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Seznam pouzitych zkratek:

ASV
DNA
DSR
HU
IOB
IRB
NGS
NIR
NRB
OoTuU
PTFE
gPCR

SOB
SRB
TAE
TUL

unikatni sekvencni varianta (amplicon sequence variant)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
disimilacni sulfit reduktaza

hlubinné ulozisté

zelezo oxidujici bakterie (iron-oxidising bacteria)”

Zelezo redukujici bakterie (iron-reducing bacteria)
sekvenace nové generace (next generation sequencing)
dusitanova reduktaza (nitrite reductase)

dusi¢nan redukujici bakterie (nitrate reducing bacteria)
operacni taxonomicka jednotka (operational taxonomic unit)
polytetrafluorethylen (teflon)

kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain
reaction)

siru oxidujici bakterie (sulphur-oxidizing bacteria)

siran redukujici bakterie (sulfate-reducing bacteria)
terminalni akceptor elektront
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Abstrakt

Predlozena zprava shrnuje vysledky mikrobiologického monitoringu doplnéného o
hydrochemicky in-situ monitoring podzemnich vod z oblasti PVP Bukov a dolu Rozna.
Konkrétné byly mikrobiologicky charakterizovany horizontalni vrty S-23, S-25 a S-26 a svisly
vrt S-18, ve kterém byl sledovan vliv hloubky na mikrobialni spole€enstva. Pro stanoveni
mikrobialni diverzity byly pouzity molekularné biologické metody (konkrétné amplikonova
sekvenace oblasti 16S rRNA a gPCR). Vzorky byly odebirany ze zavodnénych vrtl osazenych
pakry s volnym vytokem vody, ve vétSiné pfipadd pomoci specialnich odbérovych systému.
Celkem bylo v ramci tohoto projektu odebrano 10 vzorkl podzemnich vod, pro Uplnost vSak
byly do hodnoceni zahrnuty i starSi odbéry a odbéry z vrta S-22 a S-24.

Z vysledkl vyplynulo, ze zatimco vrty S-25 a S-26 byly po osazeni pakrem a zavodnéni
charakterizovany anaerobnimi a na biomasu chudymi mikrobialnimi spole€enstvy, ktera jsou
limitovana terminalnimi akceptory elektrond, tak v pfipadé vrtu S-23 dochazi ke kontinualni
(byt obCasné) dotaci kysliku do vrtu. To ma za nasledek fluktuaci mikrobialniho osidleni a
narlst mnozstvi mikroorganismul po osazeni pakrem a zavodnéni vrtu (na rozdil od vrtd S-25
a S-26, kde mnozstvi mikroorganisml po osazeni pakrem a odvzdusnéni vrtl vyrazné
pokleslo). Jako hlavni terminalni akceptory elektront byly vyuzivany kyslik (v pfipadé vrtu S-
23), slougeniny zeleza, sirné slouceniny a CO; (v pfipadé vrtl S-25 a S-26).

Data ziskana v ramci tohoto projektu mohou byt vyuZita pro planovani budoucich in-situ
experimentu.

Klicova slova
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Abstract

The presented report summarizes the results of microbiological monitoring supplemented by
hydrochemical in-situ monitoring of groundwater from the area of the Bukov URF and the
Rozna mine. Specifically, horizontal wells S-23, S-25 and S-26 and vertical well S-18 in which
the effect of depth on microbial communities was monitored, were microbiologically
characterized. Molecular biological methods (specifically amplicon sequencing of the 16S
rRNA and qPCR region) were used to determine microbial diversity. Samples were taken from
the flooded wells that were equipped with packers with free water outflow, in most cases using
special sampling systems. A total of 10 groundwater samples were taken during the project,
but for completeness, older samples and samples from wells S-22 and S-24 were also included
in the evaluation.

The results showed that while wells S-25 and S-26, after equipping the packers and flooding,
were characterized by anaerobic and low-biomass microbial communities, which are limited
by terminal electron acceptors, in the case of well S-23 there is a continuous (albeit
intermittent) oxygen supply to the well. This results in fluctuations in microbial population and
an increase in the number of microorganisms after equipping the packer and flooding the well
(unlike wells S-25 and S-26, where the number of microorganisms after equipping the packers
and venting the wells decreased significantly). Oxygen (in the case of well S-23), iron



compounds, sulfur compounds and COz (in the case of wells S-25 and S-26) were used as the
main terminal electron acceptors.

The data obtained from this project may be used to plan future in-situ experiments.
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1 Uvod

Mikrobiologickym pomériim v oblasti PVP Bukov a dolu Rozna byla dosud vénovana
pozornost v ramci projektu ,Mikrobiologicky screening PVP Bukov a dolu Rozna“ (Steinova et
al. 2019) a okrajové také v projektu ,Mikrobialni koroze za podminek hlubinného ulozisté pro
koncepci ocelovy UOS — zhutnény bentonit* (Cernik et al. 2016). V pribé&hu realizace prvniho
uvedeného projektu probéhl detailni screening mikrobialniho osidleni horninového prostfedi
PVP Bukov a dolu Rozna. Studovany byly vzorky podzemnich vod a mikrobialnich narasta
zoblasti 12. a 24. patra. Zaroven byl pro spolehlivéjsi vysledky mikrobiologickych analyz
vyvinut vzorkovaci systém pro odbéry z vytékajici vody ze zavodnénych vrtl. Hlavni sou€asti
tohoto systému je pasivni vzorkovacC slouzici k zachyceni mikrobialni biomasy v podzemni
vodé. Tento vzorkovaci systém minimalizuje vliv aerobniho prostfedi dulnich chodeb a
eliminuje tak vliv antropogennich zdsahl na lokalité. Mikrobialni diverzita podzemnich vod
volné vytékajicich z vrtll neosazenych pakry je obvykle ovlivnéna predevsim pfitomnosti
kysliku a neodpovida tedy situaci v chudych hlubinnych anaerobnich vodach ani podminkam,
které budou panovat po vétsinu Zivotnosti HU.

Tento projekt navazuje na prfedchozi prace a zaméruje se na doplfiujici monitoring vybranych
podzemnich vod z oblasti 12. patra — konkrétné vrta S-23, S-25 a S-26, které byly studovany
jiz v ramci pfedchoziho projektu. Cilem monitoringu téchto vrtu je sledovat vyvoj mikrobialnich
komunit v zavodnénych vrtech, ve kterych je minimalizovan vliv kysliku pfitomného v duinich
chodbach, tak aby co nejlépe simulovaly budouci podminky v HU, v &ase. Do monitorovaciho
planu byl také zaclenén vertikalni vrt S-18, ktery nahradil vrty, které byly vyuzity pro jiné
vyzkumné aktivity v ramci rozSifovani PVP Bukov. Ve vrtu S-18 byl studovan vliv hloubky na
sloZeni mikrobialnich komunit (vzorky byly odebirany z hloubky 1 a 5 metr(). VSechny ziskané
vzorky byly podrobeny molekularné-biologickym mikrobiologickym analyzam (amplikonova
sekvenace oblasti 16S rRNA a kvantitativni PCR). Paralelné probihal hydrochemicky in-situ
monitoring studovanych podzemnich vod. Hlavnim vystupem provedenych analyz je stanoveni
funkéniho profilu mikrobialnich spoleCenstev vyskytujicich se ve studovanych podzemnich
vodach. Paralelné s mikrobiologickymi odbéry probihala in-situ méfeni hydrochemickych
parametrl. Takto ziskana data budou moci byt vyuzita pro planovani budoucich in-situ
experimentu, ve kterych bude planovan monitoring mikrobiologickych pomérd, a slouzi pro
korelaci a interpretaci nepfimych ukazateld mikrobialniho osidleni jako je slozeni vody a jeji
hydrochemické vlastnosti.



2 Metodika

2.1 Vybér monitorovanych podzemnich vod

Vybér studovanych vrtd vychazel z pfedchoziho mikrobiologického projektu feSeného na PVP
Bukov a v dole Rozna ,Mikrobialni screening PVP Bukov a dolu Rozna“ (Steinova et al. 2019).
V ramci tohoto projektu byly vrty S-22, S-23, S-24, S-25 a S-26 osazeny pakrem a nasledné
zde probéhlo nékolik odbért (celkem 2-4; v nékterych pripadech byly odebirany také vzorky
mikrobialnich matu). Vrty S-22 a S-24 byly pozdéji v ramci rozSifovani PVP pouzity pro jiné
vyzkumné ucely, proto byl do vzorkovaciho planu zac¢lenén vertikalni vrt S-18, ktery se nachazi
v oblasti PVP Bukov, ktery dfive nebyl mikrobiologicky monitorovan. V pfipadé tohoto vrtu byla
pozornost vénovana vlivu hloubky na mikrobialni spoleCenstva a vzorky proto byly odebirany
z hloubek 1 a 5 m. Umisténi jednotlivych vrtli je znazornéno na Obr. 1.



Mikrobiologicky monitoring vybranych podzemnich vod PVP Bukov a dolu RoZna TZ 547/2021

Dul Rozna | - 12. patro S
Méfitko: 1:5000

LREELTTETE o

B

PVP Bukov %
|. Etapa / = \
g E-—- . I'.

|\

Obr. 1 Lokalizace vrtd monitorovanych v ramci tohoto projektu (oznaleny cervené) a v ramci
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Vrty S-23 a S-26 byly osazeny pakry 15. 11. 2018, vrty S-22, S-24 a S-25 byly osazeny dne
29. 11. 2018 (Tab. 1). Pro pfirozené ustaleni hydrochemickych a mikrobiologickych podminek
ve vrtech byly vrty ponechany po dobu vice nez 5 tydnu utésnéné s pfirozenym vytokem. Pro
dikladné odvzdusSnéni vrtd a zajisténi co nejvice anaerobnich podminek byla 9. 1. 2019
uroven hladiny vyvedena cca 1 m nad usti vrta (v pfipadé vrtu S-22 se tak stalo jiz 29. 11.
2018). Vrt S-18 byl uzavien 17. 10. 2018.

Tab. 1 Informace o zkoumanych vrtech a mikrobiologickych odbérech

Celkovy ,
Vrt Uklon/ délka Datu[n . Datumv . . | Aktualni stav pocet Zpu§ob
uzavreni odvzdusSnéni Y odbéru
odbéru vod
Neni mozné ho|2 Odb&row
S-22 [0°/107,1m |29.11.2018 |29. 11. 2018 |dale vyuzivat pro ) y
Y systém
odbéry.
S-23 |+5°169,.8 m |15.11.2018 |9. 1. 2019 |V Poradku 4 Odberovy
systéem
Neni mozné ho|5 Odb&rovy
S-24 |0°/124 m 29.11.2018 |9. 1. 2019 dale vyuzivat pro ) y
Y systém
odbéry.
s-25 |-2°7166,5m |29.11.2018 |9.1.2019 | Poradku 4 Odberovy
systém
S-26 |-2°1121.8m |15.11.2018 |9. 1. 2019 | Poradku 4 Odberovy
systém
S-18 [-90°51m | 18.10.2018 |- V poradku 4 (2 hloubky | Sterivex
x 2 odbéry) |filtry

2.2 Odbéry vzorku podzemnich vod pro mikrobiologické
analyzy

Odbéry vzorku podzemnich vod realizované v ramci tohoto projektu probéhly 8. 12. 2020 a 2.
2.2021.

V pfipadé vrtd S-23, S-25 a S-26 byly pro odbéry vzorkd pro mikrobiologické analyzy pouzity
odbérové systémy (Obr. 2, Obr. 3, Obr. 4, Obr. 5) vyvinuté pro pfedchozi projekt. Tyto plné
sterilizovatelné, lehce instalovatelné a snadno modifikovatelné vzorkovace se osazuji na
vystup z vrtl s vyraznéjSimi vytoky podzemni vody a umoZzZiuji zadrzet v této vodé se
vyskytujici mikroorganismy. P¥i jejich pouzivani je umoznéno zachyceni nativniho druhového
spektra mikroorganism0 pfitomnych v anaerobnich podzemnich vodach (které bude pro
budouci dlouhodoby vyvoj hlubinného Ulozisté ur€ujici). Dale umoziuji zachytit biomasu
z vyrazné veétSiho objemu vody, minimalizovat vliv aerobniho prostfedim tunelu/budovaného
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Ulozisté a eliminovat vliv souCasnych antropogennich zasahl na lokalité. BIlizSi popis
vzorkovaciho systému je k dispozici ve zpravé Steinova et al. 2019.

1mbar oL

Obr. 2 Znazornéni kompletniho systému pro odbér mikrobiologickych vzorkt z podzemnich vod
vyuZivajici zasobnik s podtlakem. Popis pouZitych komponent: 1) Nerezovy mechanicky obturator, 2)
PTFE hadicka (@ 10 mm), 3) drzak filtru (Sartorius) do kterého je vkladan filtr o porozité 0,22 um, 4)
pfechodova nadoba Fisher (objem 2 litry), 5) kulovy ventil, 6) tlakové nadoba s podtlakem

Duraporovy filtr o priméru 47 mm s velikosti port 0,22 um (Merck, Némecko) byl s predstihem
v laboratofi za sterilnich podminek nainstalovan do sterilizovaného drzaku filtrd (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 vakuové filtrace. U vSech vrtl bylo mozné v omezené mife filtrovat vodu
pomoci tlaku ve vrtu bez nutnosti vytvofeni podtlaku, vakuova filtrace vS§ak podstatné zkratila
Casy odbéra.

Po pfipojeni filtracni cely byl v pfipadé vrtt S-25 a S-26 vytvoren podtlak (v pfipadé vrtu S-23
to nebylo nutné) a prefiltrovana voda o objemu v rozmezi 4,6 — 10,1 litrd vody pfes filtr.
Nasledné byla filtraCni cela i s filtrem odpojena, umisténa do sterilniho PE obalu a v transportni
ledni¢ce prevezena na TUL do molekularné-biologické laboratofe pro analyzu zachycené
biomasy. Filtry byly z drzédkd vyjmuty za sterilnich podminek v laboratofi a nasledné byly
zamrazeny do dal$iho zpracovani. Zachyceny filtrat byl vyuzit pro hydrochemickou analyzu.

12
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Obr. 3 Odbér vzork( vody pro mikrobiologické analyzy (vzorkoval oznacen S$ipkou) a paralelni
hydrochemicky monitoring — vrt S-23
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Obr. 4 Odbér vzorkl vody pro mikrobiologické analyzy (vzorkovac oznacen Sipkou) — vrt S-25

Obr. 5 Odbér vzorkt vody pro mikrobiologické analyzy (vzorkovac¢ oznacen Sipkou) — vrt S-26
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Vzorky pro mikrobiologické analyzy z vrtu S-18 byly odebirany jinym zplsobem (Obr. 6),
jelikoz vySe popsany odbérovy systém se vzorkovacem v tomto pfipadé nebylo mozné pouzit.
Voda byla odebirana za pouziti jednorazovych sterilnich rukavic a sterilnich odbérovych nadob
a filtrd a poté byla sterilni jednorazovou 50 ml stfikadékou Omnifix (BBraun, Svycarsko)
filtrovana pomoci vakuové filtrace pres sterilni filtry Sterivex (0,22 um, Millipore, Némecko).
Filtry Sterivex zachycuji bufiky mikroorganismua pfitomné ve vodé a umozniuji jednoduchou
manipulaci pfi pfepravé i nasledné izolaci DNA, omezuji také moznou kontaminaci
nezadoucimi mikroorganismy, coz je pfi odbéru vod s malou koncentraci mikroorganismu
(typicky podzemni vody) dllezita vyhoda. Filtry Sterivex se zachycenymi mikroorganismy byly
ulozeny do sterilnich sacku, zmrazeny a poté v chladni¢ce s chladicimi blo¢ky pfevezeny na
TUL do mrazaku s teplotou -80 °C, kde byly uloZeny pro naslednou izolaci DNA.

Obr. 6 Odbér vzorkl podzemni vody z vrtu S-18 (vlevo), nasledna podtlakova filtrace pres Sterivex filtry
(vpravo)

2.3 Mikrobiologické analyzy

Pro studium mikrobidlni diverzity ve vzorcich podzemni vody byly vyuZity postupy zaloZené na
analyze DNA. Pro extrakci DNA ze vzorkd podzemni vody byl, stejné jako v pfedchozich
projektech, vyuzivan kit PowerWater DNA Isolation Kit (Qiagen, USA). Extrakce DNA
probihala dle instrukci uvedenych v protokolu vyrobce kitu. Koncentrace ziskané DNA byla
posléze zmérena 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 primer 530F (Dowd et al. 2008) a 802R
(Claesson et al. 2009). Spole¢né s nové ziskanymi vzorky byly znovu osekvenovany i vzorky

vvvvvv

Hrubé sekvence byly zpracovany pomoci programu QIIME2 verze 2021.4 (Bolyen, Rideout et
al. 2018). Sekvence byly demultiplexovany a filtrovany na zakladé kvality pomoci aplikace g2-
demux pluginu. Nasledné byly zbaveny Sumu pomoci algoritmu DADAZ2 (Callahan, McMurdie
et al. 2016) pouzitim pluginu q2-dada2. Nasledné byly vytvoieny unikatni sekvenéni varianty
(tzv. ASVs, z anglického amplicon sequence variant) (Callahan, McMurdie et al. 2017). Jedna
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se o taxonomické jednotky podobné dfive pouzivanym OTU (operational taxonomic unit).
Koncept OTU definovanych na zakladé podobnosti (obvykle 97%) je ale v poslednich letech
opous$tén a misto OTU byvaji pouzivany pravé ASV. Nakonec byla vytvofena finalni tabulka s
pocty vSech ASV ve vzorcich. Jednotlivé ASV byly identifikovany pomoci q2-feature-classifier
pluginu (Bokulich, Kaehler et al. 2018) za pomoci “classify-sklearn naive Bayes" algoritmu proti
databazi SILVA verze 138 (Quast, Pruesse et al. 2012). Nasledné bylo po odstranéni

mikroorganismu.

Pro detekci a relativni kvantifikaci konkrétnich funké&nich skupin mikroorganisma (konkrétné
siran-redukujici bakterii, denitrifikaCni bakterii, Zelezo-redukujicich bakterii a celkové
bakterialni biomasy) byla vyuzita metoda kvantitativni PCR (gqPCR). Konkrétné byly
amplifikovany geny kédujici expresi disimilaéni sulfitreduktazu (dsrA; pro siran-redukujici
bakterie) a gen kédujici disimilacni N2O reduktazu v pfipadé denitrifikaCnich bakterii. Zastupci
Celedi Geobacteracreae, mezi které se fadi velké mnozstvi zelezo-redukujicich bakterii (IRB),
byli amplifikovani pomoci specifickych primerQ cilici na oblast 16S rRNA. 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
Ben-Dov et al.
RH1-dsr-F GCCGTTACTGTGACCAGCC SRB: gen koéduijici 2007
disimilacni
RH3-dsr-R GGTGGAGCCGTGCATGTT | sulfireduktazu (dsra) | Ben-Dovetal
2007
nosZ-F CGYTGTTCMTCGACAGCCAG Geets et al.
NRB: gen kodujici 2007
disimila¢ni N2O
nosZ 1622R CGSACCTTSTTGCCSTYGCG reduktazu Geets et al.
2007
Geo494F AGGAAGCACCGGCTAACTCC Holmes et al.
Geobacteraceae 2002
Geo825R TACCCGCRACACCTAGT (IRB) - 16S rRNA  Anderson et al.
1998
16SqPCR-F Nadkarni et al.
univerzalni 16S
16SqPCR-R | GGACTACCAGGGTATCTAATC rRNA primery Nadkarni et al.
CTGTT 2002
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2.4 Hydrochemicky monitoring

2.4.1 Metodika méreni in-situ

Méfeni zakladnich hydrochemickych parametra (pH, Eh, O, teplota,) ve studovanych vrtech
bylo provadéno v prato¢né cele, ktera umoznuje méfeni parametra v pratoku bez pfistupu
vzduchu (Obr. 7). Po pfipojeni byla cela dikladné proplachnuta podzemni vodou a zahajen
zaznam mérenych hodnot. Na zakladé predeslych vysledkl (uvedené ve zpravé Steinova et
al. 2019) byly prodlouzeny méfici intervaly a tim sledovany ustalené podminky
hydrochemickych parametra.

V pfipadé pfirozeného pretlaku ve studovaném vrtu byla méfeni provadéna soucasné pfi
filtraci roztoku. V pfipadé, ze byl pro odbér mikrobiologické biomasy pouzit podtlakovy systém,
bylo méreni hydrochemickych parametr provedeno po tomto odbéru.

Obr. 7 Méreni zakladnich hydrochemickych parametri (teplota, pH, ORP, O5) v pruto¢né cele

Mé&reni 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 kalibrovany 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 sifiCitanu sodného podle DIN EN
25814/1SO 5814. Kalibrace ORP sondy byla proveden na standart RH28. Hodnoty ORP byly
prepocteny na vodikovou elektrodu (Uret /4214 mV).
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Pro studium vertikalni distribuce méfenych parametr byl vybran vrt S-18 v rozrazce ZK-3S
(PVP Bukov, 12. patro). Méfeni vybranych hydrochemickych parametrd (pH, oxida¢né
reduk&niho potencialu (ORP), obsah rozpusténého kysliku (LDO), elektricka vodivost (EC) a
teplota vody) bylo provadéno i v hloubkovém intervalu 0 — 48 m pomoci multiparametrické
sondy MS5 fy OTT s kontinualnim zaznamem dat. Vice informaci o mérenich, které byly
v tomto vrtu provedeny v minulosti, je k dispozici ve zpravé Havlova et al. 2018.

2.4.2 Chemické analyzy vzorku

Filtrat po odbéru vzorku byl nasledné stabilizovan a pfevezen do laboratofe na chemické
analyzy. Zakladni chemické ukazatele vod byly stanoveny ve zkusebni laboratofi 1611 na TUL.
Kationty (Mg, Ca, Na, K, Fe, Cr, Al) byly stanoveny spektroskopicky (ICP-MS, Perkin Elmer,
Nexion). Vzorky pro tuto analyzu byly po filtraci fixovany béhem odbérl on-site. Individualni
LOQ hodnoty se pohybovaly v rozmezi 0,005-0,5 mg/l (Piiloha 1) (CSN EN ISO 17294-2).
Amonné ionty byly stanoveny dle CSN ISO 7150-1 (757451) se spektrometrickou indikaci.
Anionty (CI, Br, F, NOz, NOs, SOs%, POs*) byly stanoveny iontovou chromatografii s
vodivostni detekci (Thermo Dionex, ICS 2100) podle CSN EN ISO 10304-1. Rozpousténé
formy sulfidd byly stanoveny spektrofotometricky s indikatorem methylenovou modfi podle
CSN 83 0520-16 (830520) a CSN 83 0530-31 (830530).

Neutralizaéni kapacita byla stanovena titracné s fenolftaleinovou indikaci na pH 8,3 a
methylenovou oranzi na pH 4,5 podle CSN EN ISO 9963-1 a CSN 757372. Uhligitany a
hydrogenuhligitany byly kvantifikovany dopoétem podle CSN EN ISO 757373. Celkovy
organicky uhlik (TOC) byl stanoven dedikovanym analyzatorem Multi N/C (Analytic Jena) dle
CSN EN 1484 (757515).
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3 Vysledky

3.1 Hydrochemicky monitoring

Hydrochemicka méfeni byla provadéna v prutocnych celach a hlavnim cilem méfeni bylo
predevsim ziskat informace o Eh podminkach ve studovanych vrtech. Ze zaznamu hodnot je
mozné pozorovat postupné ustalovani hodnot v priibéhu mérfeni.

NejniZsi hodnoty Eh byly naméfeny u vrtu S-25, kdy se hodnoty Eh (sney pohybovaly az kolem
— 164 mV a obsah rozpusténého byl O, pod mezi detekce (< 0,01 mg/l) (Obr. 8). Hodnoty pH
se pohybuji v rozmezi mezi 9,1 a 9,5. Naméfena vodivost byla kolem 359 uS/cm.
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Obr. 8 Zaznam hydrochemickych parametr( (pH, Eh, T, O2) mérenych v pratocéné cele (vrt S-25)

U vrtu S-26 byl sledovan postupny pokles hodnot Eh na hodnoty kolem - 66 mV a - 147 mV.
Pro srovnani vyvoje hodnot Eh jsou zobrazena i méfeni z roku 2019. Obsah O, se pfi méfeni
pohyboval pod mezi detekce a -pH bylo naméfeno v intervalu mezi 8,7- 8,9. Elektricka vodivost
je kolem 329 pS/cm (Obr. 9).
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Obr. 9 Zaznam hydrochemickych parametr( (pH, Eh, T, Oz) méfenych v prutoéné cele (vrt S-26)

Nestandartni chovani a priibéhy mérfenych parametrd byly sledovany u vrtu S-23. U vrtu S-23
je mozné pozorovat rychlé zmény méfenych parametr( v zavislosti na otevieni/uzavreni vrtu
Ci zmény vysSky vytoku vrtu. Chovani je pravdépodobné ovlivnéné tlakovymi poméry, které
uréuji komunikaci vrtu s dalSimi ¢astmi dulniho dila (vrt prochazi chodbou, ktera slouzi jako
tlakova zatka). Pfi zapakrovani vrtu (popf. vySSi urovni zhlavi vrtu) je mozné sledovat pokles
hodnoty Eh a sou€asné hodnot rozpusténého O,. V pfipadé otevieni vrtu i snizeni vy3ky usti
vrtu je mozné sledovat velice rychly narlst obsahu O, a hodnot Eh. Hodnoty pfi otevieném
vrtu (i snizeni urovné zhlavi) se pohybovaly az kolem 350 mV, kdeZto pfi uzavieni vrtu klesaly

na hodnoty Eh az kolem -55 mV. Naméfena koncentrace O byla pfi otevieniaz kolem 9 mg/l,

pfi uzavieni/zvySeni urovné zhlavi klesaji obsahy O» na hranici detekce. Pro podrobnéjsi

sledovani téchto zmén, bylo provedeno opakované méfeni ve vrtu S-23 od roku 2019 (Obr.

10).

Eh (mV)

mg/|

3:36:00 4:48:00 6:00:00

s23_0,

3 9122020
* 8122020
* 122021
222021

*17.521

,

. \

0:00:00 0:28:48 0:57:36 1:26:24 1:55:12 2:24:00 2:52:48 3:21:36 3:50:24

cas

$23_pH
8,5
845 8122020
sa © 122021
L 83
83 ’
8,2
82
0:00:00 0:28:48 0:57:36 1:26:24 1:55:12 2:24:00 2:52:48 3:21:336 3:50:24
tas
S23_T
18
16
e ————— © 8.12.202

T°C)

4]
0:00:00 0:28:48 0:57:36 1:26:24 1:55:12 2:24:00
tas

2:52:48 3:21:36 3:50:24

Obr. 10 Zaznam hydrochemickych parametra (pH, Eh, T, O2) mérenych v pritoéné cele (vrt S-23)



S ohledem na pozadavek sterilizace odbérového systému, byly odbéry vzorkd vody z vrtu S-
18 provadény podtlakovou filtraci pomoci nerezovych kapilar. Tento zplsob odbéru vSak
neumoznuje pfimé méfeni hydrochemickych parametr( v pritocné cele. Z predeslych méreni
(Havlova et al. 2018) je mozné v uzavieném vrtu S-18 sledovat ustalovani hodnot pfi
dlouhodobém mérfeni. Ustalené hodnoty Eh byly naméfeny v hloubce 3 a 5 m az kolem -250
mV, s obsahy rozpusténého kysliku pod mezi detekce elektrochemické sondy. Primérné
hodnoty pH se pohybuiji kolem 8,15 a elektricka vodivost 300 uS/cm.
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Obr. 11 Dlouhodobé méreni Ehshe) ve vrtu S18 (ZK3-S) v hloubce 5a 3 m (8.8.- 12.9.18)

Vysledky hydrochemickych analyz odebranych vzork( vod z vrtd jsou uvedeny v Pfiloze 1.
Zakladni chemickeé slozeni studovanych podzemnich vod bylo vyneseno do Piperova a Durova
diagramu (Obr. 12) Studované vody jsou pfevazné typu Ca- HCO3-SO4 (S-18) popf. Na-HCOs-
S04 (vrty S-25 a S-26). Obecné Ize fici, Ze zméfené hodnoty jsou v souladu z dosud ziskanymi
poznatky z dolu Rozna a PVP Bukov.
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Obr. 12 Viysledky chemickych analyz podzemnich vod z vrtu S18, S23, S25 a S26 vyneseny v Durovové
a Piperové diagramu
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3.2 Mikrobiologické analyzy

3.2.1 Extrakce DNA

Vysledky extrakce DNA z vodnich vzorkl jsou zobrazeny na Obr. 13. Je patrné, Ze mnozstvi
ziskané DNA bylo obvykle velmi malé, v nékolika pfipadech byla koncentrace DNA dokonce
pod detekénim limitem (10 pg/uL). To vypovidad o velmi malém osidleni studovanych
podzemnich vod. Takto nizké koncentrace DNA (typické pro mikrobiologicky chudé vzorky
hlubokych podzemnich vod) jsou vSak problematické z hlediska nasledného zpracovani.
Vyrazné se zvysuje riziko kontaminace, kdy dojde k pfehluSeni signalu ze vzorku cizorodou
DNA, ktera se vyskytuje v pouzitych chemikaliich a kitech (nap¥. Salter et al. 2014) i v okolnim
prostfedi (Engel et al. 2019).
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Obr. 13 Vysledky extrakce DNA ze vzorkt podzemnich vod

3.2.2 Sekvenaéni analyza — hodnoceni metabolické diverzity

Ze sekvenace 38 vzorkl (vzorky ze soucasného i minulého projektu) bylo ziskano 2 599 037
sekvenci (minimum: 20 564 sekvenci na vzorek, maximum: 113 890 sekvenci na vzorek)
rozfazenych do 9 904 ASV (bez singleton(). Nejhojnéjsi zjisSténa ASV jsou zobrazena na Obr.
14 a pro priblizeni jejich povahy je k nékterym znich dopInén jejich charakteristicky
metabolismus.

V pfipadé pomérné velkého poctu zjisténych ASV nebylo mozné zjistit jejich identitu. U
nékterych vzorku takovéto ASV tvofi vice nez 80% (napf. vzorky z vrtu S-18). Ackoliv k témto
ASV nejsme schopni pfifadit jejich funk&ni metabolické charakteristiky, pfi podrobnéjsim studiu
vysledkl je patrné, Zze nékteré z nich jsou pro jednotlivé vrty ur€ujici. Skutecna funkéni
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diverzita v téchto vzorcich zUstava proto stale z velké ¢asti zastfena. V pfipadé vrtu S-18 tvori
napf. vyznamnou ¢ast zjiSténé diverzity neznamy zastupce €eledi Oxalobacteraceae, ktery je
pro pomeéry ve vrtu pravdépodobné velmi vyznamny. Zastupci této Celedi vS§ak mohou byt
striktni aerobové i anaerobové a mohou vykazovat rozlicné metabolismy a neni tak tedy mozné
danou bakterii vice pfiblizit.
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Obr. 14 Nejhojnéjsi ASV zjisténé amplikonovym sekvenovanim oblasti 16S rRNA. K vybranym ASV jsou
doplnény jejich typické metabolické viastnosti.

3.2.2.1 Srovnani mikroorganismu z hlediska jejich vztahu ke kysliku

Srovnani jednotlivych vzorkd z hlediska jejich vztahu ke kysliku je zobrazeno na Obr. 15.
Z vysledkl je patrné, Ze ve v8ech vzorcich s vyjimkou vzorku z vrtu S-18 z 1 m pfevladaji
anaerobni mikroorganismy (av8ak v pfipadé tohoto vzorku se podafilo urc€it metabolicky profil
pouze u 13% z celkové zjisténé diverzity). Zbylou ¢ast mikroorganismi nebylo mozné na
zakladé sekvenalnich dat pfesné taxonomicky ur€it a metabolicky profilovat, protoze
sekvence téchto mikroorganismu nejsou anotovany ve vefejnych databazich jako je SILVA ¢i
GenBank.. Vzorky odebrané z hloubky 5 m z téhoZz vrtu byly jiZ pfevazné obligatné anaerobni
(av8ak i zde byla urena pouze mala &ast celkové funkeni diverzity).
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V pfipadé vrtu S-23 doSlo po uzavieni a odvzdudnéni k poklesu aerobnich bakterii, avdak
mnozstvi obligatnich, respektive fakultativnich anaerobu je nadale proménlivé a zdanlivé
nesleduje zadny trend. Tato proménlivost ve slozeni mikrobialniho spole€enstva je vSak
pravdépodobné reakci na nestabilni poméry panujici v tomto vrtu, kdy dochazi €asto ke
zménam obsahu kysliku. Na toto jsou dobfe adaptovani pravé fakultativni anaerobové, ktefi
tyto zmény toleruji. Ve dvou odbérech z roku 2020 tyto mikroorganismy dominuiji.

Ve vrtu S-25 doslo po uzavieni a odvzdudnéni také ke zménam funkéniho spektra. Piekvapivy
je narlst aerobnich organisma, ktery je z velké €asti zplsoben bakterii nalezejici do rodu
Silanimonas. Tento rod v sou€asnosti obsahuje tfi druhy izolované z velmi rtznorodych
prostfedi: z horkych prament, sedimentl mangrove a z vodniho kvétu (Chun et al. 2017).
Mimo narlst tohoto rodu doSlo k narGstu dalSich mikroorganismu, které nebylo mozné
identifikovat. NejhojnéjSim uréenym mikroorganismem byl v poslednich odbérech striktni
anaerob Methanobrevibacter.

Vrt S-26 byl po uzavieni a odvzduSnéni charakterizovan pfevazné obligatné anaerobni
mikrobialni komunitou, ktera byla navic i velmi stabilni v Case.

Vrt S-24 vykazoval prekvapivé po uzavieni (avSak pfed odvzdusnénim) pokles obligatné
anaerobnich mikroorganismu. V poslednim odbéru z vrtu S-24 (z 9. 1. 2019) dominoval
zastupce rodu Sulfuricurvum. Tento rod patfi mezi siru-oxidujici bakterie (SOB) a je
fakultativné anaerobni (toleruje nizké hladiny kysliku). Vrt S-24 byl uzavien kratkym pakrem,
ktery plné netésnil, a zda se, ze tyto podminky podpofily vyrazny rozvoj tohoto
mikroorganismu. Rod Sulfuricurvum se pfed uzavienim vrtu vyskytoval v mikrobialnim matu
v usti vrtu spole¢né s rodem Thiobacillus, ktery ma v8ak vysSi naroky na kyslik.

Zajimavy je vliv hloubky ve vrtu S-18. Ackoliv bylo mozné metabolicky charakterizovat pouze
menSi Cast celkové zjisténé mikrobialni diverzity v tomto vrtu, tak je zde patrny narast
obligatnich anaerobl smérem do vétsi hloubky. V hloubce 1 m se vyskytovalo vyrazné vice
aerobnich &i fakultativné anaerobnich mikroorganismu ve srovnani s 5 m.
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Mikrobiologicky monitoring vybranych podzemnich vod PVP Bukov a dolu RozZna TZ 547/2021
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Obr. 15 Porovnani mikrobialnich spolecenstev z jednotlivych vzork( podzemnich vod z hlediska jejich
vztahu ke kysliku

3.2.2.2 Srovnani mikroorganismi z hlediska vyuzivanych terminalnich
akceptort elektront

Na Obr. 16 je zobrazena posloupnost redoxnich reakci a terminalnich akceptoru elektront
(TAE) vyuzivanych mikroorganismy v zavislosti na redoxnim potencialu prostfedi. Kyslik
predstavuje termodynamicky nejvyhodnéjSi TAE, proto je pfi jeho dostatku vyuzivan
mikroorganismy jako vyhradni TAE. Pfi jeho nedostatku mikroorganismy vyuzivaji alternativni
TAE. V zasadé plati nasledujici posloupnost: redukce dusi¢nani — redukce manganu —
fermentace (organicka latka je vyuzZivana zaroven jako TAE i donor elektronl) — redukce
Zelezitych slou€enin — redukce sirand — metanogeneze.
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Obr. 16 Posloupnost redukcnich reakci a terminalni akceptory elektront

Na Obr. 17 je srovnani jednotlivych vzorkud z hlediska hodnoceni vyuzivanych TAE. Z vysledku
je patrné, Ze u vétSiny vzorkd mikroorganismy vyuzivaji alternativni TAE a nikoliv kyslik.
Vyjimku tvofi nékteré odbéry z vrtu S-23, kde dominuji zastupci Pseudomonadaceae, pro které
je charakteristicka schopnost respirovat kyslik, dusi¢nany a v nékterych pfipadech i zelezité
slou€eniny (na obrazku znazornéno jasné modrou a tmaveé Sedou barvou). DalSi vyjimku tvofi
posledni odbér z vrtu S-24 (z 9. 1. 2019), ve kterém dominoval rod Sulfuricurvum (popsano
vySe v kapitole 3.2.2.1).

Z alternativnich TAE se v pfipadé studovanych vrt uplatiiuji sirany, Zelezité slou¢eniny a COa.
V mensi mife mohou byt vyuzivany také dusicnany, ale miru jejich realného vyuziti neni mozné
presné stanovit, jelikoz schopnost redukovat dusi¢nany byva bézna u mnoha mikroorganisma
vyuzivajici jako TAE Kkyslik. DusiCnany se také v hlubinnych podzemnich vodach pfirozené
nevyskytuji a jsou vzdy kontaminacemi zpusobenymi lidskou €innosti (napf. zemédélstvi). To,
Ze byly pomérné hojné zachyceny termodynamicky nepfiliS vyhodné procesy jako redukce
sirand ¢i metanogeneze, poukazuje na to, Ze limitujici pro rozvoj mikroorganismu ve
studovanych vrtech jsou TAE, nikoliv donory elektront (nej¢astéji organické latky ¢i Hz). Toto
zjisténi je podpofeno pomérné vysokym zastoupenim fermentace.

Zelezité slouceniny byly jako TAE vyuZivany omezeng, nejvice ve vrtu S-26 v odbéru z 9. 1:
2019. V tomto vzorku dominoval zastupce rodu Ferribacterium. V mensi mife byl tento rod
zastoupen v nékterych odbérech z vrtu S-25.

Sirany byly jako TAE nejvice vyuzivany ve vrtech S-24, S-25 a S-26. Tomu odpovida i sulfan
zjistény ve vrtech S-25 a S-26 (ve vrtu S-24 nebyl sulfan analyzovan). NejCastgji se vyskytujici
rody SRB byly Desulfitobacterium, Desulfosporosinus a Desulfotomaculum. Ve vrtu S-23 se
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zastoupeni SRB ménilo v Case, pravdépodobné v zavislosti na mnozstvi kysliku ve vodé ve
vrtu.

Metanogeneze (redukce CO; na metan) byla nejvice pozorovana ve vrtech S-25 a S-26, coz
poukazuje na velmi chudé poméry v téchto vrtech a na vysokou miru anaerobie (coZ odpovida
i vysledkim hydrochemickych méfeni). Ve vrtu S-23 bylo mnozstvi metanogend proménlivé,
avsak v pribéhu nékterych odbérl v ném bylo zaznamenano velké mnozstvi nezapachajiciho
plynu. Z metanogennich mikroorganisma zde byl zjistén Methanobrevibacter, ktery oxiduje
vodik.

Mikrobialni fermentace organickych latek byla nejvice zastoupena ve vrtu S-22, S-25, S-26 a
v hlubSich ¢astech vrtu S-18. Pokud byla detekovana pfed uzavienim vrtu (napf. vrt S-24), tak
to poukazuje na vyskyt biofilmd ¢i sedimentu, ve kterych se vyskytuje dostatek organické
hmoty. Do hlubsSich &asti téchto narustl nepronika kyslik a prostor zde dostavaji pravé
fermentujici mikroorganismy.

Terminalni akceptor elektront
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Obr. 17 Porovnani mikrobialnich spolecenstev z jednotlivych vzorkii podzemnich vod z hlediska
vyuZivanych terminalnich akceptor( elektront (TAE)

Srovname-li jednotlivé vzorky z hlediska vyuzivanych TAE, tak posledni odbéry vrta S-25 a S-
26 nejvice odpovidaji svym mikrobiologickym sloZzenim hlubokym podzemnim vodam. Poméry
v obou z nich se stale vyviji, avdak nejde jiz o zmény dramatické. Naopak mikrobiologické
pomeéry ve vrtu S-23 jsou silné ovlivnény fluktuujicimi podminkami ve vrtu.
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Zajimavé je srovnani odbérd z1 a 5 metrd ve vrtu S-18. Zvysledk( je patrné, zZe
mikrobiologické poméry mezi obéma hloubkami se dosti li§i a anaerobni mikrobialni komunity
se vyskytuji az v hloubce 5 m.

3.2.2.3 Srovnani mikroorganismu z hlediska vyuzivanych donort elektront

Jak je patrné z Obr. 18, tak nejhojnéji vyuzivanym donorem elektront ve studovanych vrtech
jsou organické slouceniny. To je jev bézny pro vétSinu ekosystémul a poukazuje na to, ze ve
zkoumanych vrtech dostupnost organickych latek nepfedstavuje limitujici faktor mikrobialni
diverzity.

Ve vétSiné zkoumanych vrtd jsou vSak hojné vyuzivany také alternativni donory elektrona.
Sirné slou€eniny byly napf. nejéastéji vyuzivany ve vrtu S-24, kde probiha kompletni redoxni
cyklus siry. NejbéznéjSim zjisténym zastupcem SOB byl Thiobacillus. Tento rod mlze vyuzivat
jako donor elektronut pouze sirné slouéeniny. Ve vrtu S-24 byl dale zaznamenan zastupce rodu
Thiothrix. Ve vrtech S-25 a S-26 byl v omezené mife nalezen zastupce rodu Sulfuritalea, ktery
ale neni vyhradné specializovan na sirné slou¢eniny a mize vyuzivat i vodik.

Ve vSech vrtech byly také zaznamenany mikroorganismy vyuzivajici jako donor elektront
vodik. Vodik se v daném prostfedi mGze objevit napf. nasledkem koroznich procesu a
geologické produkce, v prostfedi ulozisté pak dale téz radiolyzou vody. Konkrétné se jednalo
o methanogenni rod Methanobrevibacter, ktery se vyskytoval ve vSech vrtech, avSak
nejhojnéjsi byl ve vrtu S-25. Dale se jednalo o zastupce rodu Hydrogenophaga, ktery byl
rovnéz zaznamenan ve vSech zkoumanych vrtech, ale nejvice se vyskytoval ve vrtech S-25 a
S-26. V pfipadé vrtu S-18 se tento mikroorganismus vyskytoval ve vyrazné vétSim mnozstvi
v hloubce 5 metrd. Celkové Ize fici, Ze mnozstvi vodik oxidujicich mikroorganismu vzrostlo po

uzavreni vrta.

Zajimavy je i vyskyt SRB Desulfofundulus kuznetsovii, ktery je v literatufe oznaCovan jako
methylotrofni (napf. Sousa et al. 2018), tj. vyuziva jako donor elektroni metan ¢i metanol.
Tento mikroorganismus byl zaznamenan ve vSech studovanych vrtech, avSak nejhojné;jsi byl
ve vrtech S-23 a S-25. Jedna se o stejné vrty (a zaroven i stejné Casové odbéry), ve kterych
byl v nejvétSi mife zaznamenan Methanobrevibacter, ktery naopak produkuje metan.
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Obr. 18 Porovnani mikrobialnich spolecenstev z jednotlivych vzork(i podzemnich vod z hlediska
vyuZivanych donor( elektront (TAE)

3.2.3 qPCR

Zmény v mnozstvi mikroorganismu byly monitorovany pomoci metody gPCR. Na Obr. 19 jsou
zobrazeny vysledky monitoringu celkové bakterialni biomasy, pro ktery byla vyuzita oblast 16S
rDNA: VSechny hodnoty jsou vztazeny k prvnimu odbéru z vrtu S-24, tak aby bylo mozné
porovnat zmény v ase a zaroven srovnat mnozstvi biomasy mezi jednotlivymi vrty (jednotlivé
sloupce tedy predstavuji nasobky relativni pocetnosti bakterii v tomto prvnim odbéru
oznaceného CervenoCernym koleckem). Z vysledl je patrné, Ze mikrobialni komunity mély
v jednotlivych vrtech rlizny vyvoj. Ve vrtu S-23 doSlo po uzavieni vrtu k (nepfili§ vyraznému)
narlstu biomasy a jeji mnozstvi v €ase fluktuovalo. Stejné tak v pfipadé vrtu S-24 mnozstvi
biomasy po uzavfeni vrtu vyrazné vzrostlo. Z tohoto vrtu je v8ak po jeho uzavieni k dispozici
pouze jediny odbér a to jesté z doby pred odvzdusnénim vrtu. Naopak ve vrtech S-25 a S-26
doSlo po uzavieni a odvzdusnéni k vyrazné redukci celkové bakterialni biomasy — v obou
pfipadech pfiblizné 1000x ve srovnani s prvnim odbérem. Dlvodem rozdilného chovani obou
dvojic vrtl (narust u vrth S-23 a S-24 a naopak pokles u vrtl S-25 a S-26) je pravdépodobné
rozdilny obsah kysliku ve vrtech. V pfipadé prvni dvojice se ve vrtech v omezené mife
vyskytoval kyslik - v pfipadé vrtu S-23 jeho mnoZstvi v €ase fluktuovalo diky komunikaci vrtu
s okoInim prostfedim (viz kapitola 3.1) a ve vrtu S-24 byl umistén kratky pakr, ktery pIné
netésnil, na coz poukazovaly i vysledky amplikonového sekvenovani. V tomto pfipadé tedy
mikrobialni komunity nebyly limitovany nedostatkem TAE. Naopak podminky ve vrtech S-25 a
S-26 poukazuji na silné anaerobni prostfedi, ve kterém byly postupné v €ase vyCerpany
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dostupné TAE a rozvoj mikrobialnich komunit je tedy limitovan jejich nedostatkem, coz vedlo
k pozorovanému ubytku mikrobialni biomasy.

16S rDNA {celkova bakterialni biomasa)
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Obr. 19 Porovnani mnoZzstvi celkové bakterialni biomasy mezi jednotlivymi vrty a zmény v Case.
VSechny hodnoty jsou vztazeny k prvnimu odbéru z vrtu S-24 (oznacen teckou).

Na obrazcich Obr. 20, Obr. 21, Obr. 22 a Obr. 23 je znazornén vyvoj abundanci riznych skupin
mikroorganisma v jednotlivych vrtech v €ase. Vyvoj je znazornén pomoci relativni zmény, tj.
vSechny nasledujici hodnoty jsou vztaZeny jako nasobek k prvnimu casovému bodu, ve
kterém mikroorganismy dané skupiny byly zaznamenany. Gen pro 16S rDNA detekuje
celkovou bakteridlni biomasu, nosZ (gen kédujici disimilaéni N2O reduktazu) je marker
vyuzivany pro monitoring NRB, dsrA (gen kodujici disimilaéni sulfitreduktazu) je vyuZivan pro
monitoring SRB a marker Geo detekuje zastupce Celedi Geobacteraceae, mezi kterymi je
velka ¢ast IRB.
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Mikrobiologicky monitoring vybranych podzemnich vod PVP Bukov a dolu RozZna TZ 547/2021
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Obr. 20 Relativni zmény jednotlivych molekularnich markert ve vrtu S-23. ,16S” detekuje celkovou
bakterialni biomasu, ,dsrA” siran redukujici bakterie, ,nosZ" nitrat redukujici bakterie a ,,Geo" zastupce
Celedi Geobacteraceae, do kterych se fadi velka ¢ast Zelezo-redukujicich bakterii.
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Obr. 21 Relativni zmény jednotlivych molekularnich markert ve vrtu S-24
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Obr. 22 Relativni zmény jednotlivych molekularnich markera ve vrtu S-25
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Obr. 23 Relativni zmény jednotlivych molekularnich markerd ve vrtu S-26

Z vysledkl je patrné rozdilné chovani dvojic vrtd S-23 a S-24 vs. S-25 a S-26. Zatimco
v pfipadé prvni uvedené dvojice dochazi k vyraznému narustu mikroorganismda, tak v pfipadé
druhé dvojice vrti naopak dochazi k dramatickému poklesu celkové bakterialni biomasy. Toto
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rozdilné chovani Ize, jak jiz bylo uvedeno vySe, vysvétlit dostupnosti kysliku (coby
preferovaného TAE) ve vrtech S-23 a S-24, zatimco naopak ve vrtech S-25 a S-26 dochazelo
k limitaci mikroorganismd nedostatkem TAE.

Ve vSech studovanych vrtech doslo po jejich uzavieni k narustu relativniho podilu IRB. Nejvice
je tento trend patrny ve vrtu S-25, kde dochazi k rozvoji této skupiny mikroorganismu, ackoliv
celkové mnozstvi mikroorganism( znaéné pokleslo. V pfipadé vrtu S-26 sice mnozstvi IRB
oproti prvnimu odbéru klesa, avSak vyrazné méné ve srovnani s celkovou bakterialni
biomasou, tj. jejich zastoupeni ve vrtu naopak narlsta (coz odpovida i vysledkim sekvenacni
analyzy). Obdobné chovani vykazovaly i SRB, které také na uzavieni vrti S-25 a S-26 sice
reagovaly poklesem, avSak tento pokles byl vyrazné menSi ve srovnani s celkovou bakterialni
biomasou, {j. jejich relativni podil v mikrobialni komunité vzrostl. Nejlépe je tento trend patrny
u vrtu S-25, kdy v poslednim odbéru bylo mnozstvi celkové bakterialni biomasy pfiblizné 1000x
niz§i oproti prvnimu odbéru, zatimco mnozstvi SRB bylo pouze 10x mensi oproti prvnimu
odbéru. Z téchto Cisel Ize vyvodit, Ze relativni podil SRB se v tomto vrtu pfiblizné sto nasobil
od pocatku monitoringu. Obdobné poméry plati i pro vrt S-26. Tyto vysledky jasné poukazuji
na relativni nardst vyuzivani alternativnich TAE (pfedevs$im siranti a Fe®*) v ¢ase po uzavieni
vrtu a vy€erpani kysliku, coz odpovida i vysledkim hydrochemickych méfeni.
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4 Zaver

Na PVP Bukov a v dole Rozna probéhl dlouhodoby mikrobiologicky monitoring vybranych vrta,
jehoz vysledky shrnuje tato zprava. Jedna se o dosud nejdlouhodobéjsi a nejkomplexnéjsi
méfeni provedena natéto lokalité. Mikrobiologické analyzy byly doplnény o in-situ
hydrochemicka mérfeni, ktera poskytuji zasadni informace o podstatnych podminkach
prostiedi, které urcuji stav a vyvoj mikrobialnich spoleenstev (a funguji tedy jako spolehlivé
prediktory nékterych charakteristik mikrobialniho osidleni hlubinnych podzemnich vod). Pro
tento monitoring byly zvoleny jiz dfive studované vrty S-23, S-25 a S-26 a pro Uplnost byly do
zpravy zahrnuty i vysledky z vrtl S-22 a S-24, které vSak jiz z divodu rozsifovani PVP Bukov
nemohly byt dale monitorovany. Dale byl studovan i vrt S-18, ve kterém byl sledovan vliv
hloubky na strukturu mikrobialnich komunit.

VSechny studované vrty byly osazeny pakry na konci roku 2018, takZze v nich probihalo
ustalovani pomért po dobu delSi nez dva roky. Ziskana data nam poskytuji informace o
zakladnich trendech ve vyvoji mikrobialnich komunit v podzemni vodé vytékajici
z odvzdudnénych vrtd (coby velmi zjednodu$enych analozich uzavieného HU), které jsou
podstatné z hlediska planovani nejen dalSich in-situ experimentu, ale také z hlediska budouci
vystavby HU. V predchozich projektech byly mikrobiologické poméry analyzovany predevsim
ze vzorkl vod volné vytékajicich z vrtl neosazenych pakry. Tato data vSak poskytuji zkreslené
informace, protoze popisuji stav na pfechodu mezi hlubinnymi anaerobnimi vody a aerobnim
prostfedim ddInich chodeb.

PFi hodnoceni mikrobiologickych vysledkl na studovaném uzemi v souvislosti s planovanym
hlubinnym uloZistém je nutné si uvédomit, Ze pro integritu jednotlivych komponent ukladaciho
obalového souboru je potencialné nebezpecna jakakoli ¢innost mikroorganismu - aerobnich i
striktné anaerobnich metabolickych skupin. Pfesto je mozné stanovit funkéni skupiny, u
kterych Ize ogekavat, Ze jejich ptipadny vyskyt a rozvoj ovlivni bezpeénost v HU vyznamné.
Jde pfedevsim 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 funk&ni vlastnosti
bentonitu (pfedevSim Zelezo-redukujici bakterie). Mimo tyto skupiny jsou potencialné
nebezpecné jakékoliv mikroorganismy, které konzumuji nebo produkuji plyny (tedy SRB a
methanogenni mikroorganismy), a mikroorganismy, které produkuji organické slouceniny.
Dale je tfeba pfipomenout, Ze i kdyz jsou v souCasné dobé bakterie urcité skupiny na lokalité
pfitomné ve velmi malém (pfipadné i nedetekovatelném mnozstvi), tak Ze pfi nastoleni (pro
né) vhodnych podminek (tj. dostatek potfebnych donor( a terminalnich akceptort elektronu
doplnény absenci limitujicich faktord) dojde k jejich velmi rychlému rozvoji a celkové zméné
druhového i funk&niho spektra (jak je dobfe patrné napf. na variabilit¢ detekovaného
mikrobialniho slozeni ve vrtu S-23). Jak je uvedeno vySe v textu, tak vS8echny potencialné
nebezpecné skupiny mikroorganismu byly na studovaném uzemi zjistény.

V prostfedi studovanych vrtd se jako kliCovy parametr projevila pfitomnost vhodnych
terminalnich akceptorl elektrond. Jakmile doSlo nasledkem zavodnéni vrtd a jejich
odvzdusneéni k vy€erpani kysliku (coby termodynamicky nejvyhodnéjSiho TAE), tak mnozZstvi
mikrobialni biomasy zacalo vyrazné klesat. Zménila se také struktura mikrobialnich komunit —
misto kysliku zacaly byt vyuzivany alternativni TAE — pfedevSim Fe, sirné slou€eniny a
dokonce i CO2, ktery je termodynamicky nejméné vyhodny a je metabolizovan
methanogennimi mikroorganismy na metan. DoSlo tak k relativnimu narGstu zastoupeni pro
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HU potencialné nebezpeénych skupin mikroorganismid (SRB, IRB, methanogenni archea).
Tento trend se projevil ve vrtech S-25 a S-26, ve kterych byl v obou pfipadech obsah kysliku
naméren pod mezi detekce. Nejniz8i hodnota Eh byla zjiSténa ve vrtu S-25, ve kterém byl také
zaznamenan nejvyssi podil alternativnich TAE:

Naprosto odlidny vyvoj zaznamenal vrt S-23, ktery miZe slouZit jako ilustrace z hlediska HU
(Ci také planovanych in-situ experimentu) nepfiznivého vyvoje mikrobialniho osidleni. V tomto
vrtu, kde mnozZstvi kysliku dlouhodobé kolisa, jak prokazala hydrochemicka méreni, doslo
k vyraznému rozvoji mikrobialniho osidleni. To je zpusobeno pravdépodobné tim, Ze tento vrt
vyrazné komunikuje s ostatnimi ¢astmi dulniho dila, coz pfinasi i kontinualni dotaci Zivin.
Zachyceny byly rizné skupiny mikroorganismu, pravdépodobné v zavislosti na aktualni situaci
ve vrtu. Vyuzivany tak mohou byt rizné terminalni akceptory elektron(l. V pfipadé, ze je ve
vodé dostupny kyslik, mohou byt napf. redukované formy sirnych (&i jinych) sloucenin
oxidovany. V pfipadé, ze je kyslik na urcitou dobu vy€erpan mohou byt tyto oxidované formy
sirnych (&i jinych) slou€enin opét redukovany. Kontinualni (byt nepravidelna) dotace kysliku a
dalSich Zivin pak funguje jako motor, ktery neustale roztacCi mikrobialni redoxni cyklus a
neumoznuje stabilizaci mikrobialnich poméru.

V prostfedi studovanych vrtd byl hlavnim limitujicim faktorem dostupnost terminalnich
akceptor elektronl. Z vysledk( mikrobiologickych analyz je patrné, Zze donory elektronu
limitujici nebyly. Je pravdépodobné, Ze obdobna situace bude platit i v prostfedi HU. Mnozstvi
organické hmoty (coby preferovaného donoru elektron(l) sice bude klesat, avSak anorganické
donory elektronti budou v prostfedi HU dostupné. Jedna se napf. o vodik, ktery miiZe vznikat
nasledkem koroze &i hydrolyzou vody, Ci zelezo. Z tohoto hlediska je pro kovovy ulozny
kontejner velmi nebezpecna tzv. elektricka mikrobialni koroze (EMIC), ve které dochazi
k tomu, Ze elektrony jsou mikrobialni extrahovany pfimo z Fe®. V pfipadé, Ze donory elektron(
budou dostupné, je tedy tfeba mikrobialni aktivitu minimalizovat pomoci nedostupnosti TAE.
Nejde pouze o kyslik, ale i o dusi€nany Ci zelezité slou€eniny vyskytujici se v bentonitu a dale
také Zelezité popf. sirné sloucCeniny, které se mohou vyskytovat v okolnim horninovém
prostiedi.

Stabilita prostfedi a nedostupnost terminalnich akceptor( elektront je tedy hlavnim kli¢em
k minimalizaci mikrobialni aktivity v HU. Stabilita pomé&rd ve vrtech je v8ak rovnéz zasadni
podminkou pro jakékoliv plano