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APS adenosin 5’ fosfosulfat (adenosine 5'-phosphosulfate)
CFU kolonie tvofici jednotky (colony forming units)
DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
DSMZ Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen
HU hlubinné ulozisté
IRB zelezo-redukujici bakteri (iron-reducing bacteria)
NGS sekvenace nové generace (next generation sequencing)
NIR dusitanova reduktaza (nitrite reductase)
NRB dusi¢nan redukujici bakterie (nitrate reducing bacteria)
OoTu operacni taxonomicka jednotka (operational taxonomic unit)
PCA analyza hlavnich komponent (principal component analysis)
PTFE polytetrafluorethylen (teflon)
gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase
chain reaction)
SOB siru oxidujici bakterie (sulphur-oxidizing bacteria)
SRB siran redukujici bakterie (sulfate reducing bacteria)
TAE terminalni akceptor elektront
TCK technicky &ista kultura
TTC trifenyltetrazoliumchlorid
TUL Technicka univerzita v Liberci
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Cilem této zpravy je shrnout vysledky mikrobiologického prizkumu v oblasti PVP Bukov a dolu
Rozna. Analyzovany byly vzorky vod a mikrobidlnich narustl z oblasti 12. a 24. patra. Pro
stanoveni mikrobialni diverzity byly pouzity prfedevS§im molekularné biologické metody
(konkrétné amplikonova sekvenace oblasti 16S rRNA a qPCR) a jako doplnék pro ¢ast vzorki
i kultivacni postupy. Celkem bylo odebrano 122 vzork( pro molekularné-biologické postupy a
7 vzork( pro kultivaéni analyzy. Daraz byl kladen na zachyceni funkéni diverzity mikrobialnich
spole€enstev.

Vysledky mikrobiologickych analyz prokazaly, ze mikrobiologicka diverzita ve studovaném
uzemi je silné ovlivnéna aerobnim prostfedim dualnich chodeb. Obligatné anaerobni
mikroorganismy byly zjiStény pouze v omezeném mnozZstvi. Mezi nejhojnéji zastoupené
funk&ni skupiny patfi mikroorganismy schopné oxidovat organické latky, sloueniny zeleza a
siry. AZ na vzacné vyjimKky je mikrobialni diverzita v jednotlivych vrtech pomérné stabilni
v Case. Vysledky kultivacnich analyz v zasadé odpovidaji vysledkim molekularné-
biologickych analyz.

Pro spolehlivéjSi vysledky mikrobiologickych analyz byl vyvinut vzorkovaci systém
z uzavienych vrtd. Hlavni soucasti tohoto systému je pasivni vzorkovac slouzici k zachyceni
mikrobialni biomasy v podzemni vodé. Tento vzorkovaci systém minimalizuje vliv aerobniho
prostfedi dilnich chodeb a eliminuje tak vliv antropogennich zasah( na lokalité. Je vhodny pro
dlouhodoby monitoring mikrobiologickych zmén. Na vrtech, kde byl umistén vzorkovaci
systém, probéhla i hydrochemicka in-situ méfeni.

Na zakladé vysledkl tohoto mikrobiologického prizkumu byla navrzena doporu€eni pro
budouci aktivity zahrnujici mikrobiologické analyzy.

Mikroorganismy, mikrobialni narasty, pasivni vzorkovac, podzemni voda, PVP Bukov
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The aim of this report is to summarize the results of the microbiological screening in the area
of the Bukov URF and the RoZna mine. The groundwater samples as well as the samples of
microbial mats collected on the 121" and 24" level were analysed. Molecular-biological
methods (specifically, amplicon sequencing of 16S rRNA and gqPCR) accompanied with
cultivation techniques (for part of the samples) were used in order to determine the microbial
diversity. Altogether 122 samples and 7 samples were collected for the molecular-biological
and cultivation analyses, respectively. The emphasis was given to the evaluation of the
functional diversity of the microbial communities.

The results of the microbiological analyses proved, that the microbial diversity at the study area
is strongly influenced by the aerobic environment of the mine workings. Obligatory anaerobic
microorganisms were detected only in limited abundancies. Microorganisms capable of
organic, iron and sulphur compounds oxidation were found to be the most common functional
groups. The microbial diversity in studied boreholes is relatively stable in time (with rare
exceptions). The results of cultivation analyses basically correspond to the results of
molecular-biological analyses.

The sampling system for the water samples from the closed boreholes has been constructed
in order to obtain more reliable results of the microbiological analyses. A passive sampler for
capturing microbial biomass present in the groundwater represents the principal component of
this system. This sampling system minimalizes the effect of the aerobic environment of the
mine workings and eliminates the effect of the anthropogenic activities at the study site. It is
suitable for the long-term monitoring of microbiological changes. The boreholes, where the
passive samplers were installed, were monitored for hydrochemical parameters.

Recommendations for the future activities that include microbiological analyses have been
proposed, based on the results of this microbiological survey.

Microorganisms, microbial mats, passive sampler, groundwater, URF Bukov
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Etapa 2 tohoto projektu navazuje na pfipravné prace provedené v ramci Etapy 1 (Steinova et
al. 2018), ve které 3lo o rekognoskaci a prvotni vzorkovani pfistupnych prostor PVP Bukov a
dolu RoZna a dale k vyhotoveni a instalaci pasivnhiho vzorkovace slouziciho k zachyceni
mikrobialni biomasy v podzemni vodé.

V predloZzené zavérecné zpravé jsou shrnuty v8echny ziskané vysledky mikrobiologického
screeningu PVP Bukov a dolu Rozna. Hlavnim cilem tohoto projektu (dle zadani) bylo popsat
mikrobialni osidleni horninového prostfedi PVP Bukov a dolu Rozna s predpokladanym
vyuzitim ziskanych dat pro fadu navaznych experimentl zaméfenych na studium odolnosti
inZenyrskych bariér. DalSim cilem bylo odliSit pfirozena a antropogenné ovlivnéna
spole€enstva.

V ramci Etapy 2 byly opakované odebrany vSechny dostupné zdroje podzemni vody na PVP
Bukov vhodné pro pravidelny monitoring. V dalSich ¢astech dolu byly opakované odebirany
vzorky z vrta S-22, S-23, S-24, S-25 a S-26 (vSechny na 12. patfe). U téchto vrti bylo vyuzito
vzorkovani pomoci pasivniho vzorkovace.

VSechny ziskané vzorky byly podrobeny molekularné-biologickym mikrobiologickym analyzam
(konkrétné amplikonova sekvenace oblasti 16S rRNA a kvantitativni PCR), ¢ast vzork( byla
analyzovana taktéz pomoci kultivaénich postupu. Hlavnim vystupem provedenych analyz je
stanoveni funkéniho profilu mikrobialnich spoleCenstev vyskytujicich se ve studovaném
uzemi. Dale bude predlozena zprava slouzit jako podklad pro navrh dalSich aktivit, ve kterych
budou hodnoceny mikrobiologické poméry v oblasti PVP Bukov a dolu Rozna.



Evidenéni oznaceni:

Mikrobialni screening PVP Bukov a dolu Rozna:
ZAavérecna zprava projektu 382/2019

1 SURAO

Odbéry vzorkl v dole Rozna a na PVP Bukov probihaly v obdobi od kvétna 2018 do ledna
2019. Vzorky vhodné k odebrani a pravidelnému monitoringu byly zvoleny na zakladé
predchazejici rekognoskace.

.....

mikroorganismd rostoucich v hlubinném dole a aby pokud mozno zachytily mikrobidlni
komunity rostouci v prostfedi bez antropogennich zasahl (pfipominajici stav uzavieného
hlubinného ulozisté).

2.1 Metodika odbéru

Metodiku odbéru vzorkd na analyzu mikrobialni DNA v dole Rozna Ize rozdélit do dvou skupin
podle charakteru vzorkovaného materialu.

Prvni skupinu tvofi vzorky podzemnich vod. Podzemni vody byly ziskany jednak z vytoku
z vrtd v dalnich chodbach nebo z ukapl z pfirozenych geologickych poruch. Voda byla
odebirana za pouziti jednorazovych sterilnich rukavic a sterilnich odbérovych nadob a filtra.
Pokud bylo mnozstvi vytékajici vody dostatecné, byla voda nasavana pfimo z mista vytoku
sterilni jednorazovou 50 ml stfikackou Omnifix (BBraun, Svycarsko). Pokud byl charakter
vytoku pro tento postup nevhodny, byla voda nabrana nejprve do sterilni 0,5 | Idahve a az poté
nasata stfikackou a filtrovana. V pfipadé, zZe byl v misté odbéru instalovan preklopny ¢lunkovy
pritokomér (vétSina vytokl na PVP Bukov) a nebylo proti proudu dost prostoru na odbér, byla
voda odebrana 50 ml stfikackou pfimo ze ¢lunku. Pokud bylo v misté vrtu instalovano potrubi
s kohoutem, byla po dobu minimalné tfi minut odpusténa voda stojici v potrubi a az nasledné
byla odebrana voda do sterilni PET lahve. Ziskana voda (podle pratoku jednotlivych vrtli cca
500 — 1000 ml) byla na misté (nebo na povrchu cca o 4h pozdéji) prefiltrovana sterilnimi filtry
Sterivex (Millipore, Némecko) (Obr. 1). Filtry Sterivex zachycuji buriky mikroorganismu
pritomné ve vodé a umoziuji jednoduchou manipulaci pfi pfepravé i nasledné izolaci DNA,
omezuji také moznou kontaminaci nezZadoucimi mikroorganismy, coz je pfi odbéru vod
s malou koncentraci mikroorganismu (typicky podzemni vody) dllezita vyhoda. Filtry Sterivex
se zachycenymi mikroorganismy byly uloZzeny do sterilnich sackd, dale byly pfed pfepravou
na TUL zmrazeny a poté v chladni€ce s chladicimi blo¢ky pfevezeny na TUL do mrazaku
s teplotou -80 °C, kde byly uloZzeny pro naslednou izolaci DNA. DalSi typ odbéru pfedstavuje
odbér vzorku podzemni vody pomoci pasivniho vzorkovace instalovaného pfimo v konkrétnich
vrtech. Tento typ odbéru je popsan v nasledujici kapitole (kapitola 3).

Druhy typ odbéru predstavuji stéry a seSkraby pevné faze. Tento typ odbérl se tyka mist
s oCividnou mikrobialni aktivitou v dlInich chodbach, za jakou Ize povazovat jemné mikrobialni
maty na vytocich z vrtd, mohutné, rizné zbarvené streamery s mineraini fazi na puklinach
nebo v Ustich vrtd, rosolovité slizké utvary nékdy vytékajici jako ,pevny vodopad“ a dosahuijici
objemu az stovek mililitri, kvétakovité mékké organické utvary (vétSinou napadné oranzoveé)
vykvétajici na nékterych mistech v po¢vé, kde se drzi voda. Tyto vzorky s pevnou fazi byly
odebrany za pouziti jednorazovych sterilnich rukavic do sterilnich zkumavek o objemu 50 ml
nebo 15 ml (tzv. falkony, Obr. 3), v pfipadé nutnosti za pomoci jednorazovych sterilnich stérek
(Obr. 4) nebo skalpelu, ktery byl pfed kazdym odbérem sterilizovan nad plamenem. Vzorky
s pevnou fazi byly rovnéz pfed pfepravou na TUL zmrazeny a poté v chladni¢ce s chladicimi
blocky pfevezeny na TUL do mrazaku s teplotou -80 °C, kde byly ulozeny pro naslednou izolaci
DNA. Vzorkovaci potfeby pouzivané k odbéru vzorku jsou znazornény na Obr. 1.

10
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Podrobnéjsi popis odbéru a charakterizace odbérovych mist je uvedena v tabulce vzorku (viz

tabulka vzorku).

Obr. 1 PouZzité vzorkovaci potreby: 1 — sterilni 500 ml lahev, 2 — sterilni zkumavka 50 ml, 3 — sterilni
zkumavka 15 ml, 4 — Sterivex filtr, 5 — stfikacka 50 ml, 6 — jednorazova sterilni stérka, 7 — sterilni sa¢ek
na uchovavani a prevoz Sterivex filtra

11
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Obr. 2 Filtrovani

vody filtrem Sterivex
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Obr. 3 Odbér mikrobialnich matu do sterilnich zku)nave (tzv. falkon)

WD G
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Obr. 4 Odbér mikrobialnich narasti pomoci jednorazovych sterilnich stérek |

2.2 Vysledky

Celkem bylo odebrano 122 vzorkd podzemnich vod a mikrobialnich mat v dole Rozna. 98
vzorkl bylo odebrano na 12. patfe a 24 vzorkl na 24. patfe. Na 24. patie jsou vytoky z vrtd a
puklin malo vydatné pro odbér vod, a proto prevazuji odbéry mikrobialnich mat (mikrobialni
maty — 22 vzorkU, voda — 2 vzorky). Na 12. patie je naopak vody dostatek — bylo zde odebrano
64 vzork( vody prefiltrovanych filtrem Sterivex, 5 vzorkl vody odebranych pomoci pasivniho
vzorkovace a 29 vzorkd mikrobialnich matd. Seznam vzorku je uveden v Pfiloze 1.

14
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Vzorkovaci systém vychazi z pasivniho vzorkovace navrzeného v prabéhy Etapy 1 (Steinova
et al. 2018). Systém byl v nékolika ohledech vylep$en. Soucasna verze je pIné sterilizovatelna,
lehce instalovatelna a snadno modifikovatelna.

Obdobna zafizeni se osazuji na vystup z vrta s vyraznéj$imi vytoky podzemni vody a umoznuji
zadrzet v této vodé se vyskytujici mikroorganismy. P¥fi jejich pouzivani je umoznéno zachyceni
nativniho druhového spektra mikroorganismu pfitomnych v anaerobnich podzemnich vodach
(které bude pro budouci dlouhodoby vyvoj hlubinného ulozisté uréujici). Dale umozniuji zachytit
vétSi mnozstvi biomasy, minimalizovat vliv aerobniho prostfedim tunelu/budovaného ulozisté
a eliminovat vliv sou¢asnych antropogennich zasaht na lokalité.

3.1 Popis vzorkovaciho systému

Pro odbér vzork(l mikrobialnich spoleCenstev byl sestaven odbérovy systém (Obr. 5). P¥i
sestavovani byl kladen duraz na moznost sterilizace jednotlivych ¢asti pasivniho vzorkovace,
tj. pfivodnich hadicek a drzaku filtru pfedev8im s ohledem na minimalizaci moZzné kontaminace
vzorkUd. Soucasné bylo nutné vyresit filtraci bez pfistupu vzduchu (za anaerobnich podminek)
a minimalizaci kontaktu podzemni vody ve vrtech se vzdusnym O.. Vzhledem k nizkému tlaku
v monitorovacich vrtech neumoznujicimu dostatecné rychlou samovolnou filtraci byl pasivni
vzorkovac¢ doplnén o dal§i komponenty, které filtraci podzemni vody urychluji. Vzorkovani je
zaloZeno na principu filtrace za snizeného tlaku.

Pro utésnéni vrtu byl pouzit nerezovy mechanicky obturator o délce 1 m s tésnici ¢asti o délce
150 mm/priimér 74 mm. Na Usti obturatoru byla nainstalovana rychlospojka pro pfipojeni PTFE
hadi¢ky o priméru 10 mm, pomoci které byl pfipojen pasivni vzorkova¢ (Obr. 7).

Primér hadicky 10 mm byl zvolen s ohledem na zméfené vytoky z vrtli, aby nedochazelo
k ,zaskrcovani“ prutoku. Pro vrty s nizS§im pritokem byla vyuzita PTFE hadi¢ka o priméru 6
mm. Pro zachyt mikrobiologickych spolecenstev byl vyuzit duraporovy filtr o priméru 47 mm a
porozité 0,22 ym (Merck, Némecko) (Obr. 8) instalovany do pratoéného nerezového drzaku
filtru (Sartorius, Némecko), ktery umoznuje sterilizaci a filtraci az do tlaku 20 bar. Zachyt filtratu
a vytvoreni stabilniho podtlaku bylo feSeno pomoci pfechodové nadoby (Fisher, Némecko, 2
litry). Podtlak byl vytvofen pomoci membranového vakuového ¢erpadla LABOPORT® (pratok
10 I/min, Pmax = 8 mbar (abs)). Vzhledem k omezenému pfipojeni k rozvodim 220V
v podzemnich prostorach bylo napajeni vakuového Cerpadla zajisténo pomoci baterie
12V/20Ah a naslednym pfevodnikem napéti 12/220V, 550W. Aby bylo mozné provadét odbér
vzorkl z vice vrtl soucasné, byly nasledné vyuzity tlakové lahve s podtlakem (zasobnik 13
litrd) (Obr. 6). Cely systém je feSen pomoci rychlospojek (Ni-Cr), které je mozné tepelné
sterilizovat (az do teploty 200°C) a zaroverni umoznuji variabilitu a snadnou modifikaci celého
systému.
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Obr. 5 Znazornéni kompletniho systému pro odbér mikrobiologickych vzork( z podzemnich vod. A:
Popis pouZitych komponent: 1) Nerezovy mechanicky obturator, 2) PTFE hadicka (@ 10 mm), 3)
trojcestny ventil, 4) manometr/Cidlo tlaku, 5) drzak filtru (Sartorius) 6) pfechodova nadoba Fisher (objem
2 litry) 7) kulovy ventil 8) membranové vakuové Cerpadlo 9) ménic¢ napéti 12/220V 10) baterie 12V. B:
Fotografie odbérového systému pfi odbéru vzorku z vrtu S-22

Obr. 6 Znazornéni kompletniho systému pro odbér mikrobiologickych vzork( z podzemnich vod —
alternativa 2 vyuZivajici zasobnik s podtlakem. A: Popis pouZitych komponent: 1) Nerezovy mechanicky
obturator, 2) PTFE hadicka (@ 10 mm), 3) drZék filtru (Sartorius), 4) prfechodova nadoba Fisher (objem
2 litry), 5) kulovy ventil, 6) tlakova nadoba s podtlakem. B: Fotografie odbérového systému pri odbéru
vzorku z vrtu S-26.
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Obr. 7 Pripojeni vzorkovace PTFE hadi¢kami

Obr. 8 Duraporové filtry pro zachyceni biomasy
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3.2 Instalace vzorkovaciho systému a odbéry vzorki pro
mikrobiologické analyzy

Pred instalaci pakri do jednotlivych vrtd byly zméfeny vytoky z vrtd. Po zkuSebnim
nainstalovani nerezového pakru byl uzavien kohout na usti vrtu a po ustaleni podminek
probéhlo méfeni hodnot pratokd z vrtu (Tab. 1) a orientani méFeni hodnot tlaku. Na zakladé
vysledkd byl navrzen finalni odbérovy systém. Hodnoty tlakt byly neméfitelné &i velmi nizké
(vrty S23, S25), proto byl pasivni vzorkova¢ dopInén o soucasti zajist'ujici filtraci za snizeného
tlaku. Pro pasivni filtraci je vzhledem k odporu filtru potfebny tlak min 0,8 bar.

Tab. 1 Hodnoty pritokd v monitorovacich vrtech

Vrt Datum Pratok (I/min) Pozn.

S-23 15.11. 2018 0,777 Pred instalaci pakru
S-23 15. 11. 2018 1,429 Po instalaci pakru
S-26 15. 11. 2018 0,577 Pred instalaci pakru
S-26 15. 11. 2018 1,872 Po instalaci pakru
S-25 29.11. 2018 0,641 Pred instalaci pakru
S-22 29. 11. 2018 Nizky (neméfitelny) Pred instalaci pakru
S-24 29. 11. 2018 Nizky (neméfitelny) PFed instalaci pakru
S-24 9. 1. 2019 1,205 Po ustalovani (5 tydna)
S-22 9.1.2019 0,031 Po ustalovani (5 tydn()
S-25 9.1.2019 0,603 Po ustalovani (5 tydn()
S-26 9.1.2019 1,695 Po ustalovani (7 tydn()
S-23 9.1.2019 1,304 Po ustalovani (7 tydna)

Pakry byly s pfedstihem nainstalovany do monitorovacich vrtd. Vrty S-23 a S-26 byly osazeny
pakry 15. 11. 2018, vrty S-22, S-24 a S25 byly osazeny dne 29. 11. 2018. Pro pfirozené
ustaleni hydrochemickych a mikrobiologickych podminek ve vrtech byly vrty ponechany po
dobu vice nez 5 tydnl utésnéné s pfirozenym vytokem (Tab. 1). V pfipadé vrtu S-22 byla
uroven hladiny vyvedena cca 1 m nad Ustim vrtu pro dukladné odvzdusnéni vrtl a zajisténi,
pokud mozno anaerobnich podminek dne 29. 11. 2018, u ostatnich vrti se tomu tak stalo 9.
1.2019.
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Obr. 9 Vrt S-22 utésnény pomoci mechanického obturatoru s vytokem vyvedenym ca. 1 m nad astim
vrtu (ustalovani podminek)

Duraporovy filtr o priméru 47 mm s velikosti port 0,22 um (Merck, Némecko) byl s pfedstihem
v laboratofi za sterilnich podminek nainstalovan do sterilizovaného drzaku filtrG (Sartorius,
Némecko). Sterilizace drzaku filtru spole€né s PTFE hadi¢kami probihala pomoci
autoklavovani. Po pfevozu do podzemnich prostor byla nejprve pfipojena sterilizovana PTFE
hadicka do pakru a proplachovana podzemni vodou z vrtu. Nasledné& byl pfipojen pasivni
vzorkovac na systém vakuoveé filtrace. U v8ech vrtd mimo vrt S-22 bylo mozné v omezené mife
filtrovat vodu pomoci tlaku ve vrtu bez nutnosti vytvofeni podtlaku, avSak ve vétsiné pfipadu
byla filtrace velmi pomala.

Po pfipojeni filtraéni cely byl vytvofen podtlak a pfefiltrovana voda o objemu v rozmezi 1 — 3
litrG vody pres filtr. Nasledné byla filtraéni cela i s filtrem odpojena, umisténa do sterilniho PE
obalu a v transportni ledni€ce pfevezena na TUL do molekularné-biologické laboratofe pro
analyzu zachycené biomasy. Filtry byly z drzakud vyjmuty za sterilnich podminek v laboratofi a
nasledné byly zamrazeny do dalSiho zpracovani. Zachyceny filtrat je mozné vyuzit pro
hydrochemickou analyzu.

3.3 Méreni hydrochemickych parametru in-situ

3.3.1 Metodika

Pro sledovani ustalenych hydrochemickych podminek bylo provedeno méfeni zakladnich
hydrochemickych parametra (teplota, pH, Eh, Oz; viz Obr. 11 — Obr. 15). Po odbérech
mikrobiologickych vzorkd byla pfipojena prato€na cela, kterd umozriuje méfeni v pratoku bez
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pfistupu vzduchu (Obr. 10). Po pfipojeni byla cela dikladné proplachnuta podzemnim vodou
a zahajen zaznam méfenych hodnot.

Obr. 10 Méreni zakladnich hydrochemickych parametrt (teplota, pH, ORP, O) v pruto¢né cele
Mé&Feni byla provadéna pomoci pfistroje WTW 3630IDS s pouzitymi sondami ORP: WTW ORP
T_900P, pH: WTW SenTix94X_P, vodivost: WTW TetraCon925 P, O2: WTW FDO925 P a
bezdratovym pfenosem dat IDS WLM. Elektrody byly pfed méfenim nakalibrovany pomoci
standardd NIST WTW pH 4.01, 7.00 a pH 10.01; WTW E-SET Trace 0,01 N KCI. Kontrola
nulového bodu sondy O: byla provedena v roztoku sifi€itanu sodného podle DIN EN
25814/1SO 5814. Kalibrace ORP sondy byla proveden na standart WTW RH28. Hodnoty ORP
byly pfepocteny na vodikovou elektrodu (Urer /+214 mV).

3.3.2 Vysledky

Méfeni ve vrtech S-22, S-23, S-24, S-25 a S-26 bylo provedeno v prito¢nych celach po odbéru
mikrobiologickych vzorkG pomoci pasivnich vzorkovacl a hlavnim cilem bylo ziskani
predstavy o Eh podminkach ve vrtech. Ze zaznamu hodnot je mozné pozorovat postupné
ustalovani hodnot v pribéhu méreni. PrestoZze nebylo dosazeno ustalenych hodnot, Ize
sledovat trendy mezi jednotlivymi vrty. Jiz po cca 15 minutach je mozné pozorovat pokles
kolem — 100 mV a obsah O se pohyboval na hranici detekce. U vrta S-24 a S2-6 byl sledovan
pokles hodnot Eh na hodnoty kolem -40 mV a -60 mV. Vysoké hodnoty Eh byly naméfeny u
vrtu S-22 (kolem 200mV) a obsah O, se pohyboval az kole 3 mg/l. Nestandartni prabéh byl
sledovan u vrtu S-23 s postupnym nartstem Eh az na hodnoty kolem 350 mV a naméfena
koncentrace Ozaz 7,8 mg/l (Obr. 11, Obr. 12, Obr. 13, Obr. 14, Obr. 15).
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Obr. 11 Zaznam hydrochemickych parametru (pH, Eh, T, O2) méfenych v pritoéné cele (vrt S-22)
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Obr. 12 Zaznam hydrochemickych parametra (pH, Eh, T, O2) méfenych v pritocné cele (vrt S-23)
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Obr. 13 Zaznam hydrochemickych parametru (pH, Eh, T, O2) méfenych v prito¢né cele (vrt S-24)
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Obr. 14 Zaznam hydrochemickych parametra (pH, Eh, T, O2) méfenych v pritocné cele (vrt S-25)
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Obr. 15 Zaznam hydrochemickych parametri (pH, Eh, T, Oz) méfenych v prito¢né cele (vrt S-26)
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VSechny ziskané vzorky byly podrobeny molekularné-biologickym analyzam, které studuji
diverzitu mikroorganismi na zakladé metod pracujicich s DNA. Tyto postupy zachyti
v podstaté kompletni sloZeni pfitomného mikrobialniho spoleéenstva. Jako doplnék byla ¢ast
vzork( analyzovana i tradi¢nimi kultivaénimi postupy (viz. Kapitola 5 Kultivaéni mikrobiologické
analyzy), které poskytnou informace pouze o kultivovatelné Casti mikrobiologického spektra
(do 15%; Amman et al. 1995) a slouzi jako srovnani k molekularné-biologickym postupum.

4.1 Pouzité metody

Pro studium mikrobialni diverzity ve vzorcich podzemni vody i mikrobialnich narusttu byly
vyuzity postupy zalozené na analyze DNA. Pro extrakci DNA ze vzorka podzemni vody i
mikrobialnich nardstd byl vyuzivan kit PowerWater DNA Isolation Kit (MoBio, USA). Extrakce
DNA probihala dle instrukci uvedenych v protokolu vyrobce kitu. Koncentrace ziskané DNA
byla posléze zméfena fluorimetricky pomoci pfistroje Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life
technologies, USA) dle protokolu vyrobce.

Pro studium mikrobialni diverzity byly vyuzity metody sekvenace nové generace (NGS),
konkrétné amplikonového sekvenovani genu 16S rRNA. Metoda byla podrobnéji popsana v
prabézné zpravé Cernik et al. (2015). Vyuzita byla platforma lonTorrent (Life Technologies,
USA). Amplifikovana byla variabilni V4 oblast pomoci primert 530F (Dowd et al. 2008) a 802R
(Claesson et al. 2009).

Pro zpracovani NGS dat byl vyuzit software Seed verze 2.04 (freeware, puvodce Laboratof
environmentalni mikrobiologie, Mikrobiologicky tstav AV CR; Vétrovsky a Baldrian 2013). Ze
souboru sekvenci byly vtomto programu odstranény sekvence s kvalitou niz8i nez 25.
Nasledné byly odstranény v8echny sekvence kratSi nez 250 bp (vCetné tagu a primeru).
Sekvence byly podle tagu roztfizeny do vzork(i a poté byly tagy ofezany. Takto upravené
sekvence byly alignovany v programu MAFFT metodou FFT-NS-2 (Katoh et al. 2002) a byly
odstranény primery. Po alignovani sekvenci byly ru¢né odstranény ty sekvence, které nebyly
docteny do konce pozadovaného useku. Ponechani takovychto sekvenci v datasetu by
vytvarelo umeélou diverzitu OTU (operaéni taxonomicka jednotka). Z ponechanych sekvenci
byly vytvofené OTU pomoci nastroje UPARSE v programu Seed, ktery zaroven eliminuje
chimérické sekvence. Pro jednotlivé OTU byla zvolena standardné uzivana hranice podobnosti
97 %. K OTU byly v tomtéZz programu vytvofeny reprezentativni sekvence, které slouzi ke
srovnavani jednotlivych OTU s vefejnymi databazemi. Pro taxonomické zafazeni byla pouzita
vefejné dostupna databaze GenBank. PFi interpretaci vysledkd nebyly zohledhovany
sekvence, které se v datasetu vyskytly pouze jednou (tzv. singletony), protoze s relativné
vysokou pravdépodobnosti mohou reprezentovat chybu sekvenacni metody. Nasledné byly
urCené taxony metabolicky charakterizovany podle dostupné literatury. Takto

Vv s

ve vzorcich byla normalizovana na 10 000 sekvenci/vzorek, aby byly vzorky navzajem
srovnatelné. Kazdé Cislo v tabulce mikroorganisml tedy predstavuje pocet sekvenci
amplikonu 16S rDNA, jestlize by jich bylo osekvenovano 10 000 na kazdy vzorek. Pokud
vzorky obsahovaly vice nez 50% amplikond, jejichz sekvence jsou 100% shodné s typickymi
laboratornimi nebo antropogennimi kontaminanty, byl dany vzorek vyfazen z naslednych
analyz. Pokud vzorek obsahoval méné nez 50 % kontaminant( byl v analyze ponechan s tim,
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Cetnosti téchto OTU v jednotlivych vzorcich (viz tabulka mikroorganismu) a ze stejnych dat
byla provedena nepiiméa gradientova analyza PCA v programu Canoco (Lep$ and Smilauer,
2000) za u€elem zobrazeni mikrobialni diverzity na PVP Bukov.

Pro detekci a relativni kvantifikaci konkrétnich funkénich skupin mikroorganismd (konkrétné
siran-redukujici bakterii, denitrifikaéni bakterii a celkové bakterialni biomasy) byla vyuzita
metoda kvantitativni PCR (qPCR). Konkrétné byly amplifikovany geny kodujici expresi
adenosin 5’ fosfosulfat (APS) reduktazy (pro siran-redukujici bakterie) a dusitanové reduktazy
(NIR) v pfipadé denitrifikacnich bakterii. Pro zhodnoceni celkové bakterialni biomasy byly
pouzity univerzalni 16S rRNA primery. Podrobnosti o pouzitych primerech jsou uvedeny v Tab.
2. Analyzy byly provedeny na pfistroji LightCycler ® 480 Instrument (Roche Biochemicals,
USA).

Tab. 2 Seznam pouzitych qPCR primert

Primer Sekvence 5'-3' Specifita zdroj
RH1-aps-F Ben-Dov et al.
CGCGAAGACCTKATCTTCGAC | gRp: gen kedujic 2007
adenosin 5'
RH2-aps-R | ATCATGATCTGCCAGCGGCCG | fosfosulfat reduktazu | Ben-Dov et al.
GA 2007
nirk-876F ATYGGCGGVCAYGGCGA NRB: gen kodujci He’;’g’oit al.
dusitanovou
nirk-1040R | GCCTCGATCAGRTTRTGGTT reduktézu He';rgoit al.
16SqPCR-F Nadkarni et al.
univerzalni 16S _
16SqPCR-R | GGACTACCAGGGTATCTAATC rRNA primery Nadkarni et al.
CTGTT 2002

4.2 Vysledky

Z celkového poctu 122 vzorkG bylo pro mikrobialni analyzu pouzitelnych 101 vzorkd.
Nepouzitelnych vzorkld bylo 21 — 13 z ddvodu chybné sekvenace a 8 z divodu vysokého
podilu laboratornich €i antropogennich kontaminujicich mikroorganisma. Z 21 nepouzitelnych
vzorkUl je 16 odbéru podzemnich vod filtrem Sterivex, 2 odbéry mikrobialniho matu do falkony
a 3 vzorky z pasivniho vzorkovace. Dlivodem jsou pravdépodobné nizké hodnoty koncentraci
ziskané DNA, které jsou pro mikrobiologicky chudé vzorky hlubokych podzemnich vod typické.
PFfi amplifikaci DNA pak dojde k pfehluseni signalu ze vzorku cizorodou DNA, ktera se
vyskytuje v pouzitych chemikaliich a kitech (nap¥. Salter et al. 2014) €i v okolnim prostiedi.
Ze sekvenace 109 vzorku (vSechny vzorky, kromé téch s chybou béhem sekvenace) bylo
ziskano 1239 682 sekvenci (bez singletonl) rozfazenych do 11 361 OTU. Po odstranéni
pro analyzy mikrobialni diverzity a metabolickou charakterizaci mikroorganismd pouzito
510 613 sekvenci spadajicich do 131 OTU, které jsou uvedeny v tabulce mikroorganismu (viz
Pfiloha2: Seznam dominantnich OTU).
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4.2.1 Charakteristika metabolické diverzity mikrobialnich komunit

Pfi hodnoceni metabolické diverzity mikrobialnich komunit na studovaném uzemi v souvislosti
s planovanym hlubinnym uloZistém je nutné si uvédomit, Ze pro integritu jednotlivych
komponent Ulozného obalového souboru je potencialné nebezpecna jakakoli cinnost
mikroorganismu - aerobnich i strikiné€ anaerobnich metabolickych skupin. Pfesto je mozné
stanovit funkéni skupiny, u kterych Ize oCekavat, ze jejich pfipadny vyskyt a rozvoj ovlivni
bezpe¢nost v HU vyznamné. Jde predev§im o mikroorganismy podilejici se na mikrobialné
indukované korozi (pfedevSim siran-redukujici a siru oxidujici bakterie, Zelezo-redukujici a
Zelezo-oxidujici bakterie a nitrat-redukujici bakterie) a dale mikroorganismy, které maji
schopnost ovlivnit funkéni viastnosti bentonitu (pfedevsim zelezo-redukujici bakterie). Mimo
tyto skupiny jsou potencialné nebezpecné jakékoliv mikroorganismy, které konzumuji nebo
produkuji plyny, a mikroorganismy, které produkuji organické slouc€eniny. Dale je tfeba
pfipomenout, Ze i kdyz jsou v souCasné dobé bakterie urcité skupiny na lokalité pfitomné ve
velmi malém (pfipadné i nedetekovatelném mnozZstvi), tak Ze pfi nastoleni (pro né) vhodnych
podminek (ij. dostatek potfebnych donor(l a terminalnich akceptort elektrond doplnény
absenci limitujicich faktor(l) dojde k jejich velmi rychlému rozvoji a celkové zméné druhového
i funkéniho spektra. Jak je uvedeno dale v textu, tak vSechny potencialné nebezpecné skupiny
mikroorganismu byly na studovaném uzemi zjistény.

Mikroorganismy z hlediska vyuzivanych donort elektronu
e Mikrobialni oxidace Zeleza

Ve zkoumaném souboru vzorkl podzemnich vod dolu Rozna jsou nejbéznéjSimi zelezo
oxidujicicmi mikroorganismy blizce si pfibuzné betaproteobakterie Gallionella sp., Gallionella
capsiferriformans a Sideroxydans sp. Tyto mikroorganismy patfi mezi neutrofilni gradientové
mikroorganismy - rostou v uzkém rozmezi nizkych koncentraci kysliku. Za vysokych
koncentraci kysliku dochazi totiz v neutralnim pH k rychlé abiotické oxidaci zeleza a neutrofilni
Zelezité bakterie za takovych podminek ztraceji zdroj energie pro rust. Velmi ¢asto je tedy
nachazime na vyvérech podzemnich vod obsahujicich Zelezo v mistech, kde se tyto vody
setkavaji s okysli¢enou atmosférou a dosud se nestihly zcela nasytit kyslikem. Také mohou
byt soucasti mikrobialnich matu rostoucich v kyslikem nasycené atmosféfe — napfiklad ve
vétrané duini chodbé, kde obyvaji mista, kam se kyslik dostava jen v omezené mife (spodni
vrstvy narustd). V dole Rozna jsou tyto mikroorganismy v hojné mife pfitomny ve vodé
vytékajici z vrtu S-14, S-20, S-21 a z vyvéru BK-06, BK-06B, BK-07, BK-23, BK-32, BK-29/33,
BK-35, BK-31, BK-38, BR-52 na 12. patfe a ve vodé z vrtu GR-07 na 24. patfe. Dale jsou
pfitomny v mikrobidlnich matech a streamerech rostoucich pod nékterymi z vyvéra (BR-47,
BK-06, BR-52, BK-23, BK-06B). Tyto mikrobialni maty ¢i streamery maji zpravidla hnédo-
oranzovou barvu v disledku srazeni oxidovanych forem Zeleza.

e Mikrobialni oxidace siry

Mikroorganismy se schopnosti oxidovat redukované formy siry (napf. sirovodiky, siru,
sifiCitany) jsou v podzemnich vodach dolu Rozna zastoupeny rudznorodéjsi skupinou bakterii
nezli zelezo oxidujici mikroorganismy. Jedna se o rtizné si pfibuzné mikroorganismy z kmenu
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria a Epsilonproteobacteria.
Skupina Alphaproteobacteria je zastoupena bakteriemi Roseococcus sp. a Paracoccus
pantrophus. Obé dvé bakterie jsou v ramci zkoumanych podzemnich vod vyjimkou a prospivaiji
kazda pouze na jednom misté. Roseococcus sp. se vyskytuje v mohutném mikrobialnim
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narlstu rosolovité struktury a rlizové barvy. Tento Utvar roste v Usti vrtu 4913 na 24. patfe
(vzorek VZ19) a nema ve zkoumanych mistech dolu Rozna obdobu. Je znamo, Ze bakterie
Roseococcus sp. obsahuje rizové pigmenty a pravdépodobné je tedy pfi¢inou barvy narlstu.
Kromé redukovanych forem siry muze jako zdroj elektront pro svuj energeticky metabolismus
vyuZivat také organické latky, pfipadné byt na svétle fototrofni. Paracoccus pantrophus byl
detekovan ve vodé z vrtu S26, pro ktery je typicky sirovodikovy zapach. Kromé redukovanych
forem siry ma tato bakterie schopnost Cerpat elektrony z amonnych iontd nebo z organickych
latek. Respirace u ni probiha budto aerobné nebo s vyuzitim dusi¢nant pfi nedostatku kysliku.
Ostatni sirné bakterie jsou zpravidla pfitomny opakované na rliznych mistech (viz tabulka
mikroorganism). Jde o zpravidla autotrofni nebo mixotrofni mikroorganismy Sideroxydans sp.
Thiothrix unzii, Thiothrix fructosivorans, Thiobacillus sajanensis, Thiobacillus sp.,
Thioalkalivibrio sp., Sulfuricaulis limicola, Sulfuricurvum kujiense, Sulfuricurvum sp.,
Sulfurisoma sediminicola, Sulfuritalea sp. VSechny zminéné mikroorganismy jsou aerobni ¢i
mikroaerofilni (Sideroxydans a Sulfuricurvum) nebo fakultativné anaerobni (v tom pfipadé
respiruji dusiCnany) a vyskytuji se tedy v prostiedi s pfitomnosti kysliku. Lze Fici, Ze mikrobialni
oxidace siry je béznym mikrobialnim metabolismem ve vodach dolu Rozna a je typicka
zejmeéna pro vrty S22, S24, S25, S26 a BR-53, které se nachazeji na 12. patfe mimo PVP
Bukov. Siru oxidujici mikroorganismy jsou pfitomné i ve vodé stojici na pocvé na 12. patfe
(VZ23), v oranzovém mikrobialnim matu na BR-49 a ve vodé z BR-21. Na PVP Bukov je
mikrobialni oxidace siry typicka zejména pro vodu z vrtu S2 a vyvér BK06, v mensi mife je tato
schopnost pfitomna i v mikrobialnich komunitach ve vodach z BK06B, BK07, BK29/33, BK35
a v oranzovém mikrobialnim matu z BK23.

Zajimavé je se podivat podrobnéji na vyvoj obsahu sirnych bakterii v ¢ase. Pro tento ucel
mohou nejlépe poslouZit vrty S-24, S-25 a S-26, kde byly provedeny opakované odbéry vod a
biofilmu od kvétna do listopadu (pfipadné ledna). Z tabulek 1-3 je patrné, Ze v kazdém vrtu je
pfitomna jina kombinace siru oxidujicich mikroorganismu. Ve vrtu S-24 dominuji pfedevsim
rizné genotypy bakterie Thiobacillus, ve vrtu S-25 prevladaji dva genotypy bakterie
Sulfuricurvum a vrt S-26 obsahuje jak Thiobacillus tak Sulfuricurvum. Kazdy vrt ma zaroven
specificky vyvoj obsahu sirnych bakterii v ¢ase. V biofilmu z vrtu S-24 neni zpoc&atku pfilis
velké mnozstvi siru oxidujicich bakterii, v fijnu jejich podil vyrazné stoupa a v listopadu se
pfidava dalSi siru oxidujici bakterie Thiothrix unzii. Vrt S-25 je v ¢ase méné proménlivy, od
kvétna do listopadu dominuje jak ve vodé, tak v biofilmu Sulfuricurvum kujiense, druhy genotyp
této bakterie je rovnéz hojny celou dobu s tim, Ze v fijnu se vytraci z vody. Ve vrtu S-26 dochazi
v Fijnu k vyraznému ubytku bakterie Sulfuricurvum, zatimco bakterie Thiobacillus je nadale
vyladénim. Zatimco Thiobacillus mize vyuZivat pouze sirné slouceniny jako zdroj elektronu
pro respiraci, Sulfuricurvum muze oxidovat i molekularni vodik a zarovert mu vyhovuji nizsi
koncentrace kysliku nez bakterii Thiobacillus. Zrovna tak objeveni se bakterie Thiothrix unzii v
biofilmu v listopadu 2018 muze byt disledkem hromadéni se organické hmoty v biofilmu,
produkované ¢isté autotrofni bakterii Thiobacillus. Thiothrix mGze totiz na rozdil od ni vyuzivat
organické latky jako zdroj elektronl a rovnéz jako zdroj uhliku pro syntézu vlastnich
organickych sloucenin.

Tab. 3 Vyvoj obsahu siru oxidujicich mikroorganismui ve vrtu S-24. Zobrazeny jsou pouze nejhojnéji
zastoupené OTU. Cisla uvedena pod jednotlivymi vzorky znaci mnoZstvi detekovanych OTU zjisténych
v daném vzorku, barevna $kala znaci mnozstvi daného OTU ve vzorku (pokles v fadé &ervena —Zluta —
zelena)
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Vet S.24 voda kvsten | biofilm | biofimfilen | 2ON™
2018 kvéten 2018 2018 20?2
jméno VZ31 VZ31a VZ63 VZ110
Paracoccus pantotrophus 0 0 0 1
Roseococcus sp. 0 0 0 2
Sideroxydans sp. 8 0 0 0
Sulfuricurvum kujiense 102 45 21 76
Sulfuricurvum sp. 68 68 0 2
Sulfurisoma sediminicola 12 0 4 15
Sulfuritalea sp. 13 0 11 1
Thioalkalivibrio sp. 3 1 1 2
Thiobacillus sajanensis 37 14 3221 2907
Thiobacillus sajanensis 15 7 143 53
Thiobacillus sp. 1618 0 0 0
Thiothrix unzii 0 0 21 1984

Tab. 4 Vyvoj obsahu siru oxidujicich mikroorganismi ve vrtu S-25. Zobrazeny jsou pouze nejhojnéji
zastoupené OTU. Cisla uvedena pod jednotlivymi vzorky zna&i mnozstvi detekovanych OTU zji§ténych
v daném vzorku, barevna $kala znaci mnoZstvi daného OTU ve vzorku (pokles v fadé éervena —Zluta —

zelena)
vrt S-25 voda biofilm voda biofilm biofilm pakr-
kvéten kvéten fijen fijen listopad filtr
2018 2018 2018 2018 2018 leden
2019

jméno VZ28 VZ28a VZ60 VZ59 VZ111 | VZ108

Paracoccus pantotrophus 0 0 0 0 0 52

Sideroxydans sp. 0 0 0 0 0 6

Sulfuricurvum kujiense 1995 2775 1797 1092 1669 29

Sulfuricurvum sp. 1853 2168 3 718 634

Sulfurisoma sediminicola 0 0 0 0

Sulfuritalea sp. 16 4 3 11

Thioalkalivibrio sp. 0 0 0 0

Thiobacillus sajanensis 0 0 12 47 120 29

Thiobacillus sajanensis 0 0 2 2

Thiothrix fructosivorans 0 0

Thiothrix unzii 0 0 0 0

Tab. 5 Vyvoj obsahu siru oxidujicich mikroorganismt ve vrtu S-26. Zobrazeny jsou pouze nejhojnéji
zastoupené OTU. Cisla uvedena pod jednotlivymi vzorky zna&i mnoZstvi detekovanych OTU zji§ténych
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v daném vzorku, barevna $kala zna¢i mnozstvi daného OTU ve vzorku (pokles v fadé Eervena —Zluta —
zelena)

biofilm biofilm . L
voda . Y v g biofilm voda
kvéten kvéten kvéten voda fijen biofilm listonad leden
2018 2018 odb. | 2018 odb. 2018 fijen 2018 2058 2019
vrt S-26 stérka skalpel

jméno VZ20 VZ20a VZ29 VZ57 VZ58 VZ112 VZ101
Paracoccus
pantotrophus 0 0 0 4 0 1 899
Roseococcus
sp. 0 0 0 1 0 0 1
Sideroxydan
S sp. 0 0 0 19 0 0 11
Sulfuricurvu
m Kujiense 2169 1690 652 898 40 25 74
Sulfuricurvu
m sp. 279 109 99 5 1 0 0
Sulfurisoma
sediminicola 0 0 0 0 1 4 1
Sulfuritalea
sp. 5 0 2 1 11 32 0
Sulfuritalea
sp. 0 0 0 1 0 0 0
Thioalkalivibr
io sp. 0 0 0 2 0 1 3
Thiobacillus
sajanensis 1389 1244 1291 2223 1631 3387 311
Thiobacillus
sajanensis 49 59 488 250 329 32 16
Thiothrix
fructosivoran
S 0 0 0 282 0 0 1258
Thiothrix
unzii 0 0 0 1 0 0 0

e Mikrobialni oxidace vodiku

Mikroorganismy se schopnosti oxidovat vodik pfevladaji zejména ve vrtech S-25 a S-26 na
12. patfe a ve vrtu 4913 na 24. patie. Jedna se o bakterie Hydogenophaga sp. a Sulfuricurvum
kujiense. Hydrogenovorni mikroorganismy jsou v mens$i mife pfitomné i ve vrtech S-22, S-24,
S-2, v neoznaceném vrtu pod BK-38 (VZ76), ve vyvérech BK-06, BK-38, BK-07 v mikrobialnim
matu BK-06B a BR-49, ve vodé na poévé na 12. patfe (VZ23), dale pak na 24. patie
v mikrobialnich matech ve vrtech 4909, v-4588 a 4769. Kromé dvou vySe jmenovanych
mikroorganism( se jedna o bakterie Nitrospira moscoviensis, Nitrospira sp., Derxia sp.,
Sulfuricurvum sp., Sulfurisoma sediminicola, Sulfuritalea sp.
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e Mikrobialni oxidace metanu

V dole Rozna patfi mezi mikroorganismy schopné oxidovat metan a pfipadné jiné
nizkomolekularni derivaty uhlovodikl jako je metanol Ci acetat tyto bakterie: Methylocystis
rosea, Methylobacillus sp., Ferribacterium limneticum, Methylotenera versatilis,
Methylomagnum ishizawai a Methylocapsa palsarum. Je zajimave, Ze methylotrofni
mikroorganismy prevladaji v biofilmech na 24. patfe, zatimco na 12. patie nejsou tak obvyklé.
Na 24. patfe jsou hojné v mikrobialnich matech ve vrtech 4922, v-4588, 4674, a na poCvé ve

vvvvvv

S-23 a S-1.
e Mikrobialni oxidace redukovanych forem dusiku

Schopnost oxidovat redukované formy dusiku (amoniak, dusitany) je stejné jako ostatni
metabolismy bézné pfitomna v mikrobialnich komunitach ze 12. i 24. patra. Na 12. patfe jsou
tyto mikroorganismy hojné ve vrtech a vyvérech S-22, S-20, S-26, BK-06, BK-23, BK-07, BK-
15, BK-29/33, S-2, BK-31, BK-38, BK-06B, BK-32 a ve vodé na poc¢vé obsahujici kvétakovité
meékké utvary a tmavé rudé Skraloupy (VZ25 a VZ23). Na 24. patfe jsou nitrifikacni bakterie
hojné ve vrtu v-4588, GR-07, 4680, vrtu u RVPS 124-21, 4674 a ve vodé na pocCvé s mékkymi
kvétakovitymi utvary (VZ14). Mezi mikroorganismy oxidujici budto amoniak nebo dusitany
patii v dole Rozna Nitrospira moscoviensis, Nitrospira sp., Nitrosopumilus sp., Gemmata sp.,
Nitrososphaera sp., Nitrotoga sp. a Paracoccus pantrophus.

o Mikrobialni oxidace organickych latek

Mikrobialni oxidace organickych latek je v dole Rozna béZna na vSech vzorkovanych mistech.
Tento jev je bézny ve vSech ekosystémech vcetné podzemnich vod a ani dil Rozna
oxidace organickych latek oproti oxidaci anorganickych slou¢enin nejméné vyznamna, neZli
se zabyvat misty, kde je pro mikroorganismy dominujicim zpusobem ziskavani energie
respirace &i fermentace organickych latek. Je zajimavé, Zze se zpravidla jedna o vrty, kde
dominuje oxidace zeleza, za kterou je zodpovédna Gallionella sp. Casto doprovazena
pritomnosti archea Nitrosopumilus sp. které se specializuje na oxidaci amoniaku. Bakterie
Gallionella sp. roste v oligotrofnich prostfedich. V dole Rozna se jedna o tato mista - vrt S-20,
BR-52, BK-23, BK-32 a mikrobialni maty u BK-06, BK-23, BK-06B a vrt GR-07 na 24. patfe.

Mikroorganismy z hlediska vyuzivanych akceptort elektront
e Mikrobialni respirace kysliku

Mikrobialni respirace kysliku dominuje ve vétSiné zkoumanych vzork(. Neexistuje vzorek, kde
by mikrobialni oxidace kyslikem nebyla pfitomna. Lze fici, Zze nejmenSi zastoupeni ma tento
typ respirace ve vodé z BK-35, v oranzovém streameru na vytoku BR-50, ve tfech
mikrobialnich matech z 24. patra (vrt 4680, 4517 a vrt na RVPS 124-21) a na po&vé 24. patra
ve struzce s mikrobialnim matem (VZ14).

e Mikrobialni respirace dusi¢nanu

Respirace dusi¢nanl byva nejcastéji pfitomna u mikroorganismu, které respiruji kyslik a je
vyuzivana v pfipadé, Ze kyslik dojde. Tento typ metabolismu je velmi bézny v prostfedi, kde
koncentrace kysliku fluktuuji. V dole Rozna je schopnost respirovat dusi¢nany pfitomna
zejména u mikrooganismU ve vodé a biofilmu z vrtd S-26, a S-25, kde byla detekovana
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opakované. V téchto vrtech se jedna o bakterie oxidujici vodik a redukované formy siry
Hydrogenophaga sp., Hydrogenophaga aquatica, Sulfuricurvum kujiense a Sulfuricurvum sp.
Dal$imi misty s vyznamnou mikrobidlni respiraci dusi¢nan( jsou pfedevSim biofiimy na
rliznych mistech — ve vrtu S-22, na pocvé na 12. patfe (VZ23), ve vrtech na 24. patife 4913,
4922, v-4588, a 4680.

o Mikrobialni respirace Zeleza (redukce Zeleza)

Mikrobialni redukce Zzeleza je v dole Rozna spiSe vyjimeEnym zpUsobem respirace.
Mikroorganismy redukujici zelezo jsou na 12. patfe bézné pouze ve vrtu S-1 na PVP Bukov,
kde byly zjiStény opakované v fijnu a listopadu 2018. Vody na PVP Bukov maji pH mezi 6 a
10, oxidované Zelezo (Fe*') je zde s nejvy$si pravdépodobnosti pfitomné v pevné fazi (napf.
hydroxidy, oxyhydroxidy zeleza). Tyto mineralni produkty zvétravani zeleza mohou pak ve
zdejSich horninach (v pfipadé vrtu S-1 i v potrubi vychazejicim z vrtu) slouzit jako terminalni
akceptory elektronti z mikrobialni respirace. Mimo PVP Bukov byly tyto mikroorganismy
vyznamné pouze na 24. patfe ve dvou vzorcich - okrovém mikrobialnim matu u usti vrtu 4922
a v bilém mikrobialnim matu ve struZce na pocvé. Nejbé&znéjSimi zastupci redukce Zeleza
v dole Rozna jsou heterotrofni bakterie Ferribacterium limneticum, které respiruje také
dusi¢nany nebo fumarat a Metallibacterium scheffleri, které vyuziva Zelezo pouze, pokud mu
k respiraci nestaci v prostfedi pfitomny kyslik. Zatimco prvni jmenovany mikroorganismus je
typicky pro vrt S-1, druhy pfevlada ve zbylych dvou vzorcich z 24. patra

e Mikrobialni respirace sirand, thiosirant a elementarni siry

Mikrobialni redukce sirnych sloucenin je ve zkoumanych oblastech dolu Rozna jesté méné
redukovat oxidované formy siry je zde Alkaliphilus sp., ktery oxiduje organické latky pomoci
elementarni siry, thiosiranu nebo fumaratu. Neni vylozené dominantni v Zadném misté, tvofi
pouze minoritni ¢ast mikrobialnich komunit ve vodé BR-51 a BR-52, kde je rovnéz soucasti
oranzového streameru tvoficim se na sténé pod vytokem. Dale je pfitomen v mikrobialnim
matu ve vrtu 4680.

o Mikrobialni fermentace organickych latek

Mikrobialni fermentace organickych latek je v mikrobidlnich komunitach v dole Rozna také
spiSe ojedinélym zplsobem, jak se zbavovat elektront pfi oxidaci redukovanych sloucenin. Je
jednoznacné pro biofilmy a sedimenty na po&vach v ustich vrtd, tedy pro prostfedi, kde se
v disledku hromadéni organické hmoty a jeji degradace spotfebovava kyslik, takze jiz
nepronika do spodnéjSich vrstev sedimentu/biofilmu a vznikd zde prostor pravé pro
patfe. Zde se jedna o fakultativné anaerobni bakterii Caldilinea sp., ktera fermentuje pouze
v pfipadé nedostatku kysliku. DalSimi misty s poCetné&jSimi fermentujicimi mikroorganismy
(pfedevsim obligatni anaerobové Levilinea sp. a Terrimicrobium sacchariphylum) jsou
mikrobialni mat ve vrtu 4674, mat na poCvé 24. patra ve struzce s okrovymi kvétakovitymi
narasty (VZ14), biofilm ve vrtu S-26 a ¢erny sediment ve vrtu 4513. Ve vodé jsou fermentujici
bakterie vyznamnéjsi pouze ve vrtu S-21 a na BK-15, kde se jedna zejména o fakultativniho
anaeroba Planctomyces sp.
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4.2.2 Vyvoj mikrobialni diverzity na PVP Bukov

Ze vSech odbéru na PVP Bukov byla provedena nepfima gradientova analyza PCA za uc¢elem
rozpoznani hlavnich ryst mikrobialni diverzity. Z Obr. 16 je patrné, ze vzorky odebrané na
stejném misté jsou si z hlediska mikrobialniho obsahu podobnéjsi nez vzorky odebrané ve
stejném Case. Béhem odbérld v asovém rozmezi fijen az listopad tedy nedochazi
K vyznamnym zménam v mikrobialnim slozeni. Rozdil je vidét pouze u vzorku BK-35 mezi
podzimnimi a lednovym odbérem. U vzorku z vrtu pod BK-38 jsou rovnéz k dispozici tfi Casové
body, zde se vSak lednovy odbér neliSi od téch podzimnich. U ostatnich vzorkl nejsou
k dispozici data z lednovych odbéru kvuli opakovanému problému pfi sekvenaci DNA v téchto
vzorcich. Zména diverzity mezi dvéma odbéry v rizném case je zanedbatelna, markantni
rozdil ovSem existuje mezi mikrobialnim slozenim vody a mikrobialniho matu pfestoze se
jedna o odbér ze stejného vrtu/vyvéru. Tento fenomén je pomérné bézny, protoze pfi vzniku
biofillmu dochazi k vyznamnym zménam podminek — hromadéni organické hmoty a jinych
produktd metabolismu, vznik mikroaerofilnich a anaerobnich mikroprostfedi v biofilmu coz
vede k rozriznéni mikrobialni komunity.

0 -
-
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A
BK35
T vrtpod BK38
vrt pod BK3,
BK35
vrt|pod BK38 .BK32 As19
K35 s2
ABK32
BK38 A )
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BKO6B
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Obr. 16 Mikrobialni diverzita vod a mikrobidlnich mati na PVP Bukov. Mikrobialni diverzita je
znazornéna pomoci grafu PCA analyzy v programu Canoco. Jednotlivé symboly pfedstavuji jednotlivé
vzorky. Obsahem vzorki jsou nejhojnéjsi OTU. Cim jsou si vzorky v grafu blize, tim podobnéjsi je jejich
mikrobialni sloZeni. Vzorky ze stejného vrtu/vyvéru jsou oznacCeny stejnou barvou a jménem mista.
Kole¢ko — odbér vody v Fijnu, trojuhelnik — odbér vody v listopadu, ¢tverec — odbér vody v lednu, hvézda
— odbér mikrobialniho matu v Fijnu.

4.2.3 Vysledky qPCR analyz

Vysledky qPCR analyz pro vdechny tfi analyzované markery jsou zobrazeny v
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Tab. 6. Celkova bakterialni biomasa byla zjisténa ve vSech vzorcich v riznych abundancich a
zavisi pfedevsim na typu odbéru vzorku (mikrobialni narlst vs. voda).

Siran-redukujici bakterie byly pomoci genu apsA detekovany v 48 vzorcich, pficemz v zadném
analyzovaném vzorku nebyly vylozené hojné, coz odpovida i vysledkim sekvenacni analyzy.
Pomérné hojné byly zjistény SRB ve vzorcich odebranych pomoci pasivniho vzorkovace (ve
srovnani s pfedchozimi odbéry pomoci Sterivex filtrll zachycujici stav pfed instalaci pakr(),
coz indikuje narUst reduktivniho prostiedi ve vrtech. Mimo tyto vzorky byly SRB hojné
zastoupeny ve vzorcich 25 a 59 (oba mikrobialni nartsty) a ve vodé z vrtu S19 (vzorek 82).

Denitrifikacni bakterie byly pomoci genu nirK zjistény v 84 vzorcich. Ackoliv se mezi vzorky
liSily v abundanci, tak v zadném ze studovanych vzork( nebyly extrémné hojné. Vzorky
s nejvysSim zastoupeni NRB byly mikrobialni nartsty ve vzorcich 30, 44 a 102.

Tab. 6 Vysledky qPCR analyz. SRB: siran redukujici bakterie, NRB: denitrifikacni bakterie, PV: pasivni
vzorkovac, +++: bakterie dané skupiny abundantni, ++: stfedni mnoZstvi bakterii dané skupiny, +: malé
mnoZstvi bakterii dané skupiny, -: bakterie dané skupiny nedetekovany.

celkova
Cislo nazev mista odbéru (napf. datum . ba.ktenélnl’ SRB | NRB
vzorku L B " typ odbéru | biomasa .
DNA oznaceni vrtu, vyvéru) odbéru (16S (apsA) | (nirK)
rRNA)

1 BR-21 22.5.18 voda + + +
2 vrt 4470 22.5.18 narust ++ +
2a vrt 4470 22.5.18 narast ++ - +
3 vrt 4513 22.5.18 narast + - +
4 vrt 4517 22.5.18 narast + + -
5 vrt 4674 22.5.18 narust - + ++
6 vrt v-4588, RVPS 124-13 | 22.5.18 narast ++ - +
6a vrt v-4588, RVPS 124-13 | 22.5.18 narast ++ - -
7 vrt 4680 22.5.18 narast + - -
8 vrt v-4689,RZPS 124-19 22.5.18 narast +++ - -
9 vrt RVPS 124-21 22.5.18 narast ++ + +
9a vrt RVPS 124-21 22.5.18 narast + - +
10 vrt 4769 22.5.18 narast +++ ++ +
11 vrt 4922, RVPS 124-29 22.5.18 narust ++ - ++
11a vrt 4922, RVPS 124-29 22.5.18 narast + + +
12 vrt 4905 22.5.18 narast + - -
13 vrt 4909 22.5.18 narast ++ - +
14 | Potva4m Z‘;‘gg”é odvrtu | 5> 5.18 | narust et P
15 | Poovamez vy 4907a | 955 518 | nartst ++ i ¥
16 | Povamezvy 49092 | 55518 | narust + " ¥
17 | Potvadmeoveme odviu | 52 5.18 |  narst + i i

33



- Mikrobialni screening PVP Bukov a dolu Rozna:
] SURAO 9

Evidenéni oznaceni:

Zavéredna zprava projektu 382/2019
1g | Poovadmeeveme odvilt | 55 5.18 | narust ++ . +
19 vrt 4913, 61 - geotest 22.5.18 narlst ++ - +
20 vrt S-26 22.5.18 voda ++ ++ -
20a vrt S-26 22.5.18 narust ++ + -
21 vytok BR-49 23.5.18 narast ++ + ++
21a vytok BR-49 23.5.18 narudst ++ ++
22 puklina u 12011 23.5.18 nardst + - -
23 pocva u 12736 23.5.18 narast + + +
24 BR-51, vrt 911 23.5.18 voda - -
25 pocCva u 12052 23.5.18 narust ++ +++ ++
26 | OOz gﬁozdab‘;ad”' 23.5.18 | voda + . i
26a | °RO2 VM gﬁozdab%ad”' 23.5.18 | narust ¥ i -
26b BR'StZréxrét gﬁozdab‘;ad”' 23.5.18 | narust ++ i ;
27 BR'gt:i ’axrét gsozdabr;adnl 23.5.18 voda ++ - +
27a | BRI VE gﬁozdab‘;ad”' 23.5.18 | narast - P .
28 vrt S-25 23.5.18 voda +++ ++
28a vrt S-25 23.5.18 narust +++ + +
29 vrt S-26 23.5.18 narlst ++ - -
30 vrt S-22 23.5.18 narust +++ ++ +++
31 vrt S-24 23.5.18 voda + - -
31a vrt S-24 23.5.18 narust ++ + +
32 vytok BR-47 23.5.18 narast + - -
33 vytok BR-50 23.5.18 narlst ++ + ++
34 C\fyFi 00 d"g’éolgzzfgt_‘; " 448 voda ++ i ¥
35 GR'OFZZ"%’;“’_'; z v 4.4.18 voda - " ¥
36 BK23 9.10. 18 voda + - -
37 BK23 9.10. 18 narust ++ - ++
38 BKO06 9.10. 18 voda + - -
39 BK06B 9.10. 18 voda + - -
40 BK0O6B 9.10. 18 narast ++ - -
41 BKO7 9.10. 18 voda + - ++
42 BK29/33 9.10. 18 voda - -
43 BK15 9.10. 18 voda - +
44 BK15 9.10. 18 nardst ++ - +++
45 vrt S1 9.10.18 voda + - -
46 vrt S2 9.10. 18 voda + - +
47 BK31 9.10. 18 voda ++ - -
48 BK32 9.10. 18 voda ++ - -
49 | oI e S | ©.10.18 | voda e -
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50 vrt S20 9.10. 18 voda - +
51 vrt S14 9.10. 18 voda - -
52 vrt S21 10. 10. 18 voda ++ - +
53 BK35 10. 10. 18 voda ++ - +
54 BK38 10. 10. 18 voda ++ - +
55 naproti BKO6 10. 10. 18 narast ++ + +
56 vrt S23 10. 10. 18 voda + - -
57 vrt S26 10. 10. 18 voda + -
58 vrt S26 10.10. 18 narust +++ + +
59 vrt S25 10. 10. 18 narust +++ +++ +
60 vrt S25 10. 10. 18 voda ++ + ++
61 vrt S22 10. 10. 18 narlst ++ +++
62 vrt S24 10. 10. 18 voda ++ +++
63 vrt S24 10. 10. 18 narlst 4+ - ++
64 BR-52 10. 10. 18 voda + - -
65 BR-52 10. 10. 18 narlst 4+ -

66 BK23 21.11.18 voda + +

67 BKO06 21.11.18 voda ++ - -
68 BK06B 21.11.18 voda ++ + -
69 BKO07 21.11.18 voda ++ - +
70 BK29/33 21.11.18 voda ++ + +
71 BK15 21.11.18 voda + + +
72 vrt S1 21.11.18 voda + - -
73 vrt S2 21.11.18 voda ++ - -
74 BK31 21.11.18 voda ++ + +++
75 BK32 21.11.18 voda ++ - +
76 “eoznagggyB‘l’(rg‘ée SN 1 21.11.18 | voda + . +
77 vrt S20 21.11.18 voda + - +
78 vrt S14 21.11.18 voda ++ - +
79 vrt S21 21.11.18 voda ++ - +
80 BK35 21.11.18 voda +++ - +
81 BK38 21.11.18 voda ++ - +
82 vrt S19 21.11.18 voda +++ +++ +
83 BK23 9.1.19 voda + - -
84 BKO06 9.1.19 voda ++ - -
85 BK06B 9.1.19 voda + - -
86 BKO7 9.1.19 voda ++ - +
87 BK29/33 9.1.19 voda ++ - +
88 BK15 9.1.19 voda ++ - +
89 vrt S1 9.1.19 voda ++ + +
a0 vrt S2 9.1.19 voda ++ +++ +
91 BK31 9.1.19 voda ++ - +
92 BK32 9.1.19 voda ++ - +++
93 neoznagt;gyB\%\ée stené 9.1.19 voda ++ - -
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94 vrt S20 9.1.19 voda - -
95 vrt S14 9.1.19 voda - ++
96 vrt S21 9.1.19 voda ++ - ++
97 BK35 9.1.19 voda ++ - +
98 BK38 9.1.19 voda ++ - +
99 vrt S19 9.1.19 voda ++ +++ +++
100 vrt S23 15.11. 18 voda + + +
101 vrt S26 15.11.18 voda ++ ++ +++
102 vrt S22 15.11. 18 narast +++ + +++
103 vrt S1 15.11. 18 | voda (PV) ++ +++ -
105 vrt S22 9.1.19 voda (PV) ++ ++ +++
106 vrt S23 9.1.19 voda (PV) ++ + +
107 vrt S24 9.1.19 voda (PV) +++ +++ ++
108 vrt S25 9.1.19 voda (PV) + +++ +
109 vrt S23 15.11. 18 narust ++ + +++
110 vrt S24 15.11.18 narast +++ - +++
111 vrt S25 15.11. 18 narust +++ +++ ++
112 vrt S26 15.11. 18 narust +++ +++ ++
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5.1 Uvod

Vzorky odebrané pro feSeni projektu byly analyzovany kultivaénimi metodami za ucelem
vytvofeni uceleného popisu mikrobialniho osidleni mikroorganismy kultivovatelnymi
definovanymi postupy, které jsou minimalné selektivni v ramci vlastniho stanoveni. Celkovy
pocet kultivovatelnych mikroorganismu byl stanoven jako poc¢et heterotrofnich mikroorganismu
za aerobnich a anaerobnich podminek. Pro stanoveni denitrifikacnich mikroorganismu byl
pouzit v ramci kultivaéniho média jako terminalni akceptor elektront dusi¢nanovy anion. Siran
redukujici bakterie byly stanoveny pomoci API média. Pro stanoveni mikroorganismu, které
respiraCné redukuji Zelezité ionty, se vyuzilo Lovley agaru. A koneCné& metanogenni
mikroorganismy byly ve vzorcich stanoveny semikvantitativni metodou ve vialkach s inertni
atmosférou. Sulfid oxidujici bakterie reprezentuji lithotrofni mikroorganismy a Kk jejich
kvantifikaci byl pouzito DSMZ médium 35.

5.2 Materialy a metody

5.2.1 Zpracovani vzorku

VSechny analyzované vzorky byly dodany v podobé vzorkG podzemnich vod odebranych
asepticky a intaktné. Bezprostifedné po doruceni byly vzorky pomoci metody desetinného
fedéni (Goldman a Green, 2008) nafedény do definovanych koncentraénich fad pomoci
sterilniho fyziologického roztoku (0,9 % roztok chloridu sodného v destilované vodé) a
umistény do sterilnich mikrobiologickych zkumavek se Sroubovacim uzavérem. K distribuci
zfedénych vzorku na povrchu agaru byly pouzity standardizované metody roztirani a zalévani
(Goldman a Green, 2008). Roztirani pomoci oCkovaci hokejky probihalo na suchych
agarovych plotnach, k zalévani byl pouzit pfislusny agar zchlazeny na teplotu okolo 40—45 °C.
V pfehledu (Tab. 7) je konkrétné uvedeno, jaké metody a postupu bylo pfi konkrétnim
stanoveni pouzito.

Tab. 7 Prehled zpracovani vzork(

. Typ .
Druh stanoveni Metoda vneseni vzorku do kultivagniho Podmlnky
agaru ) kultivace
systému
aerobni hetgrotrofnl 1 ml roztérem Petriho miska kultivaéni
bakterie box
anaerobni heterotrofni e Petriho miska .
. 1 ml zalévanim jar box
bakterie
denitrifikani bakterie 1 ml zalévanim Petriho miska jar box
Zelezo redukujici ot Petriho miska .
. 1 ml zalévanim jar box
bakterie
siran redukujici bakterie 1 ml zalévanim Petriho miska jar box
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metanogenni injek&ni stfikagkou 0,1 ml Petriho miska Vfﬁ?ﬁ.ﬁ;’ﬂd
mikroorganismy vpichem pres septum vodik)
sulfid oxidujici bakterie 1 ml roztérem Petriho miska ku'g\éicm

Obr. 17 Sada zakladnich kultivacnich médii: plate count agar (a), R1A (b), FWA-Felll (c), API (d), agar
pro methanogeny (e) a DSMZ medium 35 (f)

V pfipadé analyzy metanogennich mikroorganism{ musela byt dodrzena pfisna anaerobni
technika, ktera byla zajist€na manipulaci se vzorky pomoci injekéni stfikacky a vialek se
septem. Kapalna média byla odvzdudnéna varem a pfidavkem antioxidantu, absence kysliku
byla kontrolovana resazurinem. Pro kontrolu anaerobniho prostfedi byl vyuzit resazurinovy
test (resazurin barevnou zménou velmi citlivé reaguje na zvySeni hodnoty Eh). Resazurinovy
test je v mikrobiologii pfi kultivaci anaerobnich organisma bézné vyuzivan (napf. Proctor 1997)
jako spolehlivy prostiedek pro potvrzeni anaerobnich podminek.

5.2.2 Kultivaéni analyza na agarovych plotnach
V ramci stanoveni byla zaméfena pozornost na rizné funkéni skupiny mikroorganismu. Vyjma

metanogennich populaci byly zbyvajici kultivaéni analyzy provedeny v prostfedi Petriho
misek, které byly umistény do termostatu pfi konstantni teploté (15 °C). Vzhledem ke
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skute€nosti, Ze charakter analyzovanych vzork( jevi znaky vyrazné oligotrofnich systémi
(nedostatek snadno vyuzitelnych zdroju uhliku a energie jako sacharidy, lipidy nebo bilkoviny),
je vysoce pravdépodobné, zZe v fadé pfipadi muze adaptace stanovovanych mikroorganism
trvat vyrazné delSi dobu, nez jaka je obvykla u referenénich kmend. Z davodu potlaceni
faleSné pozitivnich nebo negativnich vysledkl byly kultivace provadény v delSim obdobi a
s vice odecty narustld v podobé vytvorenych kolonii. Za Ucelem zabranéni vysychani
agarovych ploten byl v kultivaénim prostfedi po celou dobu kultivace umistén zdroj sterilni
vody, ktery udrzoval stabilni hodnotu vlhkosti v prostfedi. Nazvy, slozeni a plivod pouzitych
kultivaénich médii (Tab. 8) jsou doplnény i grafickym znazornénim ploten (Obr. 17) pfed
inokulaci.

Tab. 8 Pouzité ztuzené kultivacni pudy

Nazev pudy Slozeni Analyza Zdroj

agar 9.0 g/L, dextrosa, 1.0
plate count agar g/L, trypton, 5.0 g/L,
kvasni¢ny extrakt, 2.5 g/L

heterotrofni

\ , Sigma Aldrich
mikroorganismy

v 1 L destilované vody 0.5 g
KNOs, 0.5 g kvasniéného
extraktu, 0.5 g peptonu, 0.5 g
glukosy, 0.5 g Skrobu, 0.3 g
pyruvatu sodného, 0.3 g
KoHPO4, 0.05 g MgS04 . Massa,
7H20 a 10 ml roztoku denitrifikujici Carusso,
R2A stopovych prvku (slozenych z bakterie Trovatelli,
10 ml HCI, 1.5g FeCl,. 4H,0, Tosques
70 mg ZnCl,, 100 mg MnCla. (1998)
4H,0, 6 mg H3BO3, 190 mg
COC|2. 6H20, 2 mg CUC|2.
2H0, 24 mg NiCl,. 6H-0, 36
mg Na:MoO4. 2H,0), 159
agaru

v 1 L destilované vody 2,5 g
NaHCOs3; 0,,1 g CaCl, 2H.0,
0,1gKCl, 1,5gNH4CI; 0,6 g zelezo
FWA-Fe(lll) NaH.PO4H-0, 6,8 g redukujici
NaCH3;COO a 200 mmol bakterie
amorfnich Zelezitych iontd/L a
15 g agaru

Lovley a
Phillips (1988)

agar, 14 g/L, askorbova
kyselina, 0.1 g/L,
hydrogenfosfore€nan sodny, | siran redukujici
0.01 g/L, siran bakterie
Zeleznatoamonny, 0.1 g/L,
sulfid hofe€naty, 0.2 g/L

NH4CI, 1 g/L; NaCl, 0.6 g/L;
NaHCOs;, 5 v; KH2PO4, 0.3
g/L; KoHPOg, 0.3 g/L; metanogenni
MgCl2.6H20, 0.16 g/L; mikroorganismy
CaCl,.2H20, 0.009 g/L;
resazurin 0.1% roztok, 1 mL;

API Sigma Aldrich

agar pro metanogeny Wolfe (2011)
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cystein.HCl a Na;S.9H;0 a
15 g agaru

NH4Cl 0.10 g KH2PO4 3.00 g
MgCl..6 H20 0.10 g CaCl. .2
DSMZ medium 35 H.O 0.14 g praskové siry
10.00 g destilovana voda
1000.00 ml

sulfid oxidujici

bakterie DSMZ

5.2.3 Kultivace metanogennich mikroorganismu

Kultivace metanogennich mikroorganismu byla provedena podle metodiky (Wolfe 2011),
zjednodusené na prostredi 2 mL vialek, do nichZ bylo nalito 0,5 mL agaru pro metanogeny
(Tab. 8) a po ztuhnuti a uzavieni septem vytvorena inertni atmosféra smési oxid uhlicity-vodik
(80:20). Inokulace byla provadéna pomoci injekéni stfikacky, vizualizace narostlé biomasy
pomoci TTC.

5.2.4 Vysledky

Jak jiz bylo uvedeno (kapitola 5.2.2) s ohledem na vysoce oligotrofni charakter vzorki,
kultivace byla provadéna tak dlouho, dokud se pocet vytvofenych kolonii neustalil na
konstantni hodnoté. V pfehledu (Tab. 9) je tato skute€nost zohlednéna uvedenim parametru
délky kultivace. Semikvantitativni charakter stanoveni metanogennich mikroorganisma se
projevuje stanovenim pouze fadu koncentrace vyjadiené jako cfu v mL plavodniho vzorku.
V ostatnich pfipadech byl po€et mikroorganismu ve vzorku stanoven odeétem narlstu na
plotné a pfepoctem na plvodni vzorek.

Tab. 9 Vysledky mikrobiologickych analyz v cfu na mL (TCK — technicky &isté kultura)

Vzorky Analyza 2 dny 7 dni 21dni | 42dni 70 dni TCK
BK 06 8,3E+03 1

BK 06 B 7,8E+03 2
BK 30 aerobni 7,1E+03 2
BK 26 heterotrofni 6,2E+03 1
BK 27 bakterie 1,9E+03 3
BK 31 2,6E+03 1
BK 19 9,9E+03 2
BK 06 1,1E+02 2

BK 06 B 5,2E+02 1
BK 30 anaerobni 9,7E+02 1
BK 26 heterotrofni 7,9E+02 1
BK 27 bakterie 4,2E+02 2
BK 31 7,7E+02 1
BK 19 5,4E+03 2
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BK 06
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Posledni sloupec vyjadfuje pocet izolovanych technicky Cistych kultur (kultura, ktera vznikla
z jedné kolonie, ktera je osamocend, ohrani¢ena a dostatecné vzdalend). Zaroven toto Cislo
uvadi pocet dostupnych izolatl biologickych Einitelu, které se podafilo z pfirozeného systému
izolovat a morfologicky selektovat.

Obr. 18 Priklady kultivovanych mikroorganismu, vlevo IRB, vpravo SOB ze vzorku BK 30

Obr. 19 Pozitivni reakce pri kultivaci metanogennich mikroorganismu

5.2.5 Zaveér

V sedmi analyzovanych vzorcich byly stanoveny profily pfitomnych mikroorganismu
s durazem na jejich funkéni charakteristiky a odliSné doby naristu. Nejvyraznéji zastoupenou
skupinou jsou aerobni heterotrofni bakterie, které v podobnych fadech byly stanoveny ve
v8ech zkoumanych vzorcich. Zaroven vykazuji nejvétsi miru heterogenity, tzn. nejvyssi pocet
izolovatelnych biologickych Cinitelt. Anaerobni heterotrofni mikroorganismy se pohybovaly ve
zhruba o fad niz§im zastoupeni. Ve vzorcich jsou pfitomna nizka mnozstvi denitrifika¢nich
bakterii, avSak v tomto parametru je nutné vzit v dvahu mozny fakultativni charakter jejich
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metabolismu, napf. schopnost pfepnout mezi aerobni respiraci a denitrifikaci. Z dalSich
metabolickych typu, kde figuruje na pozici terminalniho akceptoru elektrond jina latka nez
kyslik nebo dusi¢nan, byla potvrzena pfitomnost zelezo redukujicich bakterii (Obr. 18 vievo),
kde se podafilo izolovat jeden morfologicky identicky izolat vyskytujici se ve vSech vzorcich.
Naopak bakterie se schopnosti transferovat elektrony v respiracnim procesu na sirany, které
by byly kultivovatelné, se opét prokazat nepodafilo. V ramci metabolismu sirnych latek je viak
pozoruhodna vysoka Cetnost bakterii, které redukované sirné slou€eniny oxiduji (Obr. 18
vpravo). Ve ftfech vzorcich po kultivaci trvajici 42 dni byla potvrzena pfitomnost
kultivovatelnych metanogennich mikroorganismu (Obr. 19).

5.3 Srovnani vysledkt kultivaénich metod a molekularnich metod

Kultivaénimi metodami bylo zpracovano 7 vzorkt vod ze 7 riznych vyvéra/vrtd na PVP Bukov.
Analyzou 16S rDNA amplikonl byly z téchto 7 vod zpracovany 4 vzorky. Jedna se o vzorky
BK-06, BK-06B, BK-27 (S-2), BK-31. Vysledky obou dvou metod se pomérné lisi. Je to dano
predevsim nizkou kultivabilitou oligotrofnich autotrofnich mikroorganismu v disledku &ehoz
dochazi k nadhodnoceni eutrofnich heterotrofné aerobnich metabolickych skupin pfi kultivaci.
Molekularni metody ukazuji, Ze ve vzorcich BK-06 a BK-31 dominuji oxidatofi amoniaku,
Zeleza a siry - tedy aerobni autotrofové a nikoli aerobni heterotrofové (nutno podotknout, Ze
oxidace amoniaku a Zeleza nebyla kultivaénimi metodami testovana). Co se tyCe vyuzZivanych
akceptorl elektrond, ukazuji molekularni metody naprostou dominanci aerobnich
mikroorganism, z nichz fada ma moznost vyuzivat dusi¢nany jako TAE. Fermentujici, siran
redukujici a Zelezo redukujici mikroorganismy zde hraji zcela nedulezitou roli (fadové promile
z celkového poctu amplikonl). Metanogeneze v téchto 4 vodach nebyla pfi analyze
nejhojnéjSich OTU detekovana vlabec. Kultivaéni metody byly oproti tomu schopné detekovat
pomeérné prekvapivé mnozstvi reducentll Zeleza a metanogenu. Tento rozdil Ize vysvétlit tim,
Zze k uspésné kultivaci teoreticky staci i malé mnozstvi v plvodnim prostfedi neaktivnich
bunék, které zacnou rast az pfi vyskytu vhodnych podminek (vysev na dané médium).
Kultivacni metody jsou vysoce selektivni a prokazi vyskyt mikroorganismu kultivovatelnych
vdaném médiu, pficemZz znich neni mozné wurCit relativni zastoupeni jednotlivych
metabolickych skupin v pavodnim spoleenstvu. K tomuto GCelu slouzi Iépe molekularni
metody.
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Podzemni prostfedi, jakymi jsou duini dila, vznikla lidskou ¢innosti. Horninové prostredi je zde
ovlivnéné antropogennim plsobenim a tento vliv se promita i do charakteru mikrobialnich
komunit zkoumanych v dulnich dilech. Tak tomu je i v pfipadé dolu Rozna. Mikroorganismy
potfebuji ke svému rustu energii, tu v podzemi, kde neni mozna fototrofie, ziskavaji vyhradné
chemotrofné, tedy oxidacné-redukénimi reakcemi, kde jsou elektrony pfenaseny z donort na
akceptory elektron(l a uvolnéna energie je ulozena do molekul ATP. Energeticky nejvyhodné;jsi
je vzdy prenos elektronl na kyslik, tedy aerobni respirace. Jelikoz jsou duini dila vétrana, je
v dlInich chodbach dostatek kysliku, ktery mikroorganismy vyuzivaji k aerobni respiraci.
V dole Rozna takovyto typ metabolismu zcela jednoznacné prevlada i ve vyvérech &i vrtech,
ze kterych byly vzorky odebrany tésné u vytoku ze stény, tedy bez dlouhého pratoku dulni
chodbou. Je tfeba si uvédomit, ze i do hlubokych vrtl pronika kyslik z dlilnich chodeb a ze pro
rst aerobné respirujicich mikroorganismu staci velmi malé koncentrace kysliku, pravé protoze
se jedna o energeticky vyhodnou reakci. Vyskyt kysliku v téchto prostfedich podporuje
mikrobialni aerobni oxidaci sirnych sloucenin, Zzeleza, dusikatych latek, vodiku metanu Ci jinych
organickych latek, a naopak potlacuje anaerobni metabolismy jako je respirace sirand,
detekovana) nebo fermentace. Nejvétsi mnozstvi obligatnich anaerobu je typicky v biofilmech,
kde ve spodnich mikrovrstvach dochazi kyslik spotfebovavany mikroorganismy rostoucimi ve
vySSich vrstvach biofilmu (napf. biofilm ve vrtu S-26, S-22 nebo fada narlst( odebranych na
24. patfe — vrt 4922, 4674 a mnohé dalSi). O podilu anaerobu v biofilmech rostoucich ve
vétranych dllnich chodbach nerozhoduje poloha mista odbéru (hloubka pod povrchem, ale
se podivat na vzorky vod, u kterych Ize pfedpokladat, Ze anaerobni mikroorganismy jsou zde
unaseneé proudem z hlubSich anoxickych mist v horniné. NejvySSi relativni zastoupeni
sekvenci nalezejicich obligatnim anaerobim byly maximalné jednotky procent z celkového
podilu zjisténych sekvenci. Jedna se pfedevsim o vrt S-1 (vrt je dlouhodobé opatfeny pakrem
a kohoutem a jsou zde méfeny vytoky z vrtu), kde 7 % sekvenci patfi obligatnimu anaerobovi
Ferribacterium limneticum, ktery jako TAE vyuziva fumarat, dusi¢nany nebo Zelezité ionty.
DalSim pfikladem mohou byt vrty a vyvéry BR-21, BR-51, BR-52, BR-53s 3 %, 4 %,2 % a 1,2
% sekvenci obligatnich anaerobU. V téchto vodach se jedna bud o bakterii Levilinea sp., ktera
fermentuje organické latky, nebo o bakterii Alkaliphilus sp., ktera respiruje pomoci siry,
thiosiranu nebo fumaratu. Lze pfedpokladat, Ze obligatné anaerobni metabolismy jsou bézné
ve vétsSi vzdalenosti od dulnich chodeb v horninovém masivu a zrovna tak by previadly
v pfipadé, Ze by doslo k uzavfeni dulniho dila a naslednému ubytku kysliku v dole Rozna.
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V navaznosti na vysledky uvedené v pfedchozich kapitolach byl vytvofen navrh, jak by bylo
vhodné dale postupovat pfi monitoringu mikrobiologické aktivity na zkoumaném tzemi. Vysoky
poCet analyzovanych vzorku a jejich heterogenita umoznil stanovit zakladni omezeni, na které
je tfeba brat v pfipadé dalSich aktivit zfetel. Tato omezeni jsou pfedevsim velka mira ovlivnéni
mikrobiologické diverzity lidskou c¢innosti vedouci k vysokému zastoupeni aerobnich
mikroorganismu a nizka mira oziveni hlubokych podzemnich vod, ktera je typicka pro obdobna
prostfedi a vyrazné zvySuje riziko kontaminace vzorkd.

Jak bylo uvedeno vy$e v textu, pro integritu inZenyrskych bariér v planovaném HU je
potencialné nebezpelna jakakoli mikrobialni aktivita, nicméné jako hlavni nebezpeéné
procesy je tfeba uvazovat mikrobialné indukovanou korozi (pfedevsim siran-redukujici a siru
oxidujici bakterie, Zelezo-redukujici a Zelezo-oxidujici bakterie a nitrat-redukujici bakterie),
ovlivnéni funkénich vlastnosti bentonitu (pfedevSim Zzelezo-redukujici bakterie ale i dalsi
skupiny), jakoukoliv mikrobialni produkci ¢&i konzumaci plynd a mikrobialni produkci
organickych latek. V&echny skupiny, které maji potencial bezpednost HU takto ovlivnit, byly na
lokalité zjistény. PFi nastoleni pro né vhodnych podminek dojde zakonité k jejich rozvoji.
Hlavnim cilem dalSich aktivit by tedy mélo byt nalezeni takovych podminek, které rozvoj
mikrobialni aktivity vyrazné omezi.

V potencialnich hlubinnych ulozistich je planovano anaerobni nastaveni podminek, ve kterém
jsou abiotické i biotické formy zvétravani obalovych material( pomalejsi. Proto je dulezité dalSi
pokusy zabyvajici se mikrobialni diverzitou navrhovat tak, aby se prostfedi, ve kterém pokusy
probihaji, co nejvice podobalo budoucimu realnému ulozisti s anaerobnimi podminkami.
V kapitole 3.2.1 byla demonstrovana metabolicka diverzita mikroorganismd v hlubinném
ulozist ovlivnéném aerobnimi podminkami (antropogenni €innosti — viz kapitola 5). V dalSim
kroku navrhujeme pokusy, kde bude nastolen anaerobni rezim, ktery podpofi rist anaerobnich
mikroorganism(, tedy téch potencialné pfitomnych v podminkach uzavfeného hlubinného
ulozisté. Timto zplsobem bude mozné zhodnotit mikrobialni diverzitu a metabolickou pestrost
mikrobialnich komunit v podzemnich vodach co nejméné ovlivnénych pfitomnosti kysliku.

Budou-li v oblasti PVP Bukov ¢i v dole Rozna planovany dalsi aktivity, kde by bylo vhodné
monitorovat mikrobiologickou aktivitu v podzemnich vodach, tak je tfeba vzdy zvazit cil
experimentu a jim pfizpUsobit i zpusob odbéru, ktery je pro vysledky mikrobiologickych analyz
klicovy. Pro monitoring zmén v anaerobné probihajicich experimentech je zasadni odebirat
vzorky vody z odvzdusnénych zapakrovanych vrtl, kde je minimalizovan obsah kysliku a muze
tak dojit k ustaveni nejvy88i mozné miry redukéniho prostfedi. Pro monitoring je vhodné volit
vrty s nizkou porudenosti horniny. Dale je tfeba vzit v potaz, Ze ustaveni mikrobiologické
rovnovahy trva ur€itou (t€Zko odhadnutelnou) dobu v zavislosti na typu vrtu a dalSich
okolnostech (napf. disturbance v blizkém okoli vrtu), a proto je pfi planovani vesSkerych aktivit
vhodné pocitat s urcitym Casovym odstupem po uzavieni vrtu. Po uzavfeni vrtu totiz dochazi
v postupnym zménam ve slozeni mikrobialniho spoleCenstva do doby, nez je dosazeno
stabilniho, tzv. klimaxového stadia. Teprve vtento moment je mozZné sledovat zmény
v mikrobialnim spektru v zavislosti na jiné proménné, nez je Cas od uzavieni vrtu. Paralelné
s mikrobiologickymi odbéry je pro interpretaci vysledkl zadouci sledovat i hydrochemické
parametry ve vrtu (optimalné in-situ). Idedlni by bylo prodlouzit dobu zaznamu
hydrochemickych parametrii pro dosazeni ustalenych podminek, pfedevSim u méfeni
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oxida¢né-redukéniho potencialu (Eh). Dale by bylo vhodné méfeni doplnit o hydrochemickou
analyzu podzemni vody z filtratu. Tyto doplfiujici analyzy napomohou spolehlivé interpretovat
ziskana data.

Bude-li to mozné, tak optimalni zpUsob odbéru predstavuji v této zpravé predlozené noveé
pasivni vzorkovace. Hlavnim divodem je, Ze filtr, na kterém je zachycena mikrobialni biomasa,
se do nich vklada (a zaroven i vyjima) ve sterilnim prostfedi v laboratofi a nedochazi tedy ke
kontaminaci mikroorganismy vyskytujicimi se v prostfedi podzemnich chodeb. Vzorkovace
jsou pIné sterilizovatelné a umoznuji prefiltrovat vétsSi objem vody. Vysledky naSich méreni
ukazuji, Ze v pfipadé malo ozivenych vrtl je optimalni filtrovat minimalné ffi litry (Iépe pét litrl
a vice) vody, tak aby bylo ziskano dostateCné mnozstvi DNA. Prefiltrovat takové mnozZstvi
podzemni vody je vSak Easoveé i technicky (omezené pfipojeni k rozvodum 220V v podzemnich
podminkach na lokalit€) naro¢né, takZe si postup odbéru bude vyzadovat jesté dalSi
optimalizaci a soucinnost se zadavatelem. Nebude-li z jakéhokoliv didvodu mozné pouzit
pasivni vzorkovac, tak pouziti Sterivex filtr(l se jevi jako dal$i vhodna varianta. Sterivex filtry
se velmi osvédcCily u vzorkd, kde je vySSi mira oziveni.

V ramci feSeni tohoto projektu byly pro uéely mikrobiologickych odbért zapakrovany vrty S-22
az S-26 a bylo by vhodné pokracovat v monitoringu zmén jejich mikrobialniho sloZeni. Az na
vrt S-22 byly hadi¢ky ze vSech ostatnich vrtll vyvedeny az po poslednim odbéru. Bylo by tedy
vhodné sledovat zmény zplUsobené odvzdusnénim vrtu. DalSi vyhodou pokracujiciho
monitoringu té&chto vrtd by bylo ziskani orientaéni pfedstavy, jak dlouho potrva, nez se ustavi
mikrobiologicka rovnovaha po uzavfeni vrtu (coz je poznatek dllezity zejména pro planovani
dalSich experimentl, kde je zvazovano hodnoceni mikrobiologickych parametr().
V neposledni fadé pokracujici monitoring umozni dofesit posledni problematické technické
oblasti pfi pouZiti vzorkovaciho systému, tak aby ho bylo mozné vyuzivat rutinné. Tyto
monitorovaci body je mozné rozSifit o dalsi vrty v oblasti PVP Bukov, kde by byly odbéry
technicky jednodussi (pfedevsim z duvodu dostupnych 220V rozvodu) a vysledky monitoringu
zaroven pravdépodobné (s ohledem na budouci experimenty, kde dodavatel pfedpoklada, ze
budou probihat pfedevsim v oblasti PVP) i relevantnéjsi. Optimalni rozestup pro dlouhodoby
monitoring mezi jednotlivymi odbéry je doba dvou az tfech mésicl (Cerstvé po zapakrovani
vrtu kratsi).

DalSi parametr, ktery velmi pravdépodobné ovlivhuje slozeni mikrobialnich spoleCenstev, je
tlak ve vrtu. Pro studium tohoto vlivu je mozné vyuZzit zapakrované vrty, ve kterych po uzavreni
dochazi k narlstu tlaku, a v nich sledovat zmény ve sloZzeni komunity v zavislosti na hodnotach
tlaku (in-situ tlakové experimenty).

V neposledni fadé by bylo vhodné pozornost zamé&fit i na sesilni mikroorganismy, které
porustaji dostupny substrat (v pfipadé studovaného uzemi pfedevSim horninu). Pro tyto
pfipady jsou v zahraniCi pouzivany pasivni vzorkovaCe s vlozenym inertnim sterilnim
substratem, které jsou umistény do uzavienych vrtli. Jako vhodny substrat, ktery mize byt
vlozen do vzorkovace, by bylo vhodné pouzit sklo, vysterilizovanou nadrcenou horninu
z lokality &i nanovlakenné nosice, jejichz velky povrch umozni pomérné rychly narust
dostate¢ného mnozZstvi biologického materialu (ackoliv v téchto extrémné chudych biotopech
téZko odhadnout, jak rychle tento proces muze trvat). Takovéto nosice je mozné umistit jak do
horizontalnich, tak do vertikalnich vrtd. U vertikalnich vrta by bylo mozné vzorkovace umistit
do ruznych hloubek a sledovat tak vliv hloubky na mikrobialni diverzitu. Pro tyto ucely se jevi
vhodnym napf. vrt S-18.
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Predlozena zavérecna zprava shrnuje vysledky komplexniho mikrobiologického screeningu,
ktery probéhl v dole RoZna a v prostorach PVP Bukov v obdobi od ledna 2018 do ledna 2019.
Celkem bylo pro ucely mikrobiologickych analyz odebrano 129 vzorkd.

Prizkum prokazal vyskyt metabolicky i fylogeneticky rlznorodych skupin mikroorganisma
sekvenacni analyzou amplikond 16S rDNA i kultivanimi metodami. Dale byly vzorky
hodnoceny metodou kvantitativni PCR, ktera cilila na celkovou bakterialni biomasu (gen pro
16S rRNA), siran-redukujici bakterie a denitrifikacni bakterie. Analyza amplikont byla
provedena jak na 12. tak na 24. patfe a prokazala, Ze tato dvé patra se mikrobialnimi
metabolismy vyznamné nelisi. Jediny rozdil, ktery stoji za zminku je vétSi vyskyt aerobnich
methylotrofnich mikroorganismu na 24. patfe. To mGze byt ovSem zplsobeno tim, Ze vétSina
vzorkU zde byla odebrana z mikrobialnich matd (biofilmu) a nikoli z vytékajici vody, které je na
24. patfe nedostatek, nebo tim, Ze prostfedi na 24. patfe je obecné chudsi na vyskyt donoru
elektroni (mozna opét v dusledku nizSich pratok(), a proto prevlada oxidace kratkych
metylovanych organickych latek jako produktl degradace organické hmoty. DalSim
vyznamnym poznatkem je, Ze mikrobialni komunity jsou ve zkoumaném prostfedi dolu Rozna
vyznamné ovlivnény antropogenni ¢innosti, zejména dulnim vétranim a pfitomnosti kysliku
v dalnich chodbach a vrtech. Nasledkem toho predstavuji v dole Rozna obligatné anaerobni
mikroorganismy, které jinak Ize v pfirozeném prostiedi v podobnych hloubkach ocekavat,
vzacnou vyjimku. Mezi nejhojnéji zastoupené funk&ni skupiny patfi mikroorganismy schopné
oxidovat organické latky, slou€eniny Zeleza a siry.

V prabéhu feSeni projektu byl vyvinut a uspésné pouzit vzorkovaci systém pro mikrobiologické
analyzy vyuzivajici pasivni vzorkovace. Tyto pasivni vzorkovace byly umistény na vystupech
z vrtl S-22, S-23, S-24, S-25 a S-26. P¥i jejich pouzivani je umoznéno zachyceni nativniho
druhového spektra mikroorganismu pfitomnych v anaerobnich podzemnich vodach, dale
umoziuji zachytit vétsi mnozstvi biomasy, minimalizovat vliv aerobniho prostfedi
tunelu/budovaného ulozisté a eliminovat vliv sou¢asnych antropogennich zasahl na lokalité.
Na vrtech, kde byly pouzity pasivni vzorkovace, byla rovnéz provedena hydrochemicka in-situ
méfeni.

Na zakladé dosavadnich zjisténi byla formulovana doporu€eni pro pfripadné dalSi aktivity
zahrnujici mikrobiologické analyzy na studovaném uzemi. Jedna se pfedevsim o nastaveni
podminek mikrobiologickych pokusu tak, aby byl ve zkoumaném prostiedi podporfen rust
mikroorganism, které Ize oCekavat v uzavieném hlubinném ulozisti s minimalnim obsahem
kysliku. Cilem tedy bude zaméfit se na diverzitu anaerobnich mikrobialnich skupin.
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