu, ktera
katalyzuje redukci metylové skupiny vazané na kgen#l a sodasré se uvohuje metan.
Tento fakt je velice uzitay pii detekci metanogeénpodle genu (mcrA) pro tento enzym
(Lueders et al., 2001). To, Zeareme detekovat tento jeditmgy gen, nam umadilije rozvijet
spousta metod zaloZenych na analyze mRNA. MCR opg@ekvence nukleotidna DNA,
které uvozuji Bkolik geni, které jsou transkribovany spofe) existuje ve dvou formach,
MCRI a MCRII, coz se da vyuzit k rozliSovaiiznych skupin metanogénForma MCRI je
pravdpodobré piitomna ve vSech metanogenech, zatimco MCRIfifemna pouze dleni
fadu Methanobacterialesa MethanococcalesJeden peptid komplexu MCRI, ktery je
kodovan genem mcrA, byl vybran jako vhodny pro ketemetanogeth pomoci PCR
(Polymerase Chain Reaction) (Springer et al., 19%8®moci modernich molekularnich
metod miizeme zjistit nejenifitomnost metanogénv pade, ale i jejich kvantitu a diverzitu

metanogenniho spalenstva.

2.3. Metanotrofie

Aerobni metanotrofni bakterie pouZzivaji metan jakivoj uhliku a energie. Tyto
mikroorganismy jsou nedilnou s@asti raSelini§ kde je metan zaroxie produkovan.
Metanotrofové udrzuji rovnovahu atmosférického meta hraji ki€ovou roli v globalnim
cyklu metanuCast metanu produkovaného metanogeny je oxidovatanoteofy a pi této
reakci vznikd C@ a voda. Proto mnoZzstvi metanu uvwiého do atmosféry jeStavisi na
aktivité a paetnosti metanotrdf které nachazime naopak v aerobnich podminkachsgta
and Hanson, 1996). Vysledny tok metanu do atmogirgodtem protictidnych reakci
archei a bakterii, které jsou zahrnuty do cyklu anet (Sundh et al., 1994). NejvysSi
metanotrofni aktivita v raSelinistich je obvykle emena na zonu blizko hladiny podzemni
vody. To odpovida hranici mezi aerobni a anaerabnou, kde je powr substratu a kysliku
pro metanotrofy optimalni (Dedysh, 2002). Metanfmivé se také mohou nachazet ve
vétSich hloubkach joly, nagiklad v okoli kdenovych systéin rostlin, kam je kyslik

transportovan aerenchymatickymi pletivy (Larmolalet2010).



Bakterie, které oxiduji metan, jsou rgimbany do dvou taxonomickych skupin z
kmeneProteobacteria Do prvni skupiny pat rody Methylobactera Methylomicrobium
které pati do #idy GammaproteobacteriaDo druhé skupinyfadime Methylocystis
Methylosinus Methylocellaa Methylocapsa které pati do #idy AlphaproteobacteriaNa
zaklad fylogeneze nmizeme rozdit metanotrofy do itech skupin podle morfologie
membran a jinych fyziologickych charakteristik: typtyp 1l a typ X (Kamal and Varma,
2008). Do skupiny typu ladimetrad Methylococcaceae ttidy Gammaproteobakterjtere
maji intracytoplazmatické membrany (ICM) v lamelokiyitvarech, formaldehyd produkuji
cestou pes ribulosumonofasfat a obsah guaninu a cytosimCj@a DNA je v rozmezi 45-
55 mol%. Na rozdil od typu | je typ Il, do kteréhadime tad Methylocystaceae
z Alphaproteobacterial nich se ICM obeahnachazi na periferii iiky, maji vySSi obsah
G+C v DNA a asimiluji formaldehyd ips serinové drahy. Do skupiny typu X rody
Methylococcusa Methylocaldum z GammaproteobacteriaJednd se o termofilni nebo
teplotolerantni zastupce, které maji ICM podobrk® ja typu |, ale maji vysSi obsah G+C
v DNA 55-65 mol%. Metanotrofy GZeme také rozdit podle afinity k metanu, tedy zda
jsou schopni vyuzivat metarrimizkych koncentracich, které jsou blizké atmosk§im
(<12ppm)¢i vysokych koncentracich, které jsou vysSi nez pthp(Le Mer and Roger,
2001). Metanotrofni bakterie vyuZivaji jedno uhté&aslogeniny redukova&si nez je
kyselina mraveti k energetické produkci a asimiluji formaldehykigazdroj uhliku pro s
rast (Hanson and Hanson, 1996). Oxidace metanu polgibstupty na metanol,
formaldehyd, formiét aifpadrée CO, (Whalen, 2005). Pro vSechny metanotrofni bakterie |
vSak spoléna gitomnost enzymu metan-monooxygenazy, kterataggsnavazani molekuly
metanu a pro svou funkci vyZzadujgtpmnost Q (Murrell et al., 2000). Reakce je zahajena
rozbitim vazby O-O v molekule kysliku, prvni kyslj& redukovany na ¥ a druhy na
CH3OH za @asti metanu (Hanson and Hanson, 1996). Druhy kystkzi jako koncovy
akceptor elektrainpri oxidaci metanu pro vytweni CQ (Whalen, 2005).

2.4. Transport metanu do atmosféry

Metan, vyprodukovany v anaerob¥asti pidniho profilu, se do atmosféry dostava
ttfemi riznymi zpisoby: difazi, ebulici a pomoci prétvavacich pletiv rostlin. Kiédi velkému
mnoZstvi metanu produkovaného v anaerobni &rstnikd koncentréni gradient, diky
kterému se metanie uvohovat do atmosféry difuzi (Walter and Heimann, 20605«
pii difuzi mize dochazet k oxidaci metanu metanotrofnimi badaeiria tedy i snizovani

emisi metanu ziay. Celkem 80 % metanu, ktery prochazi aerobni aényzovych polich
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je oxidovdno metanotrofy, coZz ukazuje, Ze metafiotd maji vyznamny vliv na celkové
emise metanu (Conrad et al., 1999). Produkce aaogignetanu spolu poziti¥rkoreluji,
stejre tak jako pdty metanogei a metanotraf, to znamena, z&m &tSi produkce metanu
bude, tim ¥tSi bude oxidace (Joulian et al., 1997). Druhymcesem, kterym dochazi
k uvoliovani metanu do atmosféry je ebulicé, miz je metan uvalovan do atmosféry ve
form¢ plynovych bublin. Bubliny se vyt¥& za gedpokladu, Ze parcialni tlak vSech
rozpusénych plyni je wtSi nez hydrostaticky tlak v raseiiChanton and Whiting, 1995).
Tyto plynové bubliny sefasto uvohuji do atmosféry ki#i zménam tlaku, coz je &
nepravidelny a nepredikovatelny (Kellner et al.020 Bubliny uvohuji velké mnozstvi
metanu a fispivaji k celosvtovému toku metanu z 50-60%, dle vyslédkeéreni na
severskych raSelinistich (Tokida et al., 2007)fdspoze bubliny prochazeji aerobni zénou,

vétSina metanu jde z bublin rovnou do atmosféry ankézi k jeho oxidaci (Boone, 2000).

Treti cestou, kterou se metan dostava do atmosfay,transport pomoci
prowvétravacich pletiv rostlin. Rostliny v mékdech se muselyfigptsobit podminkam, kdy
jsou jejich kdeny zaplavené vodou v anaerobnim pemit Vytvaily specialni pletivo
aerenchym, diky kterému mohodiyadét kyslik ke svym kéemim (Rydin and Jeglum,
2006). Aerenchym ale slouzi i k obracenému tokuametod kéeni do atmosféry a diky
tomu se metan vyhne oxidaci metanotrofy v aerobsti pady (Whalen, 2005). Cely tento
mechanismus §fvod kysliku ke k#emim a vedeni metanu do atmosféry), je zaloZzeny na
koncentrgnich gradientech a dalSich fyzik&lohemickych vlastnostech (Joabsson et al.,
1999). Tok metanuips aerenchymipiva jednozni¢ k celkovym emisim metanu niap
v ryzovych polich az 90% emisi metanu pochazi @ tasty (Holzapfel-Pschorn et al.,
1986). \KtSina mokadnich rostlin ma aerenchym (iaposticovité). Mezi raSelinistni
druhy, které aerenchym nemaji, ipatromy, kéiky a orchideje Rydin and Jeglum2006)
Tam, kde jsou o#tovité rostliny a ostatni rostliny s aerenchymdak tam jsou emise

metanu vysSi, proto je ieme povazovat za prediktory vysSich emisi metaeuMer and
Roger, 2001).

2.5. Faktory prosedi
Metanogenni a metanotrofni mikroorganismy a jegghivita jsou ovlivieny mnoha
faktory prostedi. Jsou jimi: vySka vodni hladiny, oxigg-redulkéni potencial pdy, pH,

sloZeni vegetace, chemické vlastnogtiya teplota.



Vyska vodni hladiny ovliiuje podobu celého ekosystému a zavisi na ni irdstat
faktory. Je to velmi dlezity faktor, ktery zajifuje metanogeim nezbytné anaerobni
podminky. Pokud je hladina podzemni vody vysokd, aaaerobni podminky umbdji
rozvoj metanogenniho spoknstva i jejich aktivity a naopak patlge aktivitu metanotrd,
diky zmenSeni aerobni vrstvy (Le Mer and Roger,1206iladina podzemni vody také
uréuje charakter vegetace. Pokud je hladina podzerody \nizko, ekosystému mohou
dominovat stromy, ale pokud je hladina podzemniyvegsoko, tak pevladaji mokadni
rostliny jako ostice, suchopyry a raselinikyr¢gdin and Jeglum2006) Hladina podzemni
vody uguje mnozstvi kysliku vigé a stim souvisi redoxni potencial (Eh). Redoxni
potencial vyjatuje miru schopnosti redoxniho systénitaygést jednoho z redkich partnek
do oxidovaného stavu. Hodnota EH, lieré z&ina probihat metanogeneze je -200r¥m
vice hodnota Eh klesa, tim se dat&alikanasobn zvySuje produkce metanu a i jeho emise.
(Kludze et al., 1993). Eh ovliwje tedy produkci metanu, a mimo jiné také oslije vedeni
metanu rostlinou (Kludze et al., 1995)i Rizkych hodnotach Eh v kenech dochazi ke
zvétSovani aerenchymu (Kludze et al., 1993). Metanogeu striktni anaeroboveé a kyslik
je pro r¢ toxicky. Jiz @i velmi nizké koncentraci kysliku (10 ppm)age dojit k nevratnym

zmenam na jejich enzymovych komplexech (Schénheit.e1881).

Aktivita metanogefi ma obvykle optimum kolem neutralniho nebo lehgaladkého
pH v hodnotach 5,5 - 7 a je citliva ke &mam pH v [adé (Dunfield et al., 1993). Obeé&ne
pH v raSelinistich kyselé, coz nejsou idealni patkyipro jakékoliv organismy. Metanogeni
se dolbe pizpusobili kyselym podminkam, ale saniepné se to odrazi na jejich nizSi
aktivit¢ a nizSi produkci metanu nap acidotolerantni matanogeni jsou schopistra

produkovat metanippH 4,7 (Horn et al., 2003).

Chemické vlastnostituly také zn&né ovliviiuji metanogenezi. Mezi chemické
vlastnosti fidy seradi: elementarni sloZeniighy, mineralni sloZenitaly, sloZzeni pdniho
roztoku a vzduchu, obsah a sloZetdp organické hmoty, stavagnich koloidi. Chemické
vlastnosti fidy mohou mit vliv nafiklad na dostupnost Zivin pro rostliny a tedy jejic
produktivitu a kvalitu opadu (Aerts et al., 2008)ezi zakladni Ziviny pro rostlinfadime
uhlik (C), dusik (N) a fosfor (P). Ekologické preggsou zavislé na dostupnosti N a P
rovnéZ i dekompozice, ktera zavisi na obsahu N a Ptlimném materialu (Wardle et al.,
2004). V ekosystemu s omezenou dostupnosti Ziviie bpomalejSi rozklad opadu a nizsi
aktivita mikroorganism. To znamena, Ze ve vysledku se k metanagetiostane mén
substratu v porovnani s ekosystémem s dobrou dosstizakladnich Zivin a kvalitnim
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substratem. MZeme to jaskividét na ombrotrofnich vrchovistich, kde jsou emiseanat

nizké, na rozdil od minerotrofnich raSelihikteré maji vice Zivin, tudiz vySSi emise metanu.

Metanogeneze ma i své teplotni optimum, které sham mezi 30 — 40 °C. Nizké
teploty pidy potl&uji aktivitu metanogel ale také i ostatnich bakterii, které s@aasini

rozkladnych procds(Conrad et al., 1987).

s

SloZeni vegetace na raSelinistich je jeden ziuhegjdéjSich faktofi ovliviujici toky
uhliku. Slozeni vegetace owulivje hodnoty fotosyntézy, rostlinou respiraci, kiualia
kvantitu substratu vstupujiciho daiqy. Rostliny zajiuji zdroj C pro metanogeny, coz
dokazuje i fakt, Zze byla nalezena pozitivni korelanezi emisemi metanu a produkci
biomasy rostlin. Okolo 3% C, ktery je za den fixoatosyntézou, je emitovano ve fa¥m
metanu (Dacey et al., 1994). Na substratu zavisgaio a charakter mikrobialnich proges
v piadé. Vlivem rozdilného sloZeni vegetace jsou i vyznémoedily v produkci metanu. Na
minerotrofnich raSeliniStich jsou emise metanu vy¥¥ na chudych vrchovistich a to
zejména diky osicovitym a ostatnim rostlinam s aerenchymem. iiNdgd suchopyr
pochvaty Eriophorum vaginatumL.) je Siroce roz$éna rostlina, ktera obyva chuda
stanovi&¥, jako jsou vrchovi® raSelinis8 a mokady v arktickych, borealnich a
temperéatnich oblastech (Wain, 1978).vaginatunzvysuje emise metanu pomoci transportu
aerenchymem, coZ bylo dokdzano v mnoha studiickegi@mp et al., 2000; Saarnio et al.,
1998). Naopak na vrchovistich jsou spiSe raSeljnkkgré jsou prakticky nerozlozitelné a
poskytuji velmi mélo dostupného substratu (Nyk&an&e98). Toto potvrzuje i vyzkum
v Quebecu, kde byly vyznamnvySSi emise metanu nafeny na minerotrofnich

raSelinistich Bhem celého roku ve srovnani s vrchovisti (Moore lindwles, 1990).

2.6. Dostupnost substratu a interakce s ostatnikiaarganismy

Substratem pro metanogenezi jsou jednoduch&eshiny, které jsou metanogen
piistupné az na konci dekompé&ziho tfettzce. Vyuzivaji tedy korimé produkty
metabolické aktivity jinych mikroorganisima jsou na nich zavislé (Boone, 1991). | Podle
zakori termodynamiky jsou nejprve vyuzivany jako komé akceptory elektrannitraty,
nasleduji mangany, pak Zelezitany, sulfaty a ahdipbposledy C@a metylové skupiny
(Ponnamperuna, 1977). Proto probihaji vSechny eeakibmto peadi podle dostupnosti
akceptod, z toho plyne, Ze produkce metanu je épdosledni krok v celém dekompoéaim
fetézci. Jako zdroje organického uhliku jsou v raSétioh rostliny, jejichz opad a kenové

exsudaty se stavaji stasti dekompozniho fetzce a substratem pro mikroorganismy.
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Organicky uhlik pochazi zejména ze dvou hlavnidojidl) karenové a nadzemni zbytky
rostlin, které dale prochazi dekompozici. 2xdamvé exsudaty a jiné latky vylované
koreny kEhem #Kistu (Kuzyakov a Domanski, 2000). Exsudaty, nevghi& gimo pro
metanogeny, mohou také byt potencialnimi substedéyaz po rozkladu na jednodussi latky
ostatnimi mikroorganismy (Conrad, 1999). Ve sti@hiarnia et al. (2004) byly zkoumany
sezonni zrny v kvalit a kvantit exudat E. vaginatum se zamenim na exsudaty
vyuzivané metanogeny. Vysledky prokazaly, Zzé&vaqoni rostliny raselinis vyrazre
podporuji metanogenezi produkci exsudav rhizosfée, pestoze je mnozstvi C
v exsudatech mnohonas@bmizSi nez mnozstvi C pochazejiciho zrozkladu delén
biomasy rostlin. Dale Z&. vaginatumstejré jako ostatni ogicovité rostliny je zdrojem
acetatu, a proto podporuje metanogenezi v jehoosfdz (Saarnia et al.,, 2004). Pro
metanogenezi je beze sporulefita kvalita substratu. Ta stoji za vznikem riad&l v
tropickych oblastech, kde neni limitujicim faktoreeplota, ale kvalita substratu. Pokud je
opad tvdeny hlavi z ligninu nebo z jinychébko rozloZitelnych latek a neni zde skoro
Zzadny snadno dostupny substrat pro mikroorganigakynedochazi k rozkladu a dochazi

k hroma@ni opadu v podabraseliny (Couteaux et al., 1995).

Metanogeni jsou sa@asti velkého spotenstva mikroorganistn se kterymi si
mohou konkurovat, ale mohou byt pré inpiinosné. Bakterie, které tkiopartnersky vztah
S metanogeny se nazyvaji syntrofni. Tyto baktexidwi razné latky a jako vedlejSi produkt
vznika vodik, ktery je poebny pro metanogeny (Garcia et al., 2000). CealkbY druth
bakterii mize tvdit partnersky vztah s metanogeny. Tyto bakteriedoXirizné substraty
nag.. alkoholy Pelobactey, mastné kyseliny Syntrophobactgr fruktozu
(Syntrophococcys Syntrofni bakterie pé¢buji, aby vznikajici vodik z reakce byl
spotebovan metanogeny, aby mohly dalstra oxidovat substrat (Garcia et al., 2000). S
jinymi bakteriemi si mohou konkurovat ndidad o vodik (H) produkovany fermentaimi
bakteriemi, ktery dale vyuzZivaji sulfat-redukujibekterie a homoacetogenni bakterie.
(Abram and Nedwell, 1978). O substrat si také mokonkurovat se Zelezo-redukujicimi
bakteriemi, které konsumuji acetat, ktery jecddiou sloZzkou v anaerobni degradaci

organické hmoty.

Produkty z acetogeneze (acetat) slouzi jako sulmtoametanogeny, ale i pro dalSi
mozné kompetitory a to sulfat-redukujici bakteribo zda sulfat redukujici-bakterie
vykonkuruji metanogeny, zavisi n&tpmnosti sulfai jako elektronovych akceptiarPokud
je dostatend koncentrace sulfgt sulfat-redukujici-bakterie vyitd homoacetogenni
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bakterie, protoZze umi lépe vyuzitam¢ dostupny substrat. VSe fzeno termodynamickymi
z&konitostmi a kinetickymi vlastnostmi substr@éVard and Winfrey, 1985).

Dominantnim rodem Zelezo-redukujicich bakterii sexobnich fdach a
sedimentech j&eobacter Druhy roduGeobacterjsou v anaerobnich podminkach schopni
oxidovat acetat, ktery je Klbvou sloZkou v anaerobni degradaci organické hmggmarni
donor elektrofi pri produkci metanu. K&éi kompetici o @Zné donory elektran (acetéat)
mezi Zelezo-redukujicimi bakteriemi a matanogennémuhei, dochaztasto k potlaeni
metanogeneze (Teh et al., 2008). Zelezo-redukbijisékterie jsou schopniist i g nizsich
koncentracich substratu nez metanogeni. Metanogetak® nize byt Upld inhibovana,
pokud v idé bude velké mnoZstvi EgLovley and Phillips, 1986).

2.7. Vliv odvodeni na metanogenezi, metanogeny, kvalitu organiokéty

Prirozena raSelinigtjsou nositelem vyznamnych ekosystémovych funkirykni jsou
predevsim dlouhodobé ukladani uhliku, ale vyznaptispivaji i k biodiverzi¢ a zadrzovani
vody v krajire. Odvodrgnim dojde k poklesu aétsimu kolisani vodni hladiny, coz vede
k rozSfeni aerobni vrstvy a tedy zredukovani zZivotnihcsfma pro metanogeny (Kettunen
et al.,, 1999). Metanogeni musi ustoupit ddSich hloubek, kde je omezena dostupnost
substratu. To v8e ma za nasledek poklesupmetanogein a jejich diversity (Yrjala et al.,
2011). Meni se i celkové sloZzeni mikrobialniho sp@estva a tedy ifjpadné interakce
metanogef s ostatnimi mikroorganismy. Dochazi k rychlejSimozkladu raSeliny diky
jejimu provzduséni nad hladinou podzemni vody a &mw jejich fyzikalnich a
hydrodynamickych vlastnosti. Povrchova raSelinastane kompak#si a dochézi ke
zvySeni objemové hmotnosti a sniZzeni propustngsdiravitosti (Price et al., 2003). Celkov
se nEni cely ekosystém, ustupuji makini druhy rostlin a dochazi ke &m vegeténiho

pokryvu, a tudiz i ke zem¢ kvality a kvantity substratu (Laiho et al., 2003).

Pritomnost kysliku zfisobuje, Ze fevladne aerobni dekompozice a anaerobni
spol&enstva jsou potteena. Dochézi ke zZ¢gnam chemismu raSeliny, ktery pakibe mit
vliv na dostupnost Zivin. Zrychli se mineralizadeirz a to pak niZe mit vliv na dostupnost
Zivin jako uhliku, dusiku a fosforu (Olde Venteriekal., 2002).

Vlivem odvodréni a vSech naslednych #m v dekompozici a vegetaim slozeni
dochéazi i ke zrnam v cyklu uhliku raSelini§t S odvodinim a naslednou zvysSenou

dekompozici organické hmoty je spojovano zvySense@0O,. Naopak je dofe znamo, Ze
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se snizi produkce a emise metanuilipoklesu aktivity, abundance a diverzity metanage
dale kwili snizené dostupnosti zmam organického substratu pro metanogeny @i kv

zvysSené oxidaci metanu (Nykanen et al., 1998).

VysuSeni raseliniSzpisobi znénu ve vegeténim sloZeni raSelinfs kdy rostliny dobe
adaptované na podminky zaplavené vodou.naptice, nahradi suchomisi druhy rostlin
napiklad kericky z celedi wesovitychc¢i brusnicovitych. Dochazi ki&ni devin a Ustupu
raSeliniki, které jsou nahrazeny lesnimi druhy mechdrdkaiho et al., 2003). Toto vSe ma
dusledky pro metanogenezi a emise metanu jakvedu zngény kvalitu substratu tak
v disledku Ubytku rostlin s aerenchymem, které fnplmetan do atmosféry. Zmny ve
sloZeni rostlinnych zbytk miZzou vyznama ovlivnit uhlikovou bilanci v raSelinisti po
odvodreni, protoZze po odvodni dochazi k vy$Sim emisim uhliku do atmosféry aqi®

CQO,, ale celkové emise metanu se snizi (Minkkinen.e1899).

2.8. Vliv revitalizace

Pri revitalizaci naruSenych raSelidi§je primarnim cilem vratit ekosystém do
puvodniho stavu a obnovit jeho ekosystémové funkcato Tzahrnuje obnoveni
hydrologického rezimu, biogeochemickych aykbivodni raSelinotvorné vegetace a hlavn
obnoveni schopnosti akumulace raseliny (FosterViright, 1990). Jsou i nazory, Ze by se
raSelinis¢ nentla obnovovat, jelikoz uvdlji velké mnozstvi metanu do atmosféry
(Aselman and Crutzen, 1989). NeZz se vSak navrathrs/ ekosystémoveé funkce po
revitalizaci, bude trvat mnoho let, takze obavyxtr@mniho naistu emisi metanu jsou

zbyteEné.

Revitalizace raSelini§tzatind zvysenim hladiny podzemni vody. ZvySeni hladiny
podzemni vody je naprosto zdsadnim krokem k \givovhodnych podminek pro rostliny
tvorici raSelinu (jakymi jsou mechy rod&phagnuma osfice). Na revitalizovanych
raSeliniStich po&h¢ raseliny bylo pozorovano rychléigmni druti jako je Eriophorum
vaginatuma Carex rostrata ¢imz usnaduji i nasledné $&ni mech (Tuittila et al., 2000).
Kolonizace kléovych drulii je zcela zasadni pro G§mou revitalizaci. Tento proces lze
urychlit, predevSim u raSeliniSpo €zb¢, reintrodukci rostlin, ktera @ize zvysit pdet
jedinai i celkové pokryti. Cela revitalizacetde byt také urychlena hnojenim, orbou a

piidavani mute pro ochréaéni diaspor raselinikpied vysuSenim (Rochefort et al., 2003).
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Hydrologickd revitalizace raSeliniS miZze byt provazena zvySenim respirace
ekosystému zivodu oduniieni ¢asti vegetace, ale i vysSi akumulaci QI systému kii
rozvijejicimu rostlinnému pokryvu. Také produkce tamei se zvySi po zvySeni vodni
hladiny, ale ¥tSinou nedosahuje hodnot, kterédzeame nariit na @irozenych raSelinistich
(Tuittila et al., 2000). NMze to byt zgsobeno mnoha faktory nidklad: nedostatanym
veget&nim pokryvem, odliSnym druhovym slozenim vegeta®Z, které je charakteristické
pro p@irozené ekosystémy, zZmou metanogennich spoénstev, zrmnou v celkovém

sloZeni mikrobialniho spatenstva nebo zémou vilastnosti raSeliny (Basiliko et al., 2004).

Vlivu revitalizace na metanogenni spiastva a emise metanu ssevalo rékolik
studii (nap.: Komulainen et al., 1998; Tuittila et al., 2000rbanova et al., 2013; Wilson et
al., 2009). Jejich vysledky shofipoukazuji na velmi pomalou obnovu metanogeneze po
revitalizaci, ktera prawgpodobr Uzce souvisi s obnovouiyodni raSeliniStni vegetace a
poukazuje na fakt, Zze pouze obnoveni hydrologickpoadminek neni jediny faktorem
fidicim emise metanu. Proto dobaipbnha k obno¥ prirozenych tok metanu v raselinisti je

vysledkem obnovy vSeclidhto zakladnich faktdrspole&né (Urbanova et al., 2013).

Jak jiz bylo vySe uvedeno, tak cévnaté rostlinyjihvgorodukci metanu naprosto
klicovou roli, protoZe velk&ast vyprodukovaného metanu je vysledkem rozkladerris
vytvoieného C z kienovych exsudat a cerstvého opadu (Saarnio et al.,, 2004). Navic
aerenchymatické rostliny transportuji metan do aféry a tim pispiva ke zvySenym
emisim metanu. Byla pozorovana jasna souvislost meucimi emisemi po revitalizaci a
SiktenimEriophorum vaginatuniKomulainen et al., 1998). Vysledky mnoha studévazr
z odeézenych raSeliniSjasre prokazuji dilezitost Sfeni vegetace po revitalizaci pro obnovu
piirozenych tok metanu na raseliniStich, avSak emise metanu bidle 1iZSi nez na
nenaruSenych raSelinistich (Waddington and Dayy 2B@mulainen et al., 1998; Tuittila et
al., 2000). To mZe byt zgisobeno jak ne zcela obnovenou vegetaci tak i reduikon
spole&enstvem metanogénpo dlouhotrvajicim odvodimi ¢i té¢zb¢ (Basiliko et al., 2004).
Studie z revitalizovaného vrchowsha Suma¥ ukazuje, Ze v prvnichigch letech po
revitalizaci nenastaly Zadné Zny v patetnosti a diverz& metanogenniho spdenstva a
byly srovnatelné s odvodnymi lokalitami (Urbanova et al., 2013). Prace fomn et al.,
2012 ukazuje, Ze k obn®vmetanogenniho spdenstva nedoslo ani po 10-12 letech po
revitalizaci. RPedpokladaji, Zze nizké pty a aktivita metanogeénjsou vysledkem Spatné
kvality substratu ovlivéného odvodeénim. Zarové byla pro metanogenni spoénstvo
charakteristicka velka prostorova heterogenitaréktedrazi iznorodé sloZeni vegetace,
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Vv jejimZ druhovém sloZeni je stale patrny vliwpdniho odvodéni. DialeZitost dostupnosti
substratu pro metanogeny dokazujeifidad i studie z Finska, kde emise metargtaly
stale nizké dva roky po revitalizaci na rozdil adig na pirozenych raselinistich. Studie
poukazuje na to, Zze dokud nekolonizuje raSebnigpicky raSeliniStni vegetace, ktera
poskytuje dostupny substrat pro metanogenyispfva k vedeni metanu do atmosféry, tak
emise astanou stale na nizkych hodnotach (Tuittila et241Q0).

Naopak v gkterych gipadech po revitalizaci tze dojit k extrémnim zvySenim
emisi metanu a to fpdevSim v fipad revitalizace ZzZivinami bohatSich stanavis
vyuzivanych k zerdélskym (elim. Po zaplaveni dojde k odumirani vesSkeré vegetace,
ktera pivodné odvodréné raSelinig&t kolonizovala, proto je pro metanogeny najednou
dostupné velké mnoZstvi substratu. Extrémysoké emise se v{dnéhu ¢asu stabilizuji na
piirozené hodnoty (Hahn-Schofl et al., 2010). Rewatale raSeliniS vede k rekolonizaci
puvodré odvodrgnych nebo odtzenych raSelints riznymi druhy rostlin, které se lisi
primarni produkci, kvalitou organické hmoty a samogtmi transportovat metan. Velka
variabilita v mikrohabitatech na revitalizovanycaseliniStich mize také vést ke vzniku
takzvanych ,hot-spots” v produkci a emisich metanmistech s fhodnymi podminkami
pro produkci a emise metanu (Wilson et al.,, 2008). vSechno poukazuje na to, Zze
dostupnost substratu hraje prapddobré klicovou roli v aktivie metanogei a produkci a

emisich metanu.
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3. Metodika

3.1. Charakteristika lokalit

VSechny studované lokality se nachéazeji na Sénsaysou sosésti Narodniho parku
Sumava. Pro studium byly vybrany dva typy radefimi&o vrchovidt a raselinné sniiny,
pro které byly vybrany lokality vifrozeném stavu, dlouhod®ldvodréné (cca 50 let) a
revitalizované (7-16 let). Kazda varianta raSetinibyla zastoupena dma lokalitami.
Celkem tedy bylo sledovano 12 lokalit pro zakladt@noveni potencialni metanogeneze a
poctu metanogein a pro samotny laboratorni experiment byly pouamzorky pouze
z revitalizovanych lokalit. VSechny studované lalyal jsou sowasti dlouhodobych
vyzkumnych projekt se zanstenim na vliv revitalizace. Lokality se nachazi nenavskych
planich v nadmiské vySce 1100 — 1260 m.n.m., kde panuji chladméhleé klimaticke
podminky. Pimérna rani teplota je 3,2 - 4 °Clesky hydrometeorologicky Ustav, 1961 -
1990) a roni srazky dosahuji kolem 1000 — 1200 mm.

Prirozené raSelinné swiny jsou charakteristické mozaikovou vegetaci
s dominantnim suchopyrem pochvatyEriphorum vaginatuma raselinikem na vétich
mistech a bdivkou na susSich vyvySenych mistech. Vegetaci odsroin sméin zcela
dominuje botivka (Vaccinium myrtilluy a pevaZzuji lesni mechorosty. Vegetace na
raSelinnych smiiinach je po revitalizaci stale podobna odwérdm lokalitam, avSak dochazi
k postupnému &ni suchopyru pochvatého &kterych druli ostic a stim i k eni
raSeliniku. Na studovanych revitalizovanych a odwogch raSelinnych sminach doslo
k vyznamnému odufeni stromového patra (40 — 100%) dskbdku roz&eni kirovce.
Vybrané lokality nenaruSenych raSelinnych &mrse nachézi v blizkosti Filipovi Huti a
Kvildy. Odvodrené smiiny jsou reprezentovany lokalitou Nova tsla blizkosti Filipovi
Huti a lokalitou Nad Rokytou v blizkosti Rokytechkyelati. Cikanska sfaa lokalita Na
Ztraceném fedstavuji d¥ revitalizované lokality.

Vegetace prozenych vrchovi§ je charakteristicka gtanim bula, Slenki a
travnicka s typickymi druhy pro kazdy mikrohabitat. Jako koimi nenarusené lokality byly
vybrdny Blatenska a Rokytecka tslaNa dlouhodo® odvodrénych raSeliniStich byly
vihkomilngjsi druhy Slenk a travnékia nahrazenyWaccinium myrtillus, V. uliginosura
Eriophorum vaginatumNa rekterych odvodanych plochach jsou stale dominantni porosty
Trichophorum caespitosurcharakteristického pro wh travnicky. Odvodriné vrchovist
jsou reprezentovana lokalitou Pitesla’ a ¢éasti Rokyteckych slati, kterd byla ovidma
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odvodrénim. Kameralni skha Schachtenfilz igdstavuji d¥ revitalizovana vrchovigt Po
revitalizaci doSlo zatim pouze k pozvolnym&rm ve vegetai struktue, negastji doslo
k odunteni suchomilné k&kovité vegetacei dievin (P. abies, Pinus x pseudopumjlio
v okoli zaplavenych odvaedvacich kandl a naopak zde dochazi kesii E. vaginatuma

raseliniki.

RaSelinist této oblasti byly odvatbvany zejména kili pireméné na lesni plochy.
Odvodiovalo se zejména videhu poslednich 50 let pomoci odvwmdacich ryh
s hloubkou az 2 m ai€bu 3,5 m. Vzdalenosti mezi jednotlivymtikopy se pohybovaly
kolem 25-40 m. Revitalizace probihala metod#ehpazeni odvatbvacich ryh #gevenym
piehradami a také&ast&énym vyplrénim piikopa organickym materialem jako jsou riégad
vétve a zbytky @eva. Revitalizace na vrchovistich, ze kterych ydiebirany vzorky, byla
provedena fed 7 a 14 lety. Vippact raSelinnych sn@n jsou lokality 7 a 10 let po

revitalizaci.

3.2. Odler a zpracovani vzork

Odbér vzorka prokehl v cervnu 2015. Vzorky byly odebrany pomoci finskehdawédku
(finish box corer) vzdy v transektu kolmém na odvaxhci ryhu. Prvni vzorek byl odebran
1m od odvodovaci ryhy a dale 10m a 20m od ryhy. Na kazdé lokddyly dva tyto
transekty. Vzorky byly odebirany z hloubky 0-30 amasled#& rozcleny na svrchni vrstvu
(A) 0-10cm a spodni vrstvu (B) 10-30cm. Celkem kgikskano 144 vzork

Druhy den po oditu byly pro molekularni analyzu metanogennich sSfmistev
odebirany vzorky z neporusenéhipiho kéru. Ten byl sterilnim noZzem podehoziznut
a z vnitni now roztiznuté strany bylo 1Zkou odebrano cca 2 digly po celé délce profilu.
Patet vzorki byl redukovan vytvienim smésnych vzork vzdy ze stejného transektu a
vrstvy, tedy jsme ziskali vyslednych 48 &nych vzork. Odebrané vzorky byly
v mirkozkumavkach Eppendorf okam&po odru zamrazeny v -80 °C do doby zahjeni

analyz.

Nasledr byly vzorky riené promichany (homogenizovany) a skladovariy 45C do
dalSich laboratornich praci. VSech 144 vidpylo pouZito pouze pro stanoveni potencialni
produkce metanu a oxidu utitého. Pro samotny experiment $davky substrdi, byly
pouzity vzorky pouze z revitalizovanych lokalitawdy pouze z jednoho ze dvou tranfiekt

na lokalig, tedy 6 vzork z kazdé revitalizované lokality.
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Pro vSechny vzorky byla stanovena sucha hmotnostku, ktera pedstavuje, suchy
podil pidy na 1 gcéerstvého vzorku. Navazila jsem 5-8 ¢dy do hlinikovych véazZenek,
zvazila je a dala susit na 5Hhi @05 °C. poté jsem vazenky &@pzvazila a vypoetla podil

suché hmotnosti vzorku podle vzorce:

S = Mg— My
m;—my
mg hmotnost vazenky se suchddau (g)

my hmotnost vazenky (g)
my hmotnost vazenky s vihkouidwou (g)

U vSech vzork bylo zmeéteno pH raSeliny. Bylo navazeno 10 g raSeliny dowssk a
nasledg zalito 10ml vody. Takto ffpravené vzorky se nechaly ustalit a nasledosa

znfilo pH pristrojem Ph-metrem.

Podkladovéa data o studovanych lokalitdch a fyzik&imemické charakteristiky raseliny
(Tab. 1 a 2; data pouzitd pro kokala matice) byla ziskana z dosavadnich dlouhodobych
sledovani dchto lokalit v ramci projektu:Vliv revitalizace dlouhodab odvodrnych
raselini§’ na funkni diverzitu gdnich mikroorganisi ve vztahu ke kvaditorganické

hmoty(Z. Urbanova).

3.3. Stanoveni potencialni produkce £LH

Potencialni produkce CHh CQ byla stanovena v laborator anaerobnich podminkach.
Pro tento pokus bylo pouZito vSech 144 viorkDo sérovek bylo navazeno 10g
homogenizovanéipozere vihké pidy. Sérovky jsme uzdeli Spuntem a ¥kem a profoukli
dusikem. Vzorky byly inkubovanyipl0 °C po dobu 50 dn Koncentrace Clia CG byla
meiena pomoci plynového chromatografu (HP 6890 a HB® @8yilent, USA) v tydennich
intervalech. Pro kontrolu anaerobnich podminek byigena i koncentrace O

Vypocet kumulativni anaerobni respirace £0CH,

Mnozstvi CQ a CH, vyprodukovaného ip anaerobni respiraci bylo vypidano
nasledova:

1) Objem CQv headspace sérovky
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G —Ceoy Vg [ul COJ

1000

Cco, Koncentrace C&zmeiena na plynovém chromatografu (ppm)
Vy objem headspace sérovky jml

2) Objem CQ rozpustného v @dnim roztoku

1,1940 -GV,

L= ———= [ul COj

Vg

V., objem mdniho roztoku v sérovce (uly, = (1 — sucha hmotnost) - navdZzka+dodana

voda
1,1940  koeficient rozpustnosti CO2 ve ¥a10°C

3) Celkovy objem CQ@vyprodukovanya 1 g @dy

(G+L)

T = [ul CO g1

navazka-sucha hmotnost

4) Celkova hmotnost uhliku vyprodukovaného na Tidyp
Y =0536 - T [ug CQ g]
koeficient 0,536 je fepaitem z ul C@na pug C-CQ

Kumulativni anaerobni respirace byla stanovena jat@lkova hmotnost C-CO

vyprodukovaného na 1 digy za celou dobu inkubace 50idn

Stejny postup vyp#iu byl pouzit pro stanoveni celkové hmotnosti C;Giprodukovaného
na 1 g jdy za dobu inkubace, kde byl pouzit koeficient testposti CH ve vod pro 10°C
0,0418.

3.4. Kvantitativni analyza metanogenniho sgetestva

Ze vzorki byla vyizolovAna DNA pomoci Power Soil DNA Isotati Kit (MoBio
Laboratories, Inc). Navazka kazdéhoé¢smého fidniho vzorku pro izolaci byla 0.25g.
Ucinnost extrakce byla @vena gelovou elektroforézou (1% gel, 100V, 50 min).
Kvantifikace DNA byla provedena fluorometricky pdétich kitu QuantiFluor dsDNA

Systém (Promega).

18



Dale byl stanoven ve vzorcichigy pomoci kvantitativni PCR pet kopii genu mcrA,
za (telem kvantifikace metanogennich archaei. Kazda R0 reakce obsahovala: 5.86 pl
vody, 10 ul FastStart Universal SYBR Green Mad®ax(), 0.12 pl primeru ME1 (5- GCM
ATG CAR ATH GGW ATG TC-3"), 0.12 pl primeru MCR1R'(ARC CAD ATY TGR
TCR TA-3") (Hales et. al., 1996), 0.4 ul BSA (albonz howziho séra), 0.5 ul DMSO
(dimetylsulfoxid) a 3 pl DNA templatu. Koncentrapemeri v reakci byla 0.3 uM. gPCR
probihala na fiistroji StepONE RealTime PCR System (Applied Bitsys) ve 48-
jamkovych destikach. Kazda destka obsahovalagibodovou standardnifivku, negativni
kontrolu a ndtené vzorky (vSe ve dvou opakovanich). Standardink& byla gipravena
desitkovym fedénim purifikovaného PCR produktu (mcrA gen amplifikoy z DNA
ArchaeaMethanosarcin} pro reakci bylo pouZitéedsni od 10°do 10°. Reakni podminky

kvantifikace mcrA genu jsou uvedeny v tabulce 1:

Tab. 1: Reakéni podminky kvantifikace mcrA genu.

teplota (°C) cas (s) pocet cyklt
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 30
Nasedani primert 50 60 35
Elongace 72 60

Na konci kazdého cyklu byla drena fluorescence. Pro &eni specificity primet byla
po poslednim cyklu proéiena Kivka tani. Amplifikace produkt byla owtena gelovou
elektroforézou (1% gel, 100V, 60 min)¢€kavana velikost produktu byla 280 bgtithost
reakce se pohybovala mezi 95-97%. Pro zpracovésiedk byl pouzit program StepOne
Software v2.3 a Microsoft Excel. Bty metanogeh byly piepaiteny na gram suché
hmotnosti fiidy.

3.5. Laboratorni experiment gigavky tiznych substrit

Z vybranych vzork z revitalizovanych lokalit bylo navdzeno 10 g \éhlo vzorku do
sérovek v pti opakovani. Sérovky byly uzgsny Spuntem a vkem a nasledh byla
atmosféra v seérovkach profouknuta, Nro vytvdaeni anaerobnich podminek. Takto

pripravené vzorky byly Sest dnifgainkubovany §$ teplot 10 °C.

19



Bylo pripraveno 5 iiznych variant substnat (roztoki), které byly po 6 dnech
piedinkubace fidany do kazdé sady vzarkKe kazdému vzorku bylofgidno 30 ml daného
roztoku. Po fidani roztoku byly sérovky a@p ihned uzaieny a profouknuty dusikem a
inkubovany pi 10 °C. Pouzité roztoky byly nasledujici: destdod voda (bLO) (slouzila
jako kontrola), roztok glukézy (GLC), roztok etandETOH), namlety suchopyr (SUCH),
namlety raselinik (RAS).

Roztoky substratu byly fjpraveny nasledown Kazdy roztok byl fipraven tak,
abychom dodali stejné mnozstvi uhlikutemych formach. Roztoky jsme imalili tak,
abychom pdali 50 mg uhliku ke kazdému vzorku &znych formach. U suSenych a
namletych substratbyla navazka suSeného vzorku v§ema podle obsahu uhliku tak,
abychom pidali 50 mg uhliku ke vzorku. UvazZovali jsmetimasobek pedpoklddaného
mnozstvi uhliku v mikrobialni biomase, dle toho ¢smipravovali roztoky a navazky
danych substrat Lahve pro roztoky a ostatni vybaveni bylo vy$itssvano v autoclavii

pod UV. Ripravené roztoky byly profouknuty dusikem.

Pfimo na studovanych lokalitach byly nasbirany rogtlipro gipravu miletych
susenych substii@atNasbirali jsme vZzdy dominantni druhigsbvité rostliny a raSeliniku pro
smginu (Eriophorum vaginatum Sphagnum flexuosyma vrchovis¢ (Trichophorum
caespitosum Sphagnum rubellum Skér ostic prokehl pred z@&atkem pokusu, kdy se
utrhané rostliny a ponechaly 10 dni na #isbzprostené v dice Casténa simulace
odunteni). Po 10 dnech se zvadlé rostliny sesbiralyos#linek raseliniku byly odebirany
pouze odurelé nezelenéasti cca 5 cm pod hlatkou raSeliniku. Ogice i raSeliniky byly
vysuseny fi teplo& 60 °C reékolik dni. UsuSené raseliniky a tise byly umlety na kulovém
mlynu. V €chto namletych substratech bylo stanoveno celkow®zstvi C, N pomoci
Micro-cube elementar analyser (Elementar, Germa@glkovy P byl stanoven metodou
rozpousni v kyselirg chloristé (Sommers and Nelson, 1972). Vysledkyiemi jsou
zaznamenany Vv tabulce 2. Na zakladanovené koncentrace C, jsme dhld potrebnou

navazku substratu.
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Tab 2: Poméry a procenta Zivin v rostlinnych substratech z vrchovisté a raselinné smrciny.

i Celkové obsahy Zivin Poméry Zivin
Substrat
C% N% P% C/N c/pP N/P
. Vreh 45,69 2,30 0,13 19,89 365,56 18,38
Trichophorum
Vreh 44,96 0,95 0,04 47,35 1119,16 23,64
Sphagnum
. Rsm 45,04 1,92 0,25 23,45 182,09 7,77
Eriophorum
Rsm
43,90 0,60 0,04 72,76 1002,38 13,78
Sphagnum

Od uzaveni sérovek byla gitena koncentrace GQr headspace pomoci plynového
chromatografu (HP 6850 Agilent, USA)¢asech: 4h, 8h, 12h, 24h, 48h, 7den, 15den,
22den, 36den, 5l1den od zaloZeni inkubace. Konamnt@H, byla ngiena pomoci
plynového chromatografu (HP 6890 Agilent, USA) a/70 dne dale ve stejnych intervalech
jako CQ. Pro kontrolu anaerobnich podminek byl&ena i koncentrace O

3.6. Statistické vyhodnoceni dat

Rozdily v potencialni produkci GHa CQ a patu metanogein mezi plochami stiznym
managementem {podni, odvodané a revitalizované) byly testovany pomoci jednbees
ANOVY s naslednym Tukey HSD testem. Tato analyzéa lprovedena samostétmpro
kazdou vrstvu (A, B) a typ (vrchovisia raSelinna sniina). To zda ma vliv management
raSeliniS& na potencialni produkci CH CQ a paty metanogem byl testovan jednocestnou
ANOVOU a pro zjiséni, zda se od sebe liSi jednotlivé managementynbgleds pouzit
Tukey HSD test. Data gtu metanogei byla nejprve zlogaritmovana a data produkce, CH
byla upravena pomoci odmocninové transformace pitdiZeni k normalnimu rozdeni,

toho vSak i pesto dosazeno nebylo.

Déle byl hodnocen vliv ffidavku substratu na produkci GHn CQ ve srovnani
s kontrolou (HO) pomoci Dunnettova testu. Dunnettovym testem @evmavaly vzorky
pouze s fidavkem HO se vzorky kam sefidaval substrat pro zji&hi, jestli se produkce
prikazre zvySila. Na vyhodnoceni souvislosti mezi fyzikabhemickymi viastnostmitaly,

potem metanogana potencialni produkci GCa CH, byly pouZzity korelani matice. Pro

21



statistické hodnoceni natienych dat byl pouZzit program Statistica 12 (Stadoft.). VSe
bylo testovano na hladirvyznamnosti p= 0,05.

22



4. Vysledky

Z&kladni fyzikalg-chemické charakteristiky gy a hladina vody na jednotlivych
raSeliniStich jsou uvedeny v tabulce 3 a 4. Naopenych vrchovistich i raSelinnych
smginach je hladina podzemni vody nejvySe cca 8 cm pogrchem. Naopak na
odvodrénych lokalitach je hladina az o 12 az 25cm niz&. mlvitalizovanych lokalitach
hladina podzemni vody j&Snheni ustalena, ale hodnoty uz se bliEifogenym plocham.
Hodnoty pH jsou na vrchovistich nizSi nez na raggith sméinach. Hodnoty pH serils
neliSi mezi vrchovisti siznym managementem, avSak na raSelinychtisdech je patrny
pokles pH na odvodmych lokalitach a ndist na revitalizovanych lokalitach. Objemova
hmotnost je nejnizsi naippzenych lokalitdch, odvo@né a revitalizované plochy se od sebe
prilis nelisi.

Tab. 3: Hladina vody a fyzikadIné-chemické charakteristiky raseliny (primér + smérodatnd

odchylka) z vrstvy A (0-10 cm) a vrstvy B (10-30 cm) na vrchovistich (ptirozenych: VrchP,
odvodnénych: VrchD, revitalizovanych: VrchR).

Typ raselinisté a management VrchP VrchD VrchR

Vrstva A B A B A B

Hladina podzemni vody (cm) -8,38+2 -8,38+2 | -19,96+8 | -19,96+8 | -11,98+5 | -11,98+5
. 3,95+0,05 | 3,93+0,07 | 3,96+0,12 | 4,07+0,27 | 3,91+0,18 | 3,94+0,07

pH (pady)

Objemova hmotnost (g cm®) |0,07+0,02 | 0,06+0,02 | 0,09+0,03 | 0,07+0,03 | 0,10+0,02 | 0,06+0,01

C% 48,16+1 | 47,721 | 48,55+1 | 48,85+3 | 48,181 | 47,64+1

N % 1,88+0,2 | 1,44+0,5 | 1,65+0,2 | 1,18+0,3 | 1,90+0,3 | 1,15+0,3

P(mgg?) 0,68+0,1 | 0,44+0,1 | 0,67+0,1 | 0,394+0,2 | 0,74+0,2 | 0,38+0,1
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Tab. 4: Hladina vody a fyzikadlné-chemické charakteristiky raseliny (primér + smérodatnd
odchylka) z vrstvy A (0-10 cm) a vrstvy B (10-30 cm) na raselinné smrciné (pfirozenych:
RsmP, odvodnénych: RsmD, revitalizovanych: RsmR).

Typ raselinisté a

RsmP RsmD RsmR
management

Vrstva A B A B A B

Hladina podzemni vody (cm) | -8,97+6 -8,97+6 |-33,99+13 |-33,99+13 | -13,88+8 | -13,8818

. 4,01+0,28 | 4,20+0,21 | 3,78+0,13 | 3,85+0,18 | 4,39+0,17 | 4,08+0,24
pH (pidy)

Objemova hmotnost (g cm™) | 0,05+0,03 | 0,06+0,04 | 0,12+0,03 | 0,12+0,04 | 0,11+0,09 | 0,10+0,06

C% 45,57+2 | 4557+2 | 46,985 | 46,984 | 46,93+9 | 46,937
N % 1,27+0,3 | 1,43+0.4 | 1,7610,3 | 1,60:0,2 | 1,66+0,4 | 1,44%0,2
P(mgg?) 0,750,2 | 0,66+0,2 | 1,01+0,3 | 0,81#0,2 | 0,84:0,1 | 0,68+0,3

4.1. Potencialni produkce metanu a‘pbmetanogenna pirozeném, odvodmém a

revitalizovaném raselinisti

Z méteni potencialni produkce metanu vyj@aé jako kumulativni respirace mg C-£H
g* za 50 di vidime, Ze produkce metanu byla odvénim ovlivnsna gredevim v hlubsim
horizontu na vrchovistich. DoSlo zde k jejimu paskievlivem odvodani (Obr. 1), avSak
kvili velké variabili€ v métené potenciélni produkci nafigpzenych vrchovistich nebyl
rozdil statisticky pikazny. Na revitalizovanych vrchovistich je sicerpatmirné zvyseni
produkce CH ve vrst¥ B ve srovnani s odvodnymi lokalitami, ale i pes to nedosahuje
hodnot jako na ffirozenych lokalitach. Naopak produkce metanu vetlsvim horizontu A

nebyla odvodénim a revitalizaci tégf ovlivnéna.
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Obr 1: Potencionalni produkce metanu na vrchovistich ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé
pady (primér tsmérodatna odchylka), P- pfirozena, D- odvodnéna, R- revitalizovana
vrchovisté. Mald pismena nad sloupecky ukazuji vysledky Tukey HSD testu. Pokud se
pismena lisi, byl rozdil mezi lokalitami s rGznym managementem prlkazny, testovano pro
kazdou vrstvu pady samostatné.

OdlisSnou situaci nez na vrchovistichibeme pozorovat na raselinnych gmach
(Obr. 2). Nejvyssi hodnoty produkce metanu byly &&my na opt v ptirozenych lokalitach
a to gredevSim ve svrchnim A horizontu. Naopak na od¥ogloh lokalitdch byla nastena
velmi nizka potenciélni produkce, kdy v mnoha vidionebyla nagiena Zadna produkce
metanu v obou horizontech. Na revitalizovanych litkeh smein byla pozorovana vyssi
produkce metanu ve svrchnim horizontu A ve srovrsaadvodgnymi lokalitami, avSak
produkce zde nedosahovala hodnot jako fi@zenych lokalitach. Naopak ve spodnim B
horizontu byla produkce metanu na revitalizovaniaitalitach velmi nizka, srovnatelna s

odvodrgnymi.
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Obr 2: Potenciondlni produkce metanu na raselinnych smrcinach ve svrchni (A) a spodni (B)
vrstvé pldy (primér +smérodatna odchylka), P- pfirozené, D- odvodnéné, R- revitalizované
raselinné smrciny. Mala pismena nad sloupecky ukazuji vysledky Tukey HSD testu. Pokud se
pismena lisi, byl rozdil mezi lokalitami s rGznym managementem prlkazny, testovano pro
kazdou vrstvu pidy samostatné.

Na obrazku 3 a 4 vidime vysledky z kvantitativnialgay patu metanogein
v jednotlivych raSelinnych sminach a vrchovistich ovlivimych tiznym managementem.
Vysledky ukazuji, Ze py metanogen nekoresponduji s produkci metanu. Na
nenarusenych vrchovistich i na raselinnychéamdich se vyssi get metanogehnachazi ve
spodnich horizontech. Na vrchovistich byl cekkawlezen vysSi get metanogeh ve
spodni vrst¥ raSeliny B nez v povrchové vrgtA. Na vrchovistich byl nejvyssi pet
metanogef detekovan na revitalizovanych plochéach (R) 6 % kdpie genu g ve spodnim
horizontu. Na odvodimych vrchoviStich je pget metanogeh nizSi ve srovnani
s nenaruSenymi lokalitami, avSak rozdily jsoulkvvysoké variabili¢ statisticky
nepiikazné. Revitalizovana vrchowstdosahuji podobnych nebo mirrvySSich hodnot
poctu metanogeinnez irozené lokality.

Na raSelinnych snimach jsou trendy v gtu metanogei mezi lokalitami siznym
managementem podobné jako na vrchovistich. Poldés pnetanogei na odvodianych
lokalitach je ve srovnani gipzenymi lokalitami pikazny v obou horizontech. Na
revitalizovanych sniiinach jsou pséty metanogef srovnatelné s nenarusenymi lokalitami
v piipadt B horizontu. Ve svrchnim A horizontu doS$lo take zvySeni pé&tu metanogein
avSak nedosahuje hodndtrpzenych smtin.
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Na vrchovistich byla nalezenaipazné pozitivni korelace (P < 0,05) mezitgmn
metanogefh a hladinou podzemni vody (r = 0,43). NaopaKtpanetanogeit negativi¢
koreluji s objemovou hmotnosti (r = -0,6). Na ragglch sméinach byla nalezena pozitivni
korelace mezi ptiem metanogana pH raseliny (r = 0,52), které na raselinnychcamdich
pokleslo na odvodimych ploch&ch a na revitalizovanych doSlétdpjeho naiistu. Korelace
mezi p@&tem metanogena potencialni produkci metanu vSak nebyla naleaenaa jednom

Z typa raselini$.
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Obr 3: Pocty metanogen( na vrchovistich ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé pudy (primeér
+smérodatnd odchylka), P- pfirozena, D- odvodnéna, R- revitalizovana vrchovisté. Mal3
pismena nad sloupecky ukazuji vysledky Tukey HSD testu. Pokud se pismena lisi, byl rozdil
mezi lokalitami s rGznym managementem prikazny, testovdano pro kazdou vrstvu pudy
samostatné.
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Raselinné smrciny
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Obr 4: Pocty metanogent na raselinnych smrcindch ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé pGdy
(primér +smérodatna odchylka), P- pfirozené, D- odvodnéné, R- revitalizované raselinné
smrciny. Mala pismena nad sloupecky ukazuji vysledky Tukey HSD testu. Pokud se pismena
liSi, byl rozdil mezi lokalitami s rlznym managementem prikazny, testovano pro kazdou
vrstvu plidy samostatné.

4.2. Anaerobni produkce G@a pirozenych, odvodfych a revitalizovanych raselinistich
Na obrazku 5 a 6 jsou zaznamenany vysledikemni potencialni anaerobni produkce
CO, ze vsSech lokalit bezifllavku substratu. Celkevje anaerobni produkce GOySSi ve
svrchnim horizontu nez ve spodnim horizontu na lwseseliniStich. Na vrchovistich i
raSelinnych sméinach dosahuje nejvySSich hodnot ve svrchnim hotizgyirozenych
lokalit (Vrch P = 1,14 mg C-C&y™, Rsm P = 1,79 mg C-G@). Na vrchovistich je jen
maly rozdil v anaerobni produkci GOnezi odvodinymi a revitalizovanymi plochami
v obou horizontech, avSak je zde patrny pokles ykod CQ na odvodinych a
revitalizovanych plochach ve srovnani 8rqzenymi. Zatimco na raSelinnych sfimach
jsou hodnoty anaerobni produkce Qfikazre nizSi na odvodénych lokalitdch ve srovnani
s pirozenymi. Na revitalizovanych siinach je anaerobni produkce €@/35i ve svrchnim

horizontu nez na odvodnych, avSak stale nedosahuje hodnot jakorimazené smfiné.
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Obr 5: Potencidlni produkce CO, na vrchovistich ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé pudy
(prGmér tsmérodatna odchylka), P- prirozené, D- odvodnéné, R- revitalizované raselinné
smrciny. Mala pismena nad sloupecky ukazuji vysledky Tukey HSD testu. Pokud se pismena
lisi, byl rozdil mezi lokalitami s rlznym managementem prikazny, testovano pro kazdou
vrstvu pldy samostatné.
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Obr 6: Potencialni produkce CO, na raselinnych smrcinach ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé
pady (primér tsmérodatna odchylka), P- pfirozené, D- odvodnéné, R- revitalizované
raselinné smrciny. Mala pismena nad sloupecky ukazuji vysledky Tukey HSD testu. Pokud se
pismena lisi, byl rozdil mezi lokalitami s rGznym managementem prlkazny, testovano pro
kazdou vrstvu pldy samostatné.
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4.3. Produkce C@a CH, z revitalizovanych raSelini$o pidavku riznych substrit

Obrézek 7 a 8 zobrazuje celkové mnozstvi uhlikelnéného v podob CH, za celou
dobu inkubace 50 dnna gram suchéuply. Z grafu je patrné, Zeipavek substratu podfib
metanogenezi ve vSechipadech ve srovnani s kontrolou,(®. AvSak pidavek suchopyru
a raSeliniku vedl k fikaznému zvySeni produkce Ghbouze ve spodnim horizontu na
vrchovisti. Naopak fidavek etanolu vedl k pkaznému zvySeni produkce ¢hak na
vrchovisti tak i smginé v hornim (A) i spodnim (B) horizontu. Vlivem ostath substrdi
doSlo tSinou ke zvysSeni produkce GHavSak ne vSechny rozdily ve srovnani s kontrolou

byly statisticky vyznamné.

Na obrazku 9 a 10 vidime vliviidavku fiznych substrdt na anaerobni produkci
CO,, kdy namleta osice vedla k ptkaznému zvySeni produkce ve srovnani s kontrolou
(H20) ve vSech fipadech. Hdavek glukézy se také projevilikaznym zvySenim anaerobni
respirace ve vSechripadech. Hdavek raSeliniku vedl také ke zvySeni anaerobodylce
CO2 avSak ne statisticky vyznamnému ve srovnaming&ou. Opany efekt na produkci
CO, mél pridavek etanolu, ktery vedl k poklesu produkce,G@ srovnani s kontrolou.
Anaerobni produkce COse iliS neliSila mezi vrchovisti a sinami, jejich reakce na

piidavky substratu byla velmi podobna.
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Obr 7: Celkovy uvolnény C v podobé CH, za celou dobu inkubace pfi pridavku substratli na
revitalizovanych vrchovistich ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé ptdy (pramér tsmérodatna
odchylka). Hvézdicky nad sloupecky ukazuji vysledky Dunnettova testu. Pokud je nad
sloupeckem hvézdicka, pridavek substratu prikazné zvysil produkci ve srovndni s kontrolou
(H,0), testovano pro kazdou vrstvu plidy samostatné.
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Obr 8: Celkovy uvolnény C v podobé CH, za celou dobu inkubace pfi pridavku substratli na
revitalizovanych raselinnych smrcinach ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé pady (pramér
+smérodatnd odchylka). Hvézdicky nad sloupecky ukazuji vysledky Dunnettova testu. Pokud
je nad sloupeckem hvézdicka, pridavek substratu priakazné zvysil produkci ve srovnani
s kontrolou (H,0), testovano pro kazdou vrstvu ptidy samostatné.
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Obr 9: Celkovy uvolnény C v podobé CO, za celou dobu inkubace pfi pfidavku substratd na
revitalizovanych vrchovistich ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé ptdy (pramér tsmérodatna
odchylka). Hvézdicky nad sloupecky ukazuji vysledky Dunnettova testu. Pokud je nad
sloupeckem hvézdicka, pridavek substratu prikazné zvysil produkci ve srovnani s kontrolou
(H,0), testovano pro kazdou vrstvu plidy samostatné.
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Obr 9: Celkovy uvolnény C v podobé CO, za celou dobu inkubace pfi pfidavku substratd na
revitalizovanych raselinnych smrcinach ve svrchni (A) a spodni (B) vrstvé pady (pramér
+smérodatnd odchylka). Hvézdicky nad sloupecky ukazuji vysledky Dunnetova testu. Pokud
je nad sloupeckem hvézdicka, pridavek substratu prikazné zvysil produkci ve srovnani
s kontrolou (H,0), testovano pro kazdou vrstvu ptdy samostatné.

V tabulce 5 jsou jednotlivé podily mezi uhlikem inémym ve forné CH; a celkovym
uhlikem uvolgném za celou dobu inkubace. Z tabulky je patrnégZzpolovina uhliku byla
uvolréna ve formd CH, v piipact piidavku etanolu. K mirnému zvySeni podilu ik
celkovém uvoliném ve srovnani s kontrolou doSlofigact pridavku suseného raseliniku.
Ve wtSineé pripadi predstavoval uvokny C-CH; pouze jednotky procent z celkového

mnozstvi uvolgného uhliku

Tab. 5: Podil uhliku ve formé C-CH,4 z celkového uvolnéného uhliku za dobu inkubace (50
dna).

H20 GLC ETOH SUCH RAS
Vrch A 0,003 0,023 0,301 0,034 0,010
Vrch B 0,010 0,112 0,445 0,139 0,084
Rsm A 0,008 0,006 0,571 0,045 0,021
Rsm B 0,015 0,011 0,537 0,119 0,047
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5. Diskuze

5.1. Potencialni produkce metanu a’ppmetanogehna pirozeném, odvodimém a

revitalizovaném raselinisti

Jednim z hlavnich faktdy kterym je ovlivién cely proces metanogeneze, je dostupnost
substratu pro metanogeny v anaerobnim pedst Bylo prokadzano, Ze dostupnost substratu
klesa s hloubkou (Sergers, 1998). Vlivem odvadrse rozsi aerobni vrstva a metanogeni
jsou nuceni ustoupit doétsi hloubky, kde je menSi dostupnost substratunma dojde
k poklesu potu metanogeina jejich diversitry (Yrjala et al., 2011). PInaudti dokazuje, Ze
revitalizaci se metanogeneze obnovuje velmi ponaalto pravdpodobré Uzce souvisi
s obnovou fivodni raselinistni vegetace (fagomulainen et al., 1998; Tuittila et al., 2000;
Urbanova et al., 2013; Wilson et al., 2009).

Celkow na girozené raSelinné s@in¢ byla nangiena nejvyssi produkce metanu ve
svrchnim horizontu ze vSech lokalit, coZz potvrztgerii, ze raSelinné siiny, jakozto
zastupci minerotrofnich rasSeliijiSmaji vyssSi emise Cihez vrchovidt. Je to diky odliSné
vegetaci, kdy na raSelinnych simach dominuji osice, vySSi dostupnosti substratu a Zivin

a vysSimu pH ve srovnani s vrchovisti (Saarnid.e2a07).

Odvodreéni raselini§ obeck vede ke snizeni emisi GHRoulet and Moore, 1995;
Komulainen et al., 1998; Nykénen et al., 1998)jdapisobeno pravtpodobré omezenim
anaerobni zony, zénami ve vegetmim sloZeni a tedy i v kvalit organické hmoty
vstupujici do systému ale i Zmami v mikrobialnim spolenstvu (Basiliko et al., 2003;
Yrjala et al., 2011; Urbanova and Barta, 2016).

Mé vysledky ngteni potencialni produkce metanu na odwogieh raSelinistich
potvrzuji dosavadni poznatky, tedy pokles produREk po odvodgni. AvSak je zde patrny
rozdil mezi vrchovisti a raSelinnou stimou. Kdy na vrchovistich byla negati&ovlivnéna
produkce metanu odvodnim pedevSim ve spodnim horizontu, zatimco ve svrchnim
horizontu jsou zrény v produkci CH minimalni. Jina situace byla zj#ta na raselinnych
smginach, kde je naopak pokles produkce,Cid odvodanych lokalitach velmi vyrazny a
v mnoha vzorcich nebyla n&ena Zadna produkce GHPredevSim v povrchové vrstv
raSeliny, kde je naftpozenych smtinach produkce ClHnejvysSi, je tento trend dib
patrny. Svrchni vrstva raSeliny je nejvice oviima poklesem hladiny podzemni vody nez

hlubsi vrstvy. Pokles potencialni produkce Gténi pravépodobr zpisoben jen poklesem
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hladiny podzemni vody ale i Zmou vegetace a sniZzenou kvalitou substratu. Poleshé&
hladina podzemni vody, ro¥sge aerobni vrstva, kdec&ee probihat aerobni dekompozice a
tedy pouze meénkvalitni, €Zko rozlozitelny substrat se dostane az do anaéeratsivy
(Basiliko et al., 2003). Po odvoém dochazi k Ustupuidpodnich druld raSeliniStnich
rostlin, a tim dochazi ke zZm¢ kvality a kvantity opadu (Strakova et al., 201B0#rovei
muzeme pedpokladat, Ze se Zmami, které probihaji v raSelinisti po odveédin dojde i ke
zménam ve slozZzeni a akti¥it riznych mikrobnich skupin, na jejichZinnosti jsou

metanogeni zavisli (Urbanova and Barta, 2016).

Ve vzorcich z revitalizovanych raSeliti§gsem sice zaznamenala zvySeni produkce
metanu oproti odvodimym plochdm, ale fgsto je stéle velmi nizk& oprotiiwzenym
plocham. Nafiklad na raSelinnych s&inach ve spodnim horizontu je produkce {&koro
stejre nizka jako na odvoanych plochach i tégt 10 let po revitalizaci. To ukazuje na
velmi pomalou obnovuiprozené produkce CHoo revitalizaci raselini§ PIno studii spojuje
narist emisi CH po revitalizaci s $énim mgivodnich raSeliniStnich drahrostlin (Tuittila et
al., 2000; Komulainen et al. 1998). Pro obnowwqanich proces na raselinisti, tedy i tak
metanu je tedy pra¥godobr potreba obnovenitgyvodni vegeténi struktury. Na &kterych
revitalizovanych raSelinistich, ktera byla z&lsky vyuzivana, byl zaznamenan extrémni
narist emisi CH v prvnich letech po revitalizaci. To vSak bylougpbeno extrémnim
piisunemcerstvé organické hmoty po odieni pivodni suchomilnén vegetace (Hahn-
Schofl et al., 2010).

Odvodréni po desitky let neovliwje pouze aktivitu ale i diversitu a minost
metanoget (Basiliko et al., 2003). Mé vysledky ukazuji, ZejuysSi péty metanogei se
vyskytuji ve spodnich horizontechiigpzenych raSelinnych s@in i vrchovi¥. Na
odvodrénych lokalitach raSelinnych sgin i vrchovi¥ jsou pdty metanogef nizsi ve
srovnani s nenaruSenymi plochami, avSak ne vZzdyiststky prikazné, opt kvili velké
variabilit¢ predevSim ve vzorcich vrchovisStejre tak Yrjala et al. (2011) ve svych studiich
ukazuji, Ze v odvodimych lokalitach klesa diversita a qainost metanogén K podobnym
vysledku doSla i Urbanova et al. (2013), kde byjdteno, Ze vlivem odvodini klesa
diversita i pgéetnost metanog@nve srovnani sifrozenymi misty. Také jejich vysledky
dokazuji, Ze zrmy jsou vice viditelné na minerotrofnich raSelifBtnez na vrchovistich.
Prace Urbanova and Barta (2016) dokazuje vliv bighkych vlastnosti raSeliny na
mikrobialni spoléenstvo. Studie ukazuje pokles ¢po a diversity metanogén na
odvodrénych raSeliniStich. Dlouhodobé odvadih vede k poklesu pH a zvySeni objemové
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hmotnosti raSeliny, které vede ke sniZzeni mikroktivity. Naopak na revitalizovanych
plochach jsem zaznamenala zcela evidentnishgpatu metanogei Dokonce nejvyssi
pocet metanogeh byl nangien ve vzorcich z revitalizovaného vrchowisTo, Ze poet
metanoget nekoresponduje s produkci metanu, ukazuje faktevializované plochy maji
podobné p&y metanogei jako @irozené lokality, ale potencialni produkce £ £chto
revitalizovanych plochach tstdva nizka. Ztoho lIze vyvodit, Ze na revitalizoueh
plochach jsou metanogenni sp@estva co do pwu obnovena, ale jejich aktivita je stale
nécim limitovani pravépodobré dostupnosti substratu. RaSelina po od¢adrse stava
kompaktrgjSi a z¥tSuje svoji objemovou hmotnost. Vysoka objemova tmost a nizka
bazalni respirace v odvoémych raSelinistich ukazuje, Ze vSechen snadno plegtsubstrat
uz byl rozlozen (Glatzel et al., 2003). Po reviatii trva i rkolik desetileti, nez se
nahromadi nova vrstva raSeliny, kde bude dostateddrso dostupného substratu pro
mikroorganismy a obnovi sdiyodni funkce svrchni vrstvy raSeliny. Aktivita metgeri
muze byt ovliviena pH, které klesa po odva#n. pH je jeden z nejdezit¢jSich faktofi,
ktery ovliviiuje mikrobialni diversitu a aktivitu ale i sloZzemégetace. KdyZz po odvodmi
klesa pH sotastré se znéni sloZeni vegetace a naslédkvality opadu a tim se &ni |
dostupnost substratu pro metanogeny. Po revitaligi je pH stale nizké oproti
piirozenym lokalitAm, coZ dZe metanogenezi oviiovat (Peltoniemi et al., 2012). Tento
efekt je patrny i z rozdilmezi raSelinnymi sn¢dmami a vrchovisti, kdy na vrchovistich jsou

celkow niz8i hodnoty pH a rowz potencialni produkce metanu je niZSi nez nairasalh

smginéch.

5.2. Anaerobni produkce G@a pirozenych, odvodimych a revitalizovanych raselinistich

Podle anaerobni potencialni produkce,@@zeme zjistit, kolik je v raSelinisti okamé&it
dostupného organického substratu z raSeliny rsebstvé organické hmoty a odrazi tedy i
aktivitu mikroorganismi. Anaerobni produkce CQe celkow vySSi ve svrchnim horizontu
nez ve spodnim a to jak na raselinnych ¢amdich, tak na vrchovistich. VySSi anaerobni
produkci CQ ve svrchnim horizontu nez ve spodnim zjistili tédahn-Schofl et al. (2011).
Je tomu pravépodobré proto, Ze ve svrchnich vrstvach se nach&aistvy rostlinny
material, ktery je fistupréjSi dekompozici. Na vrchovistich i raSelinnych gmach ve
svrchnim horizontu byly nejvySSi hodnoty anaerolmmodukce CQ@ na pFirozenych
lokalitach. Mizeme to vysétlit tim, Ze raSelinaifirozenych lokalit obsahuje velké mnoZstvi
dostupného uhliku. Naopak na dlouhoglauvodrénych a i revitalizovanych raSeliniStich

jsem nandiila nizSi produkci C@ ve srovnani siirozenymi a to pedevsim ve svrchnim
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horizontu raSeliny. Za desetileti odva@di raSelini§ se prakticky veSkera hmota, ktera se
mohla snadno rozloZit, jiz rozlozila a zbyl pouzezko dostupny substrat pro
mikroorganismy, proto byly nagfeny nizké hodnoty produkce GQGlatzel et al., 2003).
Kratce po revitalizaci jgvlada na raseliniStichite rozlozitelny opad z dominantnich
kericka a jehlenani. Postups se po revitalizaci vracejiapodni druhy rosltin (nap
raSeliniky, ogice, suchopyry) a s nimi se obnovujivodni procesy a dostupnost substratu
pro mikroorganismy. To @Zeme pozorovat na revitalizovanych raselinnychc¢smach ve
svrchnim horizontu, kde byla na&fena vysSi produkce GQOprotoze zde se uz &ali Siit
raSeliniky a suchopyry, které jsou zdrojem dos¥fdho substratu. Ve spodnim horizontu
zatim nevidime vyrazné zmy, ty ale éekdvame, az se nahromadi postupEsu &tSi
vrstva raSeliny. Na revitalizovanych simach je anaerobni produkce €®@ySSi nez na
odvodrénych ve svrchnim horizontu, ale nizSi nez ti@openych. Tento trend v mikrobni
aktivit¢ maze do jisté miry souviset i s diverzitou mikrobnimol&enstva, kterd byla také
popsana nejvyssi narimzenych a nejnizSi na odvagirych minerotrofnich raselinistich
(Urbanova a Barta, 2016).

5.3. Produkce C@a CH, z revitalizovanych raSeliniyo pidavku riznych substrit

Produkce CH je zavisla na okamzité dostupnosg@rstvych a energeticky bohatych
substral, kter4 se sniZuje s hloubkou stejjako dostupnost organické hmoty (Segers,
1998). Na odvodinych, vy€Zzenych a opushych raSelinistich je extrémimizka produkce
CH,. Da se to vysitlit tim, Ze raSelina nathto mistech je ho@nrozloZzend a chybi zde
dostupnost ¢erstvych rostlinnych zbytk a kdenovych exsudat jako substratu pro
metanogeny (Tuittila et al., 2000). N&$i hodnoty produkce CHnanztil Glatzel et al.
(2004) po revitalizaci ve vzorcich z vrchni vrstgg¢erstw nahromadnou raselinou na
mistech, kde byla vysokd hladina podzemni vody.ck8g tyto studie poukazuji na

klicovou roli substratu pro metanogezi.

Mé vysledky ukazuji, Zetfilavkem substratu byla metanogeneze pietpo v kazdém
typu vzorku ve srovnani s kontrolou AB). To ukazuje, Ze metanogeni jsou v ragelin
revitalizovanych ploch iitomni a pokud maji dostupny substrat, jejich ataivnansta.

K prikaznému zvySeni produkce @HloSlo v pipac pridavku suchopyru, glukézy a
raSeliniku pouze ve spodnim horizontu na vrchawifiripac etanolu doslo k fikaznému
zvysSeni produkce CHnha vrchovisti i raselinné siiné v obou horizontech. Ve studii Godin

et al. (2012) dokazovaliatezitost dostupného substratu pro metanogenezipéadavkem
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etanolu (etanol jefiepménén na H a acetat fermentativnimi bakteriemikidavek etanolu
vyznamré podpdil produkci CH, po 30 dnech inkubace. Etanol potipanetanogenezi
nejvice ze vSech substiiate vSech fipadech a to Ize vystlit tim, Ze v dekompoznim
fezci jsou metanogeni az na poslednim #&idEtanol je vyuzivan mikroorganismy
v podstat v predposlednim kroku dekompdniho ietzce a produkty jeho rozkladu jsou
zdrojem substratuipmo pro metanogeny. Etanol je tedy v dekom¢inn procesu jen krok
pied metanogeny, takze je prakticky rovnou péokrdispozici a neni spibovan jinymi
mikroorganismy (Hines et al., 2008). Vipadt ostatnich substrétdosSlo ke zvysSeni
produkce CH, ale ne tolik jako v fipact piidavku etanolu. Komplexni substrat, ktery jsem
dodala ve forré substratu z raSeliniku a suchopyru, vyuZivaji ngpnikroorganismy, kié
jsou v dekompoznim fetzci nad metanogeny na rozdil od etanolu (Garcial.et2000).
Pokud bylo dodano stejné mnozstvi uhlikuiippact etanolu i suSenych substratu, je jasné,
Ze v gipact etanolu je tér vSechen vyuzit metanogenyi Brovnani potencialni produkce
CH; na girozenych lokalitach s potenciélni produkci na ta&izovanych po fidavku
susenych raSelinik a ostic vidime, Ze tyto substraty podily ve vSech pipadech
metanogenezi nariplizn¢ stejné hodnoty jako naipzenych lokalitach. Toto dokazuje, ze
po rozvinuti vegetace na revitalizovanych ploch&ehprodukce metanu prajymbdobré
ustali na hodnotachiipozenych lokalit. Zajimavy vysledek byl naren @i pridavku
suchopyru a raSeliniku na revitalizované raSelismé&in¢, kdy vyssi potencialni produkce
CH, byla stanovena urfglavku suchopyru. &ekavala jsem, Ze nejvice podppotencialni
produkci CH, suchopyr, protoze je v literaicasto uvadn jako rostlina, ktera vyznamin
prispiva k vySSim emisim CHZawrem mizeme z tohoto usoudit, Ze na revitalizovanych
lokalitach, jsou metanogeni stale jedimitovani dostupnosti substratu a prapddobré i
aktivitou ostatnich anaerobnich mikroorganisrkteri vétSinu dostupného substratu vyuziji.
Zarove tyto vysledky ukazuji, Ze se n&hto typech revitalizovanych raselitiiSemusime

ob&vat extrémniho n@stu emisi metanu po revitalizaci.

Kvalita substratu iive mit velky vliv na dekompozici na raSelinisti®trékova et
al., 2012). zjistila jsem, Ze anaerobni produkce @Qy3Si na firozenych lokalitdch nez na
revitalizovanych podohlinjako v mnoha studiich (Urbanova et al, 2011; Asderet al.,
2006; Basiliko et al, 2007). N&ipzenych mistech je velka vrstva nerozlozenéhstsatu,
kterd podporuje vysokou mikrobialni aktivitu na ddzod dlouhodod odvodrénych a
relativreé kratce revitalizovanych raseliiis Stejré Yrjala et al. (2011) pozorovali niZsi

diversitu a poéetnost metanog@éma odvodanych raselinistich nez naipodnich lokalitach.
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Studie Urbanova a Barta (2016) ukazuje stejné digiepaetnosti mikroorganisin na
odvodrénych lokalitach jako mé. To ukazuje @ma limitaci mikroorganistin dostupnosti
substratu n&lovékem ovlivrenych raSelinistich. itdavek substratu podfbprodukci CQ u
vSech vzork. Anaerobni produkci COpodpdil namlety raSelinik a namleté éise ve
srovnani s kontrolou (D), z¢ehoZz mizeme usoudit, Ze tento substrat bykegnosti
mikroorganismy rozlozen na GQa k metanogam se moc produkit rozkladu tohoto
substratu nedostalo. Daleigiavek glukdzy se projevil pkaznym zvySenim anaerobni
produkce CQ ve vSech fipadech. Opimy efekt na anaerobni produkci €0kl piridavek
etanolu, ktery vedl ke sniZzeni produkce G@ srovnani s kontrolou ¢B), z toho vyplyva,
Ze etanol neniifliS vyuzivan ostatnimi mikroorganismy, ale je sufiiem pro metanogeny
(Hines et al., 2008). Bakterie, produkujici etafmbu napiklad Clostridium aceticum,
acetobacterium wodii a Clostridium LjundahlDale je etanol fermentativnimi bakteriemi
Zpracovan na acetat, ktery uz metanogeni umi vyakia substrat (Le Mer and Roger,
2001). Bakterie produkuji etanol v anaerobnich pio#tédch a jsou saasti fermenténiho
fettzce (Kellum and Drake, 1984). Tyto vysledky potyezprepaiet v tabulce 3, kde je dle
podili uhliku uvolréného ve form C-CH, z celkového uvokiného uhliku za dobu inkubace

vidét, Ze v gipadt etanolu se polovina uhliku uvolnila ve fafmetanu.

RasSelinik i ogice podpdili produkci CH,, tedy mizeme pedpokladat, Ze jejichi&ni na
revitalizovanych lokalitach a hrom&d jejich opadu povede k pomalé obagtirozenych
dekompozinich proces a tedy i produkci metanu na raseliniSticiked®oze je metan
sklenikovy plyn, jeho emise jsourifmzenou sodasti vSech rasSeliniS Emise metanu na
raSeliniStich jsou obeénnizké a v ramci uhlikové bilancéchto ekosystéin rozhodr

nep‘evazuji nad akumulaci G@o raselinig (Le Mer and Roger, 2001).
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5. Zavéry

- Management ma z4sadni vliv na potencialni prodoietanu. Na firozenych lokalitach
byla zaznamenana nejvySSi potencialni produkce naet@ naopak na odvoemych
srovnani s odvodmymi, ale zarove nedosahuje takové produkce, jaka je Heopenych
lokalitach.

- Po stanoveni @ptu metanogei na gram suchéupy, miZzeme usuzovat, Ze potencialni
produkce metanu nezavisi nachometanogeinv pidé. Na revitalizovanych lokalitadch byly
stanoveny podobné piy metanogef jako na pirozenych, v pipad vrchovi§ dokonce
vice metanoganna revitalizovanych lokalitdch nez néarpzenych. Toto zji&hi ukazuje, Zze
pocet metanogaen neni utujici pro produkci metanu a Ze metanogeni jsou na

revitalizovanych plochach limitovani pratgbdobré nizkou dostupnosti substratu.

- Pridavek substratu podfib metanogenezi v kazdémiipad ve srovnani s kontrolou
(H20). Etanol podpil metanogenezi nejvice, coz &ki o tom, Ze pokud je snadno
dostupny substrat, produkce metanu se zvySi. Na#pakplexni substraty jako suseny
raSelinik a osice metanogenezi podfib méne, jelikoZz je vyuZivaji priméré ostatni
mikroorganismy, coz vidime z vysledku anaerobntpkze CQ. Potenciélni produkce GH
po @idavku €chto substrdit z rostlin charakteristickych praipozena raSelinigtse zvysila

na urové srovnatelnou sifrozenymi lokalitami.

7~

- AZ se na revitalizovanych plochach ragzgiivodni raselinistni druhy (suchopyr, raselinik),
tak bude metanogeneze pr&pddobré dosahovat zasefippzenych hodnot. Nemusime se

ob&vat extrémniho n@stu emisi metanu z revitalizovanych raSetinis

- Stanoveni metanogeneze attpometanogein by se mohly vyuZit pro vyhodnocovani

GspEsSnosti revitalizace rasSelinis
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