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Abstrakt

V soucasné dobé exponencialné pribyva mnoZstvi dat ziskanych barcodingem 16S rDNA bakterii a
archei v riznych prirozenych prostiedich. Proto nabyva na dilezitosti rozvoj metod, umoZiujicich z
téchto dat ziskat smysluplné informace. V této praci byly pomoci sekvenace 16S rDNA
analyzovany mikrobialni komunity ze vzorka vody, kalu a vrtného prachu ze tii geologicky dobte
prozkoumanych sedimentarnich akviferd v Ceském masivu. Cilem bylo zjistit, jak je moZné vyuZit
rizné analyzy prii interpretaci procesii v podzemni vodé. Mikrobidlni komunity z akvifert s riznymi
podminkami byly charakterizovany tfemi metodami: taxonomickym a metabolickym popisem
nejhojnéjSich mikroorganismi v komunité, ordina¢nimi metodami zobrazujicimi variabilitu
metabolickych skupin a taxonomickych jednotek a metodou UniFrac, kterd ukazuje miru
fylogenetické disimilarity mezi komunitami. Z vysledkt téchto analyz vyplyva, Ze na jednotlivych
lokalitach odpovida posun ve slozeni mikrobiadlnich komunit vlivu riznych sloZek v prostredi.
Pomoci nepfimé ordinacni analyzy zobrazujici variabilitu metabolickych skupin bylo zjisténo, Ze
vzorky z kalu maji lep$i vypovédni hodnotu o tom, jaké donory elektronti jsou mikrobialni
komunitou vyuZivany, neZ vzorky vody. Nepfima ordinacni analyza je pro mikrobialni komunity
nepouzitelna, pokud jsou vzorky srovnavany z hlediska obsahu operacnich taxonomickych jednotek
(OTU). Mikrobidlni komunity totiZz zpravidla sdileji jen malé mnoZstvi OTU. Analyza
fylogenetické disimilarity poskytuje v kombinaci s ostatnimi metodami a se znalosti
hydrogeologickych podminek nové informace o stavu akviferu. Jedna se napfiklad o rozdil mezi
mikrobialnimi komunitami pfed a po vytvoreni vrtu, nebo o rozdily mezi prostfedimi s riznou
pomérech ve vrtu, neZ by bylo moZné pouze chemickymi analyzami nebo pfistupy tradi¢ni

mikrobiologie.

Klicova slova: mikrobialni komunity, Illumina, beta diverzita, 16S rDNA, podzemni vody, akvifer,

mikrobialni metabolismus, biogeochemické cykly, UniFrac



Abstract

The amount of data obtained by barcoding of prokaryotic 16S rDNA from natural habitats is
increasing exponentially. Thus, methods enabling us to extract useful information from these data
are of increasing importance. In this thesis microbial communities from water, sludge and drilling
dust were analyzed by 16S rDNA sequencing in three geologically well described sedimentary
aquifers in Bohemian Massif. The main goal of this research was to establish how different
analytical approaches can be useful in interpretation of groundwater biogeochemical processes.
Three approaches were used: First, taxonomy and metabolic traits of the most abundant
microorganisms were assessed. Second, ordination methods showing metabolic and taxonomic
variability between communities were used. Last the analysis of phylogenetic dissimilarity using
UniFrac metrics was performed. When analyzing individual localities separately, the shift in
microbial community composition corresponds with the change of environmental conditions. The
unconstrained ordination method based on the variability in metabolic traits indicated, that sludge
samples are more informative than water samples when asking which electron donor is used in
microbial communities. On the other hand, unconstrained ordination methods were useless when
the variability in operational taxonomic units (OTUs) between samples was calculated, since
microbial communities share usually only small portion of OTUs. The phylogenetic dissimilarity
analysis in combination with the other two methods provided new information regarding the aquifer
conditions. This method can capture changes in phylogenetic microbial community composition
before and after a borehole was drilled, or differences between environments with various degree of
energy source limitation. A combination of these methods can provide significantly more
information about trophic relations in hydrogeological wells than chemical analysis or traditional

microbiological approaches.

Key words: microbial communities, [llumina, beta diversity, 16S rDNA, groundwater, aquifer,
microbial metabolism, biogeochemical cycles, UniFrac



Zkratky

OTU - operational taxonomic unit, operacni taxonomicka jednotka
DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

FISH — fluorescence in situ hybridization
TAE — terminalni akceptor elektronti

PCoA - principal coordinate analysis
UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
DP — dobyvaci prostor

CHSK - chemicka spotteba kysliku

PVC - polyvinylchlorid

CZU — Ceska zem&d&lské univezita

CHKO - chranéna krajinna oblast

PCR - polymerase chain reaction

TBE — tris/borate/EDTA

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
UK — Univerzita Karlova

DMSO - dimethylsulfoxid

MBU — Mikrobiologicky tstav

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
PCA — principle component analysis

CCA - canonical correspondence analysis
AMOVA - analysis of molecular variance
DCA - detrended correspondence analysis

RDA - redundancy analysis, redundanc¢ni analyza



1 Uvod

Voda v podzemnich akviferech tvori 98 % vyuZitelnych sladkovodnich zdsob na Zemi (NGWA, 2017).
Jedna se o velmi dtileZitou slozku planety, na které jsou zavislé mnohé suchozemské organismy vcetné lidi.
To plati zejména pro aridni kontinentalni prostiedi, ktera se mohou v disledku globédlnich zmén
v budoucnosti rozsifovat. Porozumét procesiim v podzemni vodé ma proto z4dsadni vyznam pii hospodareni
s pitnou vodou. V této praci se vénuji tomu, jak vyuZit znalosti o sloZeni mikrobiadlnich komunit ze vzorkt

podzemni vody pfi interpretaci procest probihajicich v sedimentarnich akviferech.

1.1 Mikroorganismy v podzemni vodé

V terestrickych akviferech je podle riiznych odhadii fadové 10" (Whitman, Coleman and Wiebe, 1998) - 10*
(Gold, 1992) prokaryotnich bunék. Tato Cisla jsou odhadovéana na zakladé porozity nezpevnénych sedimentti
(nadhodnoceno — s hloubkou porozita klesd) a obsahu volné Zijicich mikroorganismti v podzemni vodé
(podhodnoceno — vétSina mikroorganismt Zije na mineralech prisedle (Hazen et al., 1991)). Jedna se tedy,
zvlasté v terestrickém prostiedi, kde je nedostatek dat, o hrubé odhady. Je ale mozné Fici, Ze podzemi je
hlavnim habitatem prokaryotnich mikroorganismi a Ze jejich celkovy pocet je zde pravdépodobné vySsi nez
v jinych slozkach biosféry (Whitman, Coleman and Wiebe, 1998).

Koncentrace prokaryot v mélkych podzemich vodach jsou 10%-10° bunék/ml v kapalné fazi. V sedimentu
byvaji zpravidla vy3si: 10°-10° bun&k/ml (Griebler et al., 2002).

Kromé prokaryotnich mikroorganismti, které zde pocetné dominuji (stejné jako vSude na Zemi), Zije
v prostfedich podzemnich vod i Fada protist a bezobratlych, které tvofi spolu s viry a neZivou sloZkou pro
kolobéh latek na Zemi zcela zasadni ekosystém. Presto, Ze se jedna o ekosystém, je z pohledu vétSinové
spolecnosti vidét, Ze akvifery jsou stdle spiSe povaZovany za zdroj, i kdyZ za takovy, ktery je nutné

z praktickych divodi chranit (Goldscheider, Hunkeler and Rossi, 2006).

1.2 Procesy a mikroorganismy v ekosystému podzemnich vod

Akvifery jsou horninova télesa v zemské kiife nasycena vodou (obr. 1). Podzemni voda, ktera jimi protéka,
reaguje s horninovou slozkou akviferu, obohacuje se rozpousténim nestabilnich mineralnich fazi nebo
naopak vytvari sraZenim nové mineraly v zavislosti na konkrétnich podminkach (teplota, pH, koncentrace
latek atd.). Pfi zvétravani minerall, ale i dalSich procesech v podzemni vodé hraji vyznamnou roli
prokaryotni mikroorganismy (Bacteria, Archaea) diky své vysoké metabolické diverzité (Rooney-varga et
al., 1999; Shelobolina et al., 2012). Heterotrofni mikroorganismy v podzemni vodé jsou Casto adaptované na
nedostatku organického uhliku, v anoxickych akviferech Casto i na nedostatek vhodnych akceptori elektronii
pro respiraci. Nékteré mikroorganismy maji kvili této adaptaci vyvinuté specialni metabolické schopnosti,
napriklad anaerobni rozklad téZce degradovatelnych organické latek (Rooney-varga et al., 1999). Podstatnou
slozkou mikrobidlni komunity jsou i chemoautotrofni mikroorganismy téZici energii z oxidace

anorganickych latek (Griebler and Lueders, 2009; Shelobolina et al., 2012). Mikroorganismy pro své potieby
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Obr. 1 Schematicky ndcrt povrchovych a podzemnich vodnich habitatii. Sipky zobrazuji proudéni podzemni vody,
v obdélnicich je uvedena doba zdrZeni vody v hornindch. Kolecka ukazuji diileZitd rozhrani. Vpravo je uveden
vyskyt nejhojnéjsich organismii ve podzemnich voddch. KT — kapildrni tfdseri, HPV — hladina podzemni vody.
Upraveno podle Griebler & Lueders 2009

vyuZivaji riznym zptisobem latky pfitomné v mineralech nebo rozpusténé ve vodé a méni chemismus vody,
coz miZe vést ke vzniku minerdlt (napf. sulfidy) a byt prinosné napr. pfi imobilizaci tézkych kovti (Wolfe
and Wilkin, 2017). Mikroorganismy vyuZivaji zejména latky, které mohou slouZit jako zdroj uhliku ci
jinych biogennich prvkd, jako donory elektronti pro anabolické syntézy nebo jako akceptory elektront
v respiracnich fetézcich. Tyto latky jsou duleZité pro energeticky metabolismus, a tedy pro rtst rtznych
mikroorganismd, které utvareji mikrobidlni komunitu. SloZeni mikrobialnich komunit se kromé dostupnosti
téchto konkrétnich latek ¥idi i mnoha jinymi faktory prostfedi jako je pH, teplota, eutrofie, pritomnost jinych
¢lend mikrobidlni komunity (Ross et al., 2001) atd. Pokud plati, Ze sloZeni mikrobialni komunity odpovida
urcitym podminkam v prostiedi, kde jeji Clenové prosperuji, je zajimavé podivat se na tento problém z druhé
strany a pokusit se vyuZit bioindika¢ni potencial obsahu mikrobidlnich komunit. Pokud se totiZ v prostfedi
nevyskytuje urcity metabolicky typ, neni to zpisobeno tim, Ze by tam pfislusné mikroorganismy nebyly
schopné nebo nestihly proniknout, ale tim, Ze pro né na daném misté nejsou vhodné podminky pro riist (napr.
nepritomnost substratd). Proto maji mikrobialni komunity potencial byt velmi dobrymi indikatory podminek.
Mikroorganismy zaroveni méni vlastnosti podzemni vody, mohou ji Cistit (Rooney-varga et al., 1999; Wolfe
and Wilkin, 2017) nebo naopak ptisobit nezadouci procesy ve vrtech (napf. sniZovat jejich vydatnost
kolmataci horniny v okoli vrtu). To je dtivod, pro¢ miiZe byt v hydrogeologii pfinosné vyuzivat bioindikacni

potencial mikrobialnich komunit.
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1.2.1 Potencial mikrobialni analyzy

Zajimavou otazkou je, zdali mohou analyzy mikrobidlnich komunit prinést néjakou jinou informaci o
prostfedi, nez je pritomnost urcitych biogeochemickych reakci. Dilezité nemusi byt pouze to, z jakych
mikroorganismti se mikrobidlni komunita sklad4, ale také to, proc ji tvori pravé urcité mikroorganismy a ne
jiné. Principy Fidici strukturu mikrobidlnich komunit jsou pfi souCasném stavu poznani objasnéné jen
castecné (Nemergut et al., 2013). Pokud bychom dokéazali 1épe definovat obecné zakonitosti struktury
mikrobidlnich komunit, bylo by teoreticky mozné, Ze ziskdme principialné jiné informace o dynamice
prostiedi, které ndm neni schopen poskytnout Zadny jiny rozbor (napf. chemicky, petrologicky atd.).

Bez velkého rizika omylu lze predpokladat, Ze se v kaZdém prostfedi bude mikrobidlni ekosystém vyvijet
k urcité stabilni strategii vyuZiti dostupnych zdrojii energie. To by pak znamenalo, Ze pokud budou
k dispozici ur€ité zdroje a typ prostfedi, mél by pro né teoreticky existovat i optimalni mikrobiéalni ekosystém.
Je naptiklad obecné zndmé, Ze v mnoha prostfedich jako jsou akvifery, ptda, sedimenty a vodni sloupce
oceant nebo jezer dochazi ke vzniku redoxnich zén na rtznych velikostnich skalach. Jedna se o stav, ke
kterému systém vZdy spéje. Z hlediska struktury mikrobidlnich komunit by bylo mozné ke vzniku redoxnich
z6n (redoxnich cyklt) pfistupovat jako k sukcesi, ktera miZe byt zpomalena disturbancemi nebo vychylena
do urcitého sméru nedostatkem komponent v cyklu (napf. latek vhodnych pro transportni cykly TAE mezi
témito zonami). Struktura komunity by pak mohla vypovidat o tom, jaky ,,nedostatek® v prostredi ji limitoval
muze tézko poskytnout chemicky nebo mineralogicky rozbor. VyuZiti tohoto potencidlu by bylo pravé
zajimavé v podzemnich akviferech, kam je slozity pristup, a Casto jedinym oknem do procesi v nich

probihajicich jsou prameny, ze kterych neni sloZité ziskat piehled o tom, jaké mikroorganismy v nich Ziji.

1.3 Pristupy ke studiu mikrobialnich komunit v podzemnich vodach

Pokud chceme zjistit, jaké mikroorganismy tvofi pfirozenou komunitu v podzemni vodé, je nutné urcitym
zptisobem ziskat vzorky a zvolit metodu, kterou bude mikrobidlni komunita studovana. Metodologicky
pristup ovliviiuje to, jakou sloZku systému, nebo z jakého tihlu tento komplexni systém uvidime. Proto je

zcela zasadni zabyvat se moznostmi rtiznych pristupt a interpretaci jejich vysledkd.

1.3.1 Jajevidél!

Prvnim pozorovatelem malych stvofeni pohybujicich se v moiské, destové a podzemni vodé byl v 17. stoleti
vynéalezce mikroskopu Antonie van Leeuwenhoek. Tento nizozemsky obchodnik byl velmi peclivy pri
zaznamenavani svych pozorovani. Z jeho dopisi je patrné, Ze rozumél zakladnim ekologickym principtim —
byl udiven tim, Ze v Cisté pitné vodé z piskovcového akviferu o vysoké vydatnosti, vidi Ziva stvoreni. Pro
odbér pouZival nové nadoby, které nebyly dosud pouZivany v kuchyni. Védél rovnéz, Ze kdyZ voda v nadobé

stoji delSi dobu, zvlasté pak v privanu, obsahuje vice mikroorganismi (Leeuwenhoek, 1677).

»--. In the open court of my house I have a well, which is about 15 foot deep, before one comes to the water. It is
encompassed with high walls, so that the Sun, though in Cancer, yet can hardly shine much upon it. This water comes
out of the ground, which is sandy, with such a power, that when I have laboured to empty the well, I could not so do it
but there remained ever a foots depth of water in it. This water is in summertime so cold, that you cannot possibly

endure your hand in it for eny reasonable time. Not thinking at all to meet with any living creatures in it. (it beeing of
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good taste and clear) looking upon it in Sept. of the last year, I discovered in it a great number of living animals very
finall, that were exceeding clear, and a little bigger than the smallest of all that I ever saw; and I think, that in a grain

weight of this water there was above 500 of those creatures, which were very quiet and without motion. ... “
(Leeuwenhoek, 1677)

»-.. Na verejném dvore mého domu stoji studna, kterd je asi 15 stop hlubokd, neZ se narazi na vodu. Studna je
obklopend vysokou zdi, takzZe i Slunce v Raku na ni sviti jen stézi. Tato voda pochdzi ze zemé, kterd je piscitd, a md
takovou silu, Ze kdyzZ jsem se pokousel studnu vyprdzdnit, nepovedlo se mi to jinak, neZ Ze v ni zistalo pdr stop vody.
Tato voda je v lété tak chladnd, Ze v ni skoro nemiiZete nechat ani ruku. Ani jsem neocekdval, Ze zde narazim na néjaké
Zivé bytosti, (voda je Cistd a dobré chuti), kdyZ jsem si ji prohliZel v zda¥i loriského roku, objevil jsem v ni velky pocet
ZivoCichti, kteri byli velice priithledni a o néco vétsi nez ti nejmensi, které jsem kdy vidél; a myslim, Ze ve vodé o

hmotnosti zrna bylo vice neZ 500 téchto velmi klidnych a nehybajicich se stvoreni. ...”

1.3.2 Soucasné pristupy
V soucasnosti existuji dva zakladni okruhy metod, kterymi je mozné studovat mikrobidlni spoleCenstva.
Prvni skupinu predstavuji kultivaéni metody, druhou metody na kultivaci nezavislé metody vyuzivajici

molekularni nastroje (sekvenace, FISH a dalsi).
e Kaultivacni metody

S rozvojem molekularnich nastrojt se prislo na to, Ze v pfirozenych prostiedich existuje velka taxonomicka
ale i funkc¢ni diverzita prokaryotnich mikroorganismti. Ukazuje se, Ze naprosta vétSina mikroorganismi je
vumélych podminkdch nekultivovatelnda (Wade, 2002). Kultivacnimi metodami Ize 2z rtzné
hlubokych podzemnich vod ziskat vétSinou izolaty pribuzné omezenému okruhu heterotrofnich pro povrch
typickych bakterii ze skupin Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria nebo Firmicutes (Bianchi et al.,
1995). Analyza fylogenetické disimilarity jasné ukazuje, Ze proces kultivace silné ovliviiuje sloZeni
ptivodnich mikrobidlnich komunit (Lozupone and Knight, 2007). Vliv kultivace je tak vyznamny, Ze stira
rozdily mezi mikrobidlnimi komunitami z odliSnych prostfedi jako je ledovec, sediment nebo motska voda
(Lozupone and Knight, 2005). Kultivacni metody jsou sohledem na tyto poznatky zcela nevhodnym
nastrojem pro zjiStovani diverzity mikrobialnich spolecenstev v podzemnich akviferech. V dobé, kdy je
k dispozici fada efektivnéjsich nastroji se presto kultivacni postupy pouZivaji pri hledani odpovédi na napf.
metabolickou diverzitu spoleCenstev. Pfikladem takové prace je studie Wang et al. (2007). Podle ni
neexistuje korelace metabolickych schopnosti komunity s Zadnym parametrem v prostiedi (hloubkou, typem
horniny, mnozstvim puklin, teplotou) pfi odbéru 2 km hlubokého vrtného jadra. Absence korelace neni
prekvapiva, uvazime-li Ze byla vyvozena zrlstu 12 izolati na médiu obsahujicim takové mnoZstvi
organickych latek, se kterym se komunita ve 2 km pod povrchem pravdépodobné nikdy nesetkala. Veskera
jeji pfirozena diverzita byla potlacena expanzivnim riistem nékolika (v ptivodnim prostiedi pravdépodobné
minoritnich) eutrofnich ¢lenti komunity.

Kultivac¢ni pfistupy mohou poskytnout pouze informaci o selektivité média, ale nikoli o diverzité

mikroorganismi v podzemni vodé. Oblibenost kultiva¢nich metod pfi popisu oZiveni podzemnich vod tkvi
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pravdépodobné v setrvacnosti praxe (kultivacni metody jsou star$i neZ molekuléarni) a zakotveni v legislativé.
V Ceské republice je podle vyhlasky ¢. 252/2004 Sb., ktera stanovuje hygienické pozadavky na pitnou vodu,
povinnost stanovovat pocty kolonii pfi riznych teplotach a kultivaci stanovit mnozstvi kolonii koliformnich
bakterii, enterokokil a jinych bakterii. Kultivace je vhodna metoda pro toto konkrétni zadani, tedy pro
urcovani pruniku odpadnich vod do akviferi s pitnou vodou. Chybou ale je, jeji pouZitelnost zobecriovat na
feSeni dalSich problémt (napf. pfi popisu diverzity, nebo identifikaci jinych skupin bakterii, u kterych tak

dobte nefunguje).
e Potencidl sekvenacnich metod

Mezi metody nezavislé na kultivaci patfi sekvenace. Jedna se o béZzné pouzivanou metodu, kterd umoziuje
snadnou identifikaci velkych soubori mikroorganismi pomoci sekvenace vybranych gent. V pripadé
bakterii a archei jde predevsim o gen pro funkéni RNA malé podjednotky ribosomu (16S rDNA). Sekvenace
metodou Illumina ¢te paralelné miliony az desitky milionti sekvenci, coZz umoziuje sekvenovat velké
mnozZstvi vzorkd najednou. S rozvojem této metody zacalo exponencialné rist mnoZstvi osekvenovanych

mikrobialnich 16S rDNA z nejruznéjSich prostiedi (Amaral-zettler et al. 2010; Caporaso et al. 2010; Huse et
al. 2008; Kimura et al. 2011 a dalsi).

VétSina studii se omezuje na prosty popis mikrobialni diverzity pfipadné na popis jejich zmén po urcitém
ovlivnéni podminek (Nemergut et al., 2007; Winderl et al., 2008; Kabelitz et al., 2009; Tan et al., 2009;
Laplante and Derome, 2011; Lin et al., 2012). Je napfiklad zndmé, Ze urcité zmény podminek napf.
kontaminace tézkymi kovy, vedou k podobnym zménam ve struktufe komunity na riznych lokalitach
(Laplante and Derome, 2011). Casto se také studie omezuji jen na identifikaci nejzakladn&jsich trofickych

skupin, napf. primarnich producenti (Rowe et al., 2007) a netézi mnoho informaci z rozdili ve slozeni

jednotlivych mikrobialnich komunit.

SoucCasny stav porozuméni pravidlim Fidicim mikrobialni diverzitu at' uZz v akviferech nebo v jinych
ekosystémech lze popsat tak, Ze je k dispozici dobry nastroj, ktery poskytne data. Zaroven vime, Ze na
mikrobialni komunity pisobi rizné podminky, které ovliviiuji jeji metabolickou, taxonomickou nebo
fylogenetickou strukturu (Lozupone and Knight, 2007; Lin et al., 2012). Mikroorganismy maji unimodalni
odpovéd’ na jednotlivé parametry prostiedi. Zaroven samoziejmé maji i navzdjem posunuta optima pro riist.
Pfi plynulé zméné parametru se obménuji ¢lenové mikrobialni komunity. Dochéazi ke zménam v obsahu
taxonomickych jednotek a nasledné, pfi dalSim réstu odliSnosti prostfedi, také ke zvétSovani primérné
fylogenetické vzdalenosti mezi taxonomickymi jednotkami (Faith et al., 2009). Teoreticky je tedy mozné
vyuzZit bioindika¢ni potencidl zmén ve sloZeni (metabolického, taxonomického i fylogenetického)
mikrobidlni komunity mezi vzorky odebranymi z rGznych podzemnich vod nachazejici se v gradientu

piisobeni urcitého faktoru.

1.4 Beta-diverzita
Beta-diverzita je rozdilnost spolecenstev na rtznych stanovistich (Whittaker, 1972). V environmentalni
mikrobiologii se obsah tohoto pojmu nékdy zuZuje na miru diferenciace komunit podle urcitého

environmentalniho gradientu. Whittaker ma beta-diverzitou komunit na mysli rozdily v druhovém sloZeni,
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které se méni se zménou faktorti v prostredi. Pokud operujeme s pfitomnosti a abundanci jednotlivych druhti
v ramci habitatu, je zcela zasadni, aby bylo mozné smysluplné rozliSit jak druhy, tak jednotlivce. Whittaker
se ve své praci pojednavajici o diverzité rostlin potykal s urCenim jedince, tedy s kvantifikaci jednotlivych
druhtt (Whittaker, 1960). U mikrobiadlnich komunit je tento pfistup naopak omezen pojetim toho, co to

znamena mikrobidlni druh.

1.5 Krize koncepce druhu u prokaryot

V soucasnosti jsou prokaryotni mikroorganismy fazeny do taxonomickych skupin pomoci polyfazické
taxonomie zaloZené na popisu fenotypu, chemotaxonomickém zatazeni, mife hybridizace DNA (préh pro
odliSeni druhG 70 %), podobnosti sekvenci 16S rDNA (97 %) a v posledni dobé i na pribyvajicich
informacich ziskanych ze sekvenovani celych genomut. Taxonomick4 mikrobiologie stoji nyni na zacatku
postgenomické éry. MnoZstvi nové osekvenovanych mikroorganismti z ptirozenych prostfedi roste rychleji,
neZ je redlné mozné je popsat tak Casové naroCnym zptsobem, jaky vyZaduje soucasna polyfazicka
taxonomie (Sutcliffe 2015, Vandamme & Peeters 2014). Dalsi velice zavazny problém je, Ze
mikroorganismus musi byt kultivovan, aby ho bylo mozné formalné popsat. V laboratornich podminkach lze

pritom kultivovat méné neZ 2% bakterii (Wade, 2002).

Polyfazicka taxonomie byla védomé zavedena pro praktické roztiidéni organismd, u kterych nebylo mozné
definovat druhy prirozené. Z toho divodu byly zavedeny arbitrarni prahy pro shodu 16S rDNA nebo
urcitych casti genomu. Nelze pochybovat, Ze pfirozené druhy se takto presnou hranici v odliSnosti sekvenci
nemohou Fidit. Nejnoveéjsi studie ukazuji, Ze je mozZné nejen eukaryotni, ale i prokaryotni druhy definovat
pomoci omezeného genového toku (Bobay and Ochman, 2017). Vypada to tedy, Ze i u domén Bacteria a
Archaea existuji prirozené genetické bariéry vymezujici pravé biologické druhy. Biologické druhy se ve
znacném procentu pripadi neshoduji s pragmatickou definici druhu, kterou vyuzZiva polyfazicka taxonomie,

Casto ani u béZnych a velmi dobfe znamych mikroorganismu.

1.6 Genotyp 16S rDNA jako jednotka diverzity

Bézné se pro ucely identifikace polyfazickych druhti v prostfedi pouziva gen pro 16SrDNA, ktery patii mezi
evolucné konzervované geny spjaté s nepostradatelnymi, Zivotné dilezitymi funkcemi (tzv. house-keeping
genes), pritomné diky tomu napfic¢ vSemi prokaryotnimi skupinami. Gen pro funkéni RNA malé ribozomalni
podjednotky byl v minulosti zakladnim nastrojem pro tvorbu fylogenetického systému bakterii a archei na

vSech fylogenetickych trovnich (Woese, 1987).

Vzhledem k uméle stanovenym hranicim mezi prokaryotnimi druhy neni v této praci pouZivano oznaceni
mikrobialni druh, ale presnéjsi oznaceni — genotyp 16S rDNA dané operacni taxonomické jednotky (OTU).
Pouziti genotypt 16S rDNA jako jednotek pfi zkoumani mikrobidlni diverzity ma své vyhody i nevyhody.
Mezi hlavni nedostatky patfi vySe zminény problém, Ze vétSina mikroorganismt je nekultivovatelna a dosud
znich neni k dispozici osekvenovany genom, takZe zatim nejsou metabolicky popsany. Dalsi nevyhodu
prinasi plasticita vztahu 16S rDNA a fenotypu (napf. metabolickych schopnosti). Mezi prokaryotnimi
organismy je béZny horizontalni genovy prenos nékterych genti pro proteiny urcité metabolické ¢i regulacni

drahy. Mezi klasické pripady snadno prenosnych vlastnosti patii rezistence k antibiotikim (Huddleston,
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2014), k tézkym koviim (Hobman and Crossman, 2014) nebo schopnost vyuZzivat dalsi donor nebo akceptor
elektronti pro energeticky metabolismus (Han and Perner, 2015). Z toho vyplyv4, Ze nelze pouZivat
konkrétni genotyp 16SrDNA jako nezvratny indikator urcitého biogeochemického procesu. Fylogeneticky
strom prokaryot vytvoreny na zakladé genu pro 16S rRNA vykazuje ostrivkovité rozmisténi jednotlivych
metabolickych schopnosti jak napfi¢c doménami, tak v rdmci nejnizsich taxonomickych trovni - druhd, ¢i
kmend. (Boucher et al., 2003). Existuje tedy velky pocet nepribuznych genotypti 16Sr DNA, ke kterym lze
priradit stejny typ energetického metabolismu (tj. takovéto vlastnosti mikroorganismu jsou parafyletické).
Presto ale sumarné plati, Ze kdyZ ma urcity mikroorganismus néjakou charakteristiku, ma jeho blizky
pribuzny tuto charakteristiku s vétsi pravdépodobnosti nez vzdalenéjsi pribuzny. To se miZze tykat v prvni
fadé komplexnich vlastnosti, které jsou ve fylogenetickém stromu rozmistény ostrtivkovité a ne zcela
nahodné. Takové vlastnosti musi byt logicky hiife horizontalné prenosné. Jedna se o vlastnosti, které jsou
zakotvené ve velkém mnoZstvi genli a lze je tudiZ predat pouze vertikdlné (dédénim). Zatimco rezistence
k antibiotikiim je jednoduchou dopliikovou vlastnosti (miZe ji zajiStovat produkt jediného nebo nékolika
malo gentl), zde se jednd o Zivotni strategii a komplexni prizptisobeni podminkadm (pH, teplota, oligotrofie,

autotrofie).

1.7 Fylogeneticka disimilarita mikrobialnich komunit

Podle sekvenci 16S rDNA ziskanych z riznych mikrobidlnich komunit 1ze na zakladé této skutecnosti zjistit
miru fylogenetické disimilarity mezi nimi. Mira fylogenetické disimilarity ma potencial ukazat praveé rozdily
v komplexnich prizptisobenich a strategiich mikroorganismi v rtiznych komunitach (Lozupone and Knight,
2005, 2007; Faith et al., 2009). Pro stanoveni miry fylogenetické disimilarity byla vyvinuta metoda UniFrac
(Lozupone and Knight, 2005), kterd jednoduchym vypoctem stanovi délku unikatnich vétvi (vedoucich

pouze k jednomu vzorku) ve fylogenetickém stromé obsahujicim OTU ze dvou ¢i vice vzorki (viz obr. 2).

vews

prehled o vSech genech v prostfedi, ale nemame z jednotlivych genii Sanci vycist pravé takova komplexni
prizptisobeni jakym jsou Zivotni strategie, nebot’ nejsou kédovany jednim genem. S ohledem na to, Ze lze
metodou UniFrac odliSit mikrobiadlni komunity ze slanych a sladkovodnich prostiedi, eutrofnich a
oligotrofnich motskych prostiedi, nebo ze sedimentt a vody (Lozupone and Knight, 2005, 2007), je na misté

ocekavat podobné korelace i v podzemnich akviferech.

Existuje studie, ktera se zabyvala fylogenetickou disimilaritou mezi vzorky z podzemnich vod (Sahl et al.,
2008), ale jejim zakladnim nedostatkem byl maly pocet zkoumanych vzorkd a absence obecnych zavért.
Jiné studie ale ukazuji, Ze analyza fylogenetické disimilarity mtzZe mit praktické vyuZiti pfi hospodareni
s pitnou vodou. V malo komplexnim prostfedi, jakym je reaktor Cisticky kontaminovanych vod (dusi¢nany s
chloristanem), ma potencial ukazat, Ze se signifikantné 1iSi komunity, které jsou limitované akceptory
elektrond od téch, které jich maji dostatek (Ontiveros-valencia et al., 2014). Takové zjiSténi mtzZe byt velmi
uziteCné, nebot umoZziuje zjistit, pfi jakém nastaveni provzdusnéni a obsahu riznych TAE je proces CiSténi

(anaerobni respirace dusi¢nanti) nejefektivnéjsi.
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Neni ovSem zndmé, zdali je podobné vlivy mozné rozliSit ve strukturné tak sloZitém a rozlehlém prostiedi,
jakym je akvifer. Komplikaci zde totiZ mtize pfedstavovat uz samotny zptisob odbéru z velkych hloubek, pfi

kterém technicky nelze zajistit sterilni podminky (Sahl et al., 2008).
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Obr. 2 Vypocet matice distanci metodou UniFrac. Ctverce, trojiihelniky a kolecka predstavuji sekvence z jednotlivych
prostredi (vzorkt, mikrobidlnich komunit). Vétve vychdzejici z uzlii jsou vyznaceny Cernou barvou, pokud jsou unikdtni pro
konkrétni prostredi (vzorek), a Sedivou, pokud jsou sdilené obéma vzorky. A — strom reprezentujici fylogeneticky pribuzné
komunity, kde je podstatnd ¢dst vétvi sdilend (Sedivd). B — Strom reprezentujici dvé komunity, které jsou maximdlné odlisné,
takZe 100 % délky vetvi je unikdtnich bud’ pro vzorek reprezentovany kolecky nebo pro ctverce. C — randomizacni test
umozujici zjistit, zdali jsou dvé komunity signifikantné odlisné, kde n je pocCet opakovdni a r je replikadt, prirazeni danych
sekvenci k jednomu ze dvou prostredi je pro kazdy replikdat ndhodné vygenerovdno a je spocitana délka unikdtnich (Cernd)
vétvi. Vyslednd hodnota p je podil ndhodné vygenerovanych stromii, které maji nejméné takovou délku unikdtnich vétvi jako
plivodni strom (zndzornéno Sipkou v grafu). Pokud je hodnota p pod urcitou (arbitrdrni) hranici, vzorky jsou povaZovdny za
signifikantné odlisné. D — V pFipadé srovndvdni vice neZ dvou vzorkii je hodnota UniFrac nezdvisle vypocitdna pro vSechny
dvojice srovndvanych vzorkil a zobrazena v matici distanci (v tabulce matice distanci ctverce, koleCka a trojuhelniky jiz
predstavuji jednotlivé vzorky a nikoli sekvence). Z matice distanci miiZze byt vytvoren standardnimi mnohorozmeérnymi
statistickymi metodami strom UPGMA nebo PCoA diagram ukazujici klastrovani jednotlivych komunit. Upraveno podle
(Lozupone and Knight, 2005).
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Otéazkou tedy zlistava, jaké procesy (a zda vibec) lze v podzemni vodé takto rozpoznat, zdali je mozné
srovnavat vzorky z rtiznych lokalit, zdali se lisi komunity podle fyzického charakteru vzorku a typu odbéru.
Analyza fylogenetické disimilarity je schopna odliSit pouze rozdily mezi mikrobidlnimi komunitami, ale ne
jevy v pfirozeném prostiedi, které za ni stoji. Proto byly v této praci pouZity dalSi pristupy, které maji

e

potencial vysvétlit pficinu fylogenetické disimilarity mezi vzorky. Mezi né patfi kromé hydrogeologické
charakteristiky akviferu i metabolicky a taxonomicky popis nejcastéjSich genotypti 16S rRNA a ordinacni
metody zobrazujici variabilitu metabolickych skupin a taxonomickych jednotek. Srovnanim vysledki
riznych analyz bude mozné posoudit okruh otazek, na které jsou konkrétni metody schopné odpovédét, a

také to, jakou novou informaci prinasi analyza fylogenetické disimilarity.

1.8 Popis lokalit
Pro odbér vzorkti byla zvolena tfi hydrogeologicky dobfe prozkoumand tizemi v Ceském masivu (viz obr. 3).

Dvé z mist le7i v oblasti Ceské kiidové panve, kde jsou hlavnim kolektorem cenomanské sedimenty. Jedna
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Obr. 3 Poloha mist odbéru vzorkii Kralup nad Vltavou. V DP Cernuc se t&7i
kvartérni Stérkopisky a odtéZené plochy slouZi jako uloZisté elektrarenskych popilki. Z toho dtivodu zde byl
vybudovan systém monitorovacich vrtl (viz obr. 4, obr. 5) pomoci nichZ je moZno sledovat ovlivnéni jakosti
vody hloubéji leZiciho cenomanského kolektoru aktivitami v piskovné. Diky tomuto monitoringu je zde
k dispozici geochemicky i hydrogeologicky dobfe charakterizovany akvifer. Vrty zasahuji do rtznych
hloubek, maji odliSnosti v litologii a dynamice proudéni podzemnich vod diky zlomovym strukturam
pritomnym v okoli. Na pomérné malém uzemi je zde k dispozici sada vrtd svyznamné odliSnymi
geochemickymi vlastnostmi, a lze ocekavat jejich vliv na strukturu mikrobidlnich spoleCenstev v

jednotlivych vrtech.

1.8.1.1 Charakteristika horninového podloZi a proudéni vody
Oblast je tvorena sedimenty rizné propustnosti z obdobi karbonu, kiidy a kvartéru (viz obr. 4 a obr. 5).
Permokarbon: Litologie a proudéni vody v permokarbonskych kolektorech v této praci nejsou blize

specifikovany, nebot’ nejhlubsi vrty zasahuji maximdalné prvni metry do stropu karbonu. Jedna se zejména o
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vrt MC-3, ktery na svém dné zachycuje karbonské izolatory v podobé kaolinickych zvétralin a jilovci (obr.
5). Permokarbonské horniny nachazejici se pod témito izolatory jsou tvorené jilovci a rtiznobarevnymi
piskovci. Tyto horniny s nejvyssi pravdépodobnosti ovliviiuji chemismus vod v kfidovych kolektorech
(zvysuji obsah chloridt) diky husté vyvinutym tektonickym porucham v této oblasti (Nakladal, 2009).
Krida: Kiidové sedimenty jsou v Cernuci tvoreny transgresnimi_cenomanskymi piskovci, na které nasedaji
tmavé uhelné prachovce a jilovce. Nad uhelnymi prachovci a jilovci se nachazi vrstva jemnozrnnych
moftskych piskovct, ktera je zde poslednim sedimentem usazenym v obdobi cenomanu. Nad jemnozrnnymi
piskovci jsou turonské prachovce a jilovce, jejichZ mocnost znacné kolisa.

Kvartér: Nejsvrchnéjsi vrstvou jsou kvartérni Stérkopisky.

Transgresni cenomanské piskovce patii do sladkovodni facie, tvori je rizné zrnité piskovce s variabilnim
zbarvenim — od bilych, ptes Sedé, Zluté, rezavé az Cerné v zavislosti na obsahu organické hmoty a Zeleza
v riznych oxidacnich stavech. V téchto cenomanskych piskovcich se vyskytuji ploSné omezené, avSak pro
chemismus podzemnich vod vyznamné tmavé uhelné prachovce a jilovce obsahujici pyrit a slidu.
V piskovcich je rovnéZz mozné najit zuhelnatélé zbytky rostlin. To ma vyznamny dopad na chemismus vod ve
vrtech, které do néj zasahuji (MC-1 a CJ-1). Pfitomnost zuhelnatélych zbytkt rostlin a pyritu v bazalnim
kolektoru prispiva ke zvySenému obsahu sirant, Zeleza a sniZuje pH v podzemni vodé. Piskovce ze
sladkovodni facie tvoii bazalni cenomansky kolektor, ve kterém proudi vody hlubokého obéhu. Toto
horninové téleso se sklani smérem k severovychodu, coZ také odpovidad generelnimu sméru proudéni
podzemni vody v tomto kolektoru (Nakladal, 2000, 2003; Nakladal, Hruska and Starosta, 2009).

Uhelné prachovce a jilovce svou niZsi propustnosti oddéluji bazalni cenomansky kolektor od svrchniho. Ne
vsak zcela dokonale, nebot’ v nich Casto najdeme polohy piskovci, jeZ mohou hydraulicky propojovat oba
cenomanské kolektory.

Jemnozrnné piskovce z morské facie tvori svrchni cenomansky kolektor, ve kterém proudi vody mélkého
obéhu.

V nadloZi jemnozrnnych piskovct jsou uloZeny turonské prachovitoslinité morské sedimenty, které svoji
nizsi propustnosti izoluji svrchni cenomansky kolektor od kvartérnich Stérkopiskti. Tam, kde turonsky
izolator vyklifiuje (viz obr. 4) pretékd voda ze Stérkopiskt (ktera teCe v oblasti piskovny smérem na jih
(Nakladal, 1997)) do svrchniho cenomanského kolektoru. Vyklifiovani izolatoru neni ploSné homogenni a
odpovida reliéfu morského dna v obdobi turonu (Nakladal, 2000). Izolator ma tendenci zvétSovat svoji
mocnost smérem na severovychod (vrt MC-3 turonské horniny téméf postrada, zatimco v MC-1 dosahuji
mocnosti 15,5 m). K miSeni vod kvartérniho kolektoru s cenomanskymi kolektory ale nedochazi v Cernuci
jen kvtili absenci izolatoru mezi nimi. Cela oblast je protkana tektonickymi poruchami (viz obr. 4) z obdobi
tfetihorniho vyzdvihu Ceského masivu a poruchami vzniklymi synsedimentarné v obdobi k¥idy. Tyto zlomy
predstavuji dalSi cestu pro miSeni mladSich a starSich podzemnich vod. To zptisobuje, Ze lokalné smér
proudéni vody nemusi odpovidat generelnimu sméru proudu.

Lze ptedpokladat, Ze charakter povrchovych vod bude od spodnich znacné odliSny napf. v disledku
zemédélské ¢i jiné antropogenni cinnosti, mineralogického sloZeni Stérkopiskd a stafi vod. To dokladaji

chemické rozbory vod (viz ptilohu C) z vrtu MC-3, ktery prakticky postrada turonsky izolator a je tak pfimo
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vystaven vlivu povrchovych vod (Nakladal, 2003; Nakladal, Hruska and Starosta, 2009).
Podzemni voda ve vrtech na Cernuci nevyhovuje poZadavkiim na pitnou vodu. To je zptisobeno jednak
mineralogickym sloZeni kolektort (zuhelnatélé sedimenty, sulfidy, ale i sloZeni izolator) a jednak

v disledku infiltrace povrchovych vod (dusi¢nany, dusitany, chloridy).
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Obr. 4 Mapa se systémem vrtii a tektonickych poruch v oblasti DP Cernuc. Na mapé jsou hnédymi ¢drami vyznacené
tektonické zlomy pozorované hydrogeologem Petrem Naklddalem: preruSovand cdra — predpoklddané zlomy, plnd cdra
— dolozené zlomy. Fialovou Carou je vymezeno tlizemi DP Cernuc. Zelend ¢dra predstavuje hranici vyklinéni
spodnoturonského izoldtoru. Tmavé hnédd cCdra ukazuje vyklinéni karbonu. Hydrogeologické vrty jsou oznaceny

Cervenymi kostkami se jménem. V této prdci byly pro mikrobiologické rozbory odebrdny vzorky z vrti MC-1, MC-2,
MC-3, MC-6, CJ-1 a JZD. Obrdzek prevzat a upraven podle Petra Naklddala
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Vysvétlivky:

I 3m  méfitko

+ Hloubka odbéru vzorku
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Kvartérni stérkopisky (kolektor)
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Tmavé uhelné prachovce a jilovce (izolator)
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(kolektor)

Uhelna slojka
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Kaolinické zvétraliny a jilovce (izolator)

PERMOKARBON | KRiDA

Obr. 5 Petrograficky popis vrtii a perforace zdrubnic ve vrtech. Vlevo na obrazku jsou zobrazené petrografické profily
vrtl, vpravo vysvétlivky. V obrazku je zndzornén pouze vertikalni rozmér (tedy Sitka vrtd neodpovida méfitku). Po levé
strané sloupce vrtu je zobrazena perforace zdrubnice — oblast, kde do vrtu vtékd voda z akviferu. (plnd ¢dra — plnd
zdrubnice, prerusovand ¢dra — perforovand zdrubnice). VSechny zdrubnice jsou z PVC. Vit CJ-1 je zapustén na dné asi
9 m hluboké $achty, kterd byla vybudovdna az s navdzkou elektrdrenskych popilkii do DP Cernuc. Hladina vody ve vrtu
byla stanovena tésné pred odbérem vzorku pro mikrobidlni analyzu. Hloubkou odbéru vzorku je mySlena poloha
Cerpadla pri odbéru vzorku pro mikrobiologické analyzy. Pro danou oblast neni presné vyreSena stratigrafickd hranice
karbon/ krida, proto je ve vysvétlivkdch vlevo od litologickych popiskii otaznik. Petrograficky profil jednotlivych vrti byl
vytvoren na zdkladé zprdv o budovani vrti (Nakladal, 2000, 2003, 2008).

1.8.1.2 Charakteristika jednotlivych vrta

Vrt MC-3: zéna infiltrace povrchovych vod, eutrofie

Vrt MC-3 byl vybudovan 13.8.2002. Je ze vSech vzorkovanych vrtii nejmélci, ma hloubku pouhych 22 m
(Nakladal, 2003). LeZi v poli zdpadné od DP Cernuc a je prvnim vrtem v pofadi, pokud postupujeme ve
sméru proudéni vody v kiidovych sedimentarnich t&lesech. M4 z vrtti na Cernuci nejvyssi obsahy dusi¢nant,
dusitand, chloridii a manganu, nejvyssi mineralizaci, vodivost a chemickou spotiebu kysliku (CHSK) a je
naopak oproti zbytku vrtd pomérné chudy na Zelezo (Nakladal, HruSka and Starosta, 2009) (viz ptiloha C).
Vysoka CHSK je disledkem vysokého obsahu organickych latek z primarni produkce na povrchu (pole), a
pri¢inou vysoké mineralizace bude pravdépodobné pouZivani zemédélskych hnojiv (dusi¢nany, mangan,
chloridy). Ve vrtu byly rovnéZ zjiStény obtiZzné degradovatelné chlorované organické polutanty (pesticidy)
(Nakladal, 2003).

Obsah téchto latek je v souladu s hydrogeologickou situaci ve vrtu: MC-3 se nachazi v oblasti pretékani

povrchovych vod do jemnozrnnych piskovct cenomanského kolektoru. V jeho tésné blizkosti vyklifiuje na
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povrch turonsky izolator, ktery je zde jiZ silné zvétraly a ma& mocnost pouhych 70 cm (obr. 5). Vstupu
povrchovych vod do cenomanu napomahd i nedaleko lezici tektonicky zlom (obr. 4). Proto lze tvrdit, Ze ve
vrtu MC-3 hraje hlavni roli vliv povrchovych eutrofnich vod, které vtékaji do svrchniho cenomanského
kolektoru. Naopak vody z bazalniho cenomanského kolektoru s uhlim sem nepronikaji viibec, nebot’ zde

zcela chybi vrstva sladkovodnich cenomanskych piskovct (obr. 5).

Vrt MC-1: zéna vzdaleného transportu infiltrovanych vod + ovlivnéni uhelnou slojkou

Vrt byl vyhlouben 14.8.2002. Zasahuje do hloubky 55 m pod terén a je tim padem nejhlubSim vrtem
v Cernuci. V mnoha ohledech je geochemickym opakem vrtu MC-3: Podzemni vody ve vrtu MC-1 jsou
ovlivnéné predevSim mineralnim sloZenim cenomanskych sedimentt a nikoli povrchovymi vodami jako
povrchovych vod (viz obr. 5). Presto nelze tvrdit, Ze komunikace cenomanského kolektoru s povrchem
neexistuje — v blizkosti vrtu se nachazi tektonicka porucha ve sméru vychod-zadpad propojujici oba kolektory.
Pri vrtani byl napfiklad zaznamenén pfiron vody z turonskych izolatort, ktery musi mit ptivod v puklinovém
systému (Nakladal, HruSka and Starosta, 2009).

Ve vrtu MC-1 se misi vody svrchniho a bazalniho cenomanského kolektoru. Svrchni cenomansky kolektor
piinasi vodu z oblasti infiltrace v okoli vrtu MC-3. Povrchové znecisténi pfitomné ve vrtu MC-3 se ovSem
béhem transportu vody do oblasti vritu MC-1 vytraci diky samocistici schopnosti jemnozrnnych piskovct a
mozna i fedénim vodou z bazalniho kolektoru. Smichanim s bazalnim kolektorem na vySe zminéné
tektonické poruSe se rapidné méni geochemické vlastnosti vody. V tenké vrstvé uhli, které zde najdeme na
stropu permokarbonu (viz obr. 5) se Casto vyskytuje pyrit a pravdépodobné i jiné sulfidy. Rozklad sulfidd
vede ke zvySovani obsahu siranti a Zeleza a k nizkému pH (Nakladal, Hruska and Starosta, 2009). Ve vodé je
rovnéZz doloZen zvySeny obsah nékterych stopovych prvkt jako je arsen, nikl nebo beryllium (Nakladal,
2003). Jejich ptivod ale nemusi byt jen v mineralech sedimentti nybrz také v elektrarenskych popilcich
uloZenych v piskovné.

Voda vrtu MC-1 oproti MC-3 neobsahuje takové mnozZstvi dusic¢nant ale spiSe amoniak. Chloridy, které maji
Castecné ptuvod v povrchovych vodach, také mizi, a naopak pfibyva dvojmocného Zeleza a sniZuje se pH.
Voda ma také vysokou CHSK (Nakladal, Hruska and Starosta, 2009). Celkové je podzemni voda ve vrtu
MC-1 redukéni, kysela s rozpusténymi kovy a oligotrofni s pomérné nizkou celkovou mineralizaci (druhou

nejnizsi v Cernuci). Tim se vrt MC-1 podstatné lisi od ostatnich vrtd v Cernuci.

Vrt MC2: zéna blizkého transportu a ¢isténi infiltrovanych vod
Monitorovaci vrit MC-2 byl vyhlouben 20.8.2002. Je hluboky 31 m.
Podzemni vody ve vrtu MC-2 lze jednoduSe popsat jako vody, které pritékaji svrchnim cenomanskym
kolektorem z oblasti infiltrace u vrtu MC-3 ale dosud nedorazily ke zlomu u vrtu MC-1 a nejsou tudiz
vyznamné ovlivnény redukujicimi kyselymi vodami bazalniho kolektoru. Priitokem jemnozrnnymi piskovci
ztraceji castené povrchova znecisténi — ubyva dusicnanti a chloridii. ProtoZe se vody v MC-2 nepotkavaji

s kyselymi vodami bazalniho kolektoru, pH se nesniZuje jako ve vrtu MC-1. Voda se zde svymi parametry
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nejvice ze viech na Cernuci pfiblizuje pitné. Obsahy dvojmocného Zeleza jsou zde zanedbatelné,
pravdépodobné kviili dobré okysliCenosti a neutralnimu pH vod (vSechno Zelezo, které by se zde mohlo
objevit z pyritu v uhelnych prachovcich se za téchto podminek vysrazi).

Podzemni voda vrtu MC2 zachycuje proces cisténi infiltrovanych povrchovych vod v izolaci od povrchu

(pod turonskym izolatorem) bez ovlivnéni bazalnim cenomanskym kolektorem.

Vrt MC6: zéna vzdaleného transportu infiltrovanych vod s mensim vlivem bazalniho kolektoru

Vrt MC-6 byl vyhlouben 09.10.2008. Jeho hloubka je 43 m.

Vit MC-6 se nachazi podobné jako MC-1 v oblasti transportu cenomanskych vod vsakovanych jihozapadné
od DP Cernuc a je ovlivnén zlomovymi strukturami umoZiujicimi miseni s kyselymi vodami bazalniho
cenomanského kolektoru. Tomu nasvédcuji velmi vysoké obsahy sirani a druhé nejnizsi pH z vrti na
Cernuci. Na druhou stranu vody ve vrtu MC-6 nemaji redukéni charakter jako v MC-1. Vrt totiZ p¥imo
nenaradzi bazalni cenomansky kolektor. Pouze se mu pribliZuje, jak lze usuzovat z hrubnuti sedimentace
(vyskyt lamin povodiiovych hrubozrnnych piskovci) v tmavych cenomanskych prachovcich zastiZzenych na
dné vrtu. V téchto horninach byl také béhem vrtnych praci zaznamenan vyznamny pfiron vody (Nakladal,
Hruska and Starosta, 2009).

Vrt MC-6 je tedy kombinaci charakteristik vrti MC-1 a MC-2. Je pro néj prizna¢ny velmi maly vliv
povrchovych vod ovlivnénych zemédélskou cinnosti (nizky obsah dusi¢nanti a chloridi) a nizké pH jako je
tomu u MC-1. Od MC-1 se ale 1isi mensi mirou komunikace s bazalnim cenomanskym kolektorem a absenci

uhelné sloje — v tomto ohledu se pribliZuje vice vrtu MC-2.

Vrt CJ-1: zéna miSeni infiltrovanych vod blizkého transportu s hlubokymi vodami cenomanu

Vit CJ-1 byl vyvrtdn 22.08.2000 do hloubky 35 m piimo na tizemi DP Cernuc (Nakladal, 2000).
V soucasnosti je jesté o cca 9 m hlubsi kviili navézce elektrarenskych popilkt na vytéZené dno piskovny. Vrt
se nachazi v oblasti blizkého transportu vod infiltrovanych v oblasti vrtu MC-3 a zasahuje stejné jako vrt
MC-1 do bazéalniho kolektoru cenomanskych piskovci s roztrouSenymi kusy zuhelnatélych rostlin. Ve vrtu
CJ-1 se ale nenachézi uhelna slojka jako ve vrtu MC-1.

Vrt CJ-1 ma ze vSech vrtli nejvyssi obsahy Zeleza a nizké pH stejné jako vrt MC-1 (Nakladal, Hruska and
Starosta, 2009).

Studna JZD

Vrt u JZD slouZi jako jimaci vrt. K tomuto vrtu neni k dispozici dokumentace petrografického profilu ani
kompletni chemicky rozbor vody. Podle dokumentace (Nakladal, 2003) nevyhovuje limitim pro pitnou
vodu zvySenym obsahem dusi¢nanti, chloridd, siranti, hliniku a celkovou mineralizaci. Vrt je mirné znecistén
organickymi latkami tlejicimi a dné. Vzhledem k poloze 1ze odhadovat podobnou litologii jako ma vrt MC-3
stim, Ze neni zndmo, do jaké hloubky vrt zasahuje. Podle tstniho sdéleni Petra Nakladala by mél vrt

zasahovat do permokarbonu, ktery zde leZi, podobné jako u MC-3, blizko k povrchu. Podzemni voda ve vrtu
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ma ptivod bud'to v kvartérnich Stérkopiscich nebo se jedna o vody proudici v mélkém obéhu pripovrchového

rozpojeni horninového masivu (Nakladal, 2003).

Vrt JL-2C

Vrt JL-2C byl vybudovan v roce 1996 a je hluboky 100m. PouZiva se k jimani vody na uzemi Stérkopiskovny
v Led¢icich, kterd le7i zhruba 5 km severovychodné od DP Cernuc. Z vrtu je erpana voda z bazalniho
cenomanského kolektoru s napjatou hladinou, kterd je podobné kvality jako ta v Cernuci (nizky redox
potencial, vliv uhli). Pfironu vody ze svrchniho Sté€rkopiskového kolektoru je zabranéno cementaci
zaplastového prostoru v prvnich 44 m hloubky vrtu. Vrt ma oproti ostatnim PVC vrtim paznici ocelovou
s perforaci v hloubkovych intervalech 58,9 - 68,9 m a 73,5 - 95,60 m. V roce 2008 doslo ve vrtu ke sniZovani
vydatnosti pravdépodobné v disledku poruseni betonové ochrany a priiniku okyslicenych povrchovych vod,
coZ mélo za nasledek mikrobialni kolmataci vrtu. Vrt byl poté mechanicky vyciStén a desinfikovan. Béhem

¢isténi 2008 byl ve vrtu jiz od hloubky 59 m detekovan Cerny kal s obsahem Zeleza, manganu a organické

mikrobialni hmoty silné zapéchajici sirovodikem (Nakladal, 2008).

1.8.2 Pekarka

1.8.2.1 Geologicka charakteristika a vyuziti vrti

Dalsi lokalitou, kde byly odebrany vzorky pro mikrobiologické analyzy je byvald piskovna nedaleko obce
Pekatka v severnich Cechach. Na Pekafce je geologickd situace podstatné jednodussi nez v Cernuci.
VSechny vrty se nachazeji na malé plose v doliku vytéZené piskovny a zasahuji do kvartérnich Stérkopiski

jejichZ baze je zde zhruba 14 m pod povrchem. Pod Stérkopisky se nachéazeji asi metr mocné jily, které

nasedaji na rulové paleozoické podloZi. Na i -
Pekafce je navrtana pouze jedna zvodefi v rdmci F ®® Pka
P2 @y~ PK3
Stérkopiskd (obr. 7). Horovac!
p ( ) ® Monitorovaci sondy PEN
o - .. ., . . Jimaci vrty
Voda na Pekafce se vyuZzivd jako pitnd a je
Cerpana zjednoho zvrtli do blizké vodarny 9 - Smir toku
I—l—l—l—l podzemni vody
v intervalech zavisejicich na spotfebé. Tento méfitko

Cerpany vrt (PEN) ma ve svém okoli rozmistény

pozorovaci sondy (PK1-PK5), které maji slouzit k

. PES

monitoringu dynamiky hladiny podzemni vody

v bezprostiedni blizkosti vrtu PEN (obr. 6). Tyto

Obr.1 Uspordddni vrtii na Pekarce. Modre jsou vyznaceny
jimaci vrty: odstaveny PES a pouzivany PEN, Cervené jsou
dalsi jimaci vrt (PES) vyvrtany v roce 1964, ktery zakresleny pozorovaci sondy. Upraveno podle Pech et al.

iy . . . o 2014.
se ]J1Z v soucasnostl pro cerpanl nevyuziva. Vrt

sondy byly vybudovany v roce 2013. Opodal je

PEN je rovnéz z 60. let. Podzemni voda proudi za klidového stavu (kdyZ se necerpd), ve sméru od vrtu PEN
k vrtu PES. Oba dva jimaci vrty se 1iSi od sond tim, Ze jejich pazZnice jsou ocelové, zatimco monitorovaci

sondy jsou z polyethylenu. VSech pét sond saha do hloubky 15 m s tim, Ze perforace zarubnice je v tiseku 7-

24



14 m pod povrchem (obr. 7). Zbytek tvofi zarubnice plna s jilovym tésnénim v prvnich dvou metrech
hloubky. Jimaci vrt PEN je hluboky 13,9 m, perforovany v hloubce 8-13 m (Pech et al., 2014). Odstaveny vrt

PES ma hloubku 15,6m a chybi dokumentace o perforaci. Lze ale ocekavat podobnou jako u vrtu PEN.

Profil vrty: Vysvétlivky:
I 3M  wMasitko

Hlina

. Stiredné zrnity jilovity pisek

. '-_, -~ Jemnozrnny jilovity pisek

Stérkopisek (u baze ulomky ruly)

Obr. 7 Petrogrdficky profil zvodni na Pekarce. V obrdzku je zndzornén pouze vertikdlni rozmer (tedy Sitka vrtii
neodpovidd meritku). Po levé strané sloupce vrtu je zobrazena perforace zdrubnice u pozorovacich (plnd ¢dra — plnd
zdrubnice, pFerusovand ¢dra — perforovand zdrubnice). Vytvoreno na zdkladé dat poskytnutych D. Kahudou z CZU
(osobni korespondence).

1.8.2.2 Chemismus vod

Vody na Pekaice jsou oligotrofni, dobfe okyslicené s neutrdlnim pH, voda ze vSech vrtli je po chemické
strance prakticky stejna. To neni vzhledem k totozné litologii a malé vzdalenosti vrtd prekvapujici. Jediné, co
geochemickou monoténnost narusuje, je pritomnost ocelové paznice. Ta zptsobuje nejvyznamnéjsi rozdil
v chemismu vod, ktery je zde moZné pozorovat — vity PES a PEN maji vySsi obsahy celkového i

dvoumocného Zeleza, a naopak lehce sniZené obsahy dusi¢nanti oproti plastovym sondam (viz tab.1).

latka jednotka

Fe2+ mg/|

zelezo mg/|

dusi¢nany |mg/|

Tab. 1 Obsahy Zeleza a dusi¢naniti v podzemni vodé na Pekaice. Data poskytnuta D. Kahudou z CZU (osobni
korespondence). Datum odbéru na chemické rozbory: 14.-15.10. 2013. Vzorky na rozbor byly odebrdny pred cerpaci
zkouskou. Barevnd skdla: syte zlutd — vyssi obsah, svetle Zlutd — niZsi obsah

1.8.3 Vlastislav
Jimaci tizemi Vlastislav lezi v CHKO Ceské stfedohofi zapadné od Lovosic. V 60. letech 20. stoleti zde byly

vybudovany vodarenské vrty za tiCelem odbéru pitné vody. Zajmovym kolektorem jsou zde cenomanské a
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spodnoturonské sedimenty Ceské kiidové panve s puklinovo-priilinovou propustnosti. Pro cenomanské
pisCité sedimenty je typicka prilinova
propustnost, zatimco pro spodnoturonské
slinovce puklinova. Kridové sedimenty
jsou zde lokalné prekryté kvartérnimi

% MO5
naplaveninami a alkalickymi neovulkanity.
Zadny ze vzorkovanych vrti vSak p¥imo
témito vyvrelinami neprochazi (viz obr. 8
a obr. 9). Podlozi kfidovych sedimenti & MO3
tvori tmavoSedé slidnaté ruly z obdobi ' MOst
proterozoika aZ kambria, které maji & MO1
minimalni vyznam pro obéh podzemnich

vod (Véaclavek, 1968).

500 m : Wi,

1.8.3.1 Obéh podzemni vody v povodi

Modly Obr.8 Geologickd mapa jimaciho tuzemi Vlastislav v povodi
Hydrogeologickd struktura ve zkoumaném Modly s vyznacenymi vrty a vyvéry, ze kterych byly odebrdny
; . 3 vzorky na mikrobiologické rozbory. Prevzato a upraveno podle
Gzemi ma jeden obzor podzemni vody geologické mapy 1:25 000 a mapy vrtné prozkoumanosti z
mapového serveru Ceské geologické sluzby. Vysvétlivky: krizky —
vrty nebo prameny, Cervené tecky — vzorkované vrty nebo prameny
jejiz generelni spadd je od severozdpadu Geologické jednotky: zelend — piscity slinovec, spongoliticky
jilovec (turon), zdrivé zelend — piskovec kiemenny, jilovity,
glaukoniticky (cenoman), fialovd — olivinické alkalické vulkanity
(terciér), oranzovd/Cervend — ortorula (krystalinikum -
saxothuringikum),
povodi smérem ke korytu Feky, kde se bézovd — stérk (kvartér)

s volnou hladinou v kfidovych sedimentech,

k jihovychodu. V pfic¢ném fezu tdolim feky

Modly tece voda z rozvodnice na hiebenech

nachazi nékolik vyvért. Tyto vyvéry vznikly prirozené postupnym zahlubovanim koryta feky az pod troveri
hladiny podzemni vody. Nejsiln€jsi z nich je vyvér u kaple na pravém bfehu Modly (MOst viz obr. 8). Podle
hydrogeologickych zprav (Vaclavek, 1968) je vydatnost vyvérd vyznamné ovlivnéna infiltraci srazek
v povodi a pfi silnych vykyvech pocasi je moZné zaznamenat zmény ve vydatnosti jeSté tyZ den — oblast
vsaku leZi totiZ v tésné blizkosti vyvéru. Infiltrace probiha prevazné v horninach spodniho turonu tvorenymi
slinitymi spongilitickymi sedimenty s rtiznym podilem prachové Ci pisCité slozky. Tyto horniny tvori
vychozy v depresi feky Modly. Smérem do svahu (pfibliZzné od vrstevnice 335 m. n. m. — viz obr. 8) je
stfidaji sedimenty mladsi a méné propustné (stfedni a svrchni turon). Sedimenty svrchniho a stfedniho turonu
maji oproti spodnimu turonu mensi propustnost, protoZe obsahuji vétsi podil jilové slozky, ktera vypliuje
vlivem vétrani pukliny a zabrarfuje tak masivnéjsi infiltraci srazek (Vaclavek, 1968).

Vzorkované vrty spadaji jak do oblasti infiltracni (vity MO1 a MO5 — kazdy na opacné strané udoli feky) tak
do oblasti vyvérové (vit MO3 a vyvér MOst) leZici v nizsich partiich udoli.
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1.8.3.2 Charakteristika vrta

MO1

Vrty MO1 byl vyhlouben v roce 1967 (listopad—prosinec) do hloubky 50 m v kopci na pravém biehu feky
Modly. Hladina byla naraZena v 17 m pod terénem a ustdlila se na 14,5m po ukonceni vrtnych praci
(Vaclavek, 1968). Zarubnice vrtu je ocelova s perforaci v hloubce 22-46 m. V prvnich 22 m byl zastizen
spodnoturonsky spongiliticky slinovec, skrze ktery infiltruji srdZky do hlubSich ¢asti. Zhruba do drovné
hladiny podzemni vody ma zprvu bilou, pak Sedivou az svétle Zlutou barvu. Od trovné hladiny podzemni
vody barva horniny tmavne na Zlutohnédou a pukliny maji limonitovy povlak indikujici oxidaci a sraZeni
Zeleza. Na slinovce navazuji cenomanské slepence a piskovce v tiseku od 22 m do 36,5m. Slepence
predstavujici vrchni dva metry cenomanu obsahuji pyritové konkrece a impregnace, pod nimi jsou uloZeny
Sedé piskovce s pfimési slidy. Od hloubky 36,5m ke dnu vrtu byly zastiZeny horniny, jejichZ stratigrafické
zarazeni neni zcela jednoznacné (obr. 9). Kvuli zpisobu vrtani nebylo mozné zjistit texturu ani strukturu
hornin. Neni proto jasné, zdali se jedna o piskovce a slepence vzniklé zvétravanim pted kiidovou transgresi
(permokarbon) nebo o podloZni rulu, ktera je bezpecné prokazana pouze ve vrtu MOS5. Tyto horniny

nejasného zarazeni maji ervenou barvu, hloubéji prechazeji do hnédé aZ Sedohnédé (Vaclavek, 1968).

V soucasné dobé je vystroj vitu MO1 v hloubkach cca 21-24 m zhroucena. Vrt je od této hloubky zavalen
obsypem. Pfesto ma vit MO1 vydatnost 2-3 1/s (Prtisa, 2014).

MO5

Vit MO5 byl vyhlouben v roce 1968 (prosinec 1967—leden 1968) do hloubky 57,5 m v kopci na levém biehu
feky Modly. Hladina byla naraZena v 18 m pod terénem a ustdlila se na 12 m po ukonceni vrtnych praci
(Vaclavek, 1968). Zarubnice vrtu je ocelova s perforaci v hloubce 26-55 m. Prvni dva metry vrtu MO5
zasahuji do navétralych kvartérnich piscitych slinovct. Vit poté pokracuje spodnoturonskymi slinovci az do
hloubky 15 m pod terénem. Spodnoturonské sedimenty zde maji velmi podobny charakter jako ve vrtu MO1
— ve svrchni ¢asti maji Sedohnédou barvu a aZz v oblasti okolo hladiny podzemni vody (8-15 m) jsou spiSe
hnédé s rezavymi puklinami. V 15 m vrt zachycuje cenomanské piskovce, nejprve kiemité, od hloubky 30 m
slidnaté. PodloZi cenomanu tvoii Zlutohnédy piskovec (jedna se patrné o preplavené eluvium ruly leZici pod

témito piskovci) a od hloubky 53 m do 57,5 m tmavoseda slidnaté rula (Vaclavek, 1968)(viz obr. 9).
MO3

Vrt MO3 byl vyhlouben v roce 1967 (fijen-listopad) do hloubky 25 m. Vrt leZi na pravém brehu feky v jeji
nivé 25 m od vyvéru MOst. Oproti vrtim MO1 a MO5 leZicimi vySe na svazich udoli ma hladinu podzemni
vody podstatné bliZe povrchu. Hladina byla naraZena v 6 m pod terénem a ustdlila se na 0,3 m. Zarubnice je
perforovana od hloubky 6,25 m do 23,5 m. Vit MO3 mé& mélkou hladinu podzemni vody, protoZe je
ovliviiovén fekou leZici v jeho tésné blizkosti. Dynamika feky se projevuje i v typu sedimentd uloZenych
v nivé. Prvnich 5 metrl je tvofeno kvartérnimi naplaveninami — jily ve svrchni ¢asti a pisky s valounky
piskovce a bazaltu ve spodni Casti. Spodnoturonské slinovce v nivé tplné chybi, takZe kvartérni sedimenty
nasedaji rovnou na cenomanské sedimenty, které pokracuji aZ do hloubky 17 m pod terén. Prvnich 5 m

cenomansky hornin tvori kaolinické hrubozrnné piskovce, které prechazeji v jemnozrnné slidnaté piskovce.
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V hloubkach mezi 11,5 m a 14 m mda piskovec tmavsi Sedou barvu a obsahuje pyritové konkrece a
impregnace. Baze cenomanu je tvorena arkdzovymi piskovci, které nasedaji na horniny hnédocervené barvy,

jejichz stratigrafické zarazeni neni jednoznacné stejné jako ve vrtu MO1 (Vaclavek, 1968) (viz obr. 9).

Vrt MO3 se v soucasnosti jako jediny z vrtti Cerpa.

MO3

Méritko

Hladina podzemni vody

| Ornice

Jil

Zvétraly slinovec
Spongiliticky slinovec

Slinovec s rezavymi puklinami

Slepenec/piskovec s pyritovymi konkrecemi
Hrubozrnny piskovec

Jemnozrnny piskovec

Hrubozrnny piskovec s lupinky slidy
Hrubozrnny pisek s valounky bazaltu

Eluvium rulového podlozi

Rula

Obr.9 Petrograficky profil hydrogeologickymi vrty ve Vlastislavi. V obrdzku je zndzornén pouze vertikdIni rozmér (tedy
Sitka vrti neodpovida méritku). Po levé strané sloupce vrtu je zobrazena perforace zdrubnice (plnd ¢dra — plnd
zdrubnice, preruSovand c¢dra — perforovand zdrubnice). Hladina podzemni vody zndzornénd v obrdzku odpovidd
ustdlené hladiné po navrtdni vrtu. Upraveno podle dokumentace jimaciho tizemi Vlastislav (Véaclavek, 1968).
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Tab.2 Obsahy rozpusténych ionti v podzemni vodé v jimacim tzemi Vlastislav. Chemické rozbory v tabulce jsou
uvedeny podle soucasné dokumentace jimaciho tizemi Vlastislav (Prisa, 2014).

Zelezo mangan  dusi¢nany pH sirany

mg/I mg/| mg/| mg/|
MO1 0,12 <0,05 38,2 7,2 220
MO3 0,22 0,32 2,8 6,9 294
MO5 2,6 0,15 <2,00 7 223
MOst <0,02 <0,05 29,1 7,2 208

MOst

Vyvér pod kapli podchyceny kratkou jimaci Stolkou leZi na pravém biehu feky nedaleko od vrtu MO3. Jeho
vydatnost znacné kolisa v zavislosti na srazkach (a roc¢ni dobé). Nejvyssi prutoky jsou spojené s obdobim
jarniho tani (az 25 I/s). Nejnizsi prutoky v obdobich sucha dosahuji 8-9 1/s (Prtisa, 2014). Obsahy

rozpusSténych latek a hodnoty pH jsou uvedeny v tab. 2.

2 Material a metody
2.1 Pristroje

Cerpadlo SQ 2-70 (Grundfos) s plastovou hadici, centrala EU 10i (Honda) pro pohon ¢erpadla, méfidlo
WTW Multi 340i (WTW) s elektrodami Sentix ORP (méfeni Eh), Sentix 41 (méfeni pH), Tetracon 325
(méfeni konduktivity), WTW CellOx 325 (méfeni kysliku), cerpadlo Gigant (Ekotechnika), Cykler
TouchGene gradient (Techne), cykler XP (Bioer), regulovatelny zdroj stejnosmérného proudu Power station
300 (Labnet), sada mechanickych pipet EpResearch pippet (Eppendorf), sterilni zkumavky (Jet Biofil,
Eppendorf), stolni centrifuga Minispin Plus (Eppendorf), termoblok Thermomixer comfort (Eppendorf),
trans-iluminator TCP-20-MC (Vilber Lourmat), vahy ABC plus 600H (ADAM Equipment), vortex MS1
minishaker (IKA), centrifuga Hettich universal 32R (DJB Labcare), Spicky s filtrem (Sigma)

2.2 Chemikalie
LA PCR buffer complete (Top-Bio, Brno), LA DNA Polymerases Mix (Top-Bio, Brno), dNTP Mix
kazdy 10 mM (Thermo Fisher Scientific), primery (Sigma-Aldrich), voda pro PCR (Top-Bio, Brno),
DMSO (Top-Bio, Brno), Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific), Gelred (Biotium), agarosa
(Sigma), destilovana voda, PCR enhancer (Top-Bio)

2.2.1 Primery
Pro primarni PCR univerzalni prokaryotické primery 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT), 515 F
(CCAGCMGCCGCGGTAA), pro sekundarni PCR stejné primery se specifickymi tagy 806R_T115
(ACTAGGGCCGGACTACHVGGGTWTCTAAT), 806R_T119
(ATAGCCGCCGGACTACHVGGGTWTCTAAT) a 515 FXX se spolecnym  zakladem
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA a specifickymi tagy na zacatku sekvence (viz tab. 3).
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Tab. 3 Tagy primeru 515_FXX

FO1 ATATAC FO7 ATAGAG F13 ACTCAG F19 ATCATC F25 ATCGAC F32 ATGTCT
FO2 ATATCA FO8 ATAGTC F14 ACTCTC F20 ATCACT F26 ATCGTG F33 ATGTGC
FO3 ATATGT FO9 ATAGCT F15 ACTCGT F21 ATCAGA F27 ATCGCA F34 ATGCAC
FO4 ATACAT F10 ACTATG F16 ACTGAT F22 ATCTAT F28 ATGATA F35 ATGCTG
FO5 ATACTA F11 ACTACA F17 ACTGTA F23 ATCTCG F29 ATGACG F36 ATGCGA
FO6 ATACGC F12 ACTAGC F18 ACTGCG F24 AGCTGA F31 ATGTAG

2.2.2 Roztoky pro elektroforézu:
TBE pufr (89 mM Tris.HCI; 89 mM kyselina boritd; 2 mM EDTA; pH 8,0), Vzorkovy pufr (50%
glycerol; 0,13 M EDTA; 0,12% bromfenolova modr; pH 8,0)

2.2.3 Komercni kity
ZR Xpedition soil/fecal™ (Zymo Research), Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research)

2.3 Odbér vzorki

Vzorky byly odebirany z hydrogeologickych vrti a prament podzemnich vod v sedimentech na tzemi
Ceského masivu. Pokud to bylo mozné, byl z vrtd odebran jak vzorek vody, tak vzorek kalu z kalniku.
Nejprve byla zméfena hladina podzemni vody, poté se Cerpalo z hloubky prvnich metri pod hladinou
podzemni vody. Hadice byla promyta proudici vodou z vrtu, aby se zmensSila pravdépodobnost navzorkovani
mikroorganismi rostoucich uvnitt v hadici nebo mikroorganismii z pfedchozich cerpani (hadice ani cerpadlo
nebyly sterilni). Po nékolika minutach proplachovani byla odebrana voda do sterilni 50ml zkumavky tak, Ze
zkumavka nebyla naplnéna aZ po okraj (voda by béhem zmrazovani vzorku mohla prorazit uzavér) a byla
okamZité uzaviena. Nasledné byly v jiné zkumavce naméfeny hodnoty Eh, pH, konduktivity a koncentrace
rozpusSténého kysliku. Pokud to vydatnost vrtu umozZnila, méfeni probihalo v tekouci vodé do ustaleni hodnot.
Poté bylo Cerpadlo spusténo na dno vrtu a byl zvifen kal. Kal byl Cerpan a odebran stejnym zptisobem jako
voda v€etné méfeni hodnot (na misté bylo mozZné zrakem dobre odliSit, Ze hadici jiZ protéka zabarvena voda
z kalniku, odebirano bylo pfi pokud moZno maximalnim zéakalu).

V pripadé, Ze byla vzorkovana hornina, byla odebrana jako vrtny prach z vrtné soupravy Cerstvé vrtaného
vrtu. Vzorky byly v den odbéru dopraveny na Pfirodovédeckou fakultu UK a zmrazeny na -80 °C, aby se

zamezilo ristu mikroorganismt a byly zachovany ptivodni poméry v zastoupeni druhti.

2.4 Izolace DNA

Izolace DNA probihala v mistnosti pro sterilni praci, kde je pfes noc zapinano UV svétlo za tcelem
sterilizace pouzivanych ploch. Vzorky byly rozmrazovéany za pokojové teploty (cca 25 °C). Poté, co roztala
vSechna voda, byly centrifugaci pfi 9000 otackach/min oddéleny buiiky a pfipadny sediment od nadbytec¢né
vody. Supernatant byl zlikvidovan a sediment zpracovan kitem DNA ZR Xpedition soil/fecal™ podle

navodu vyrobce.
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2.5 PCR

Z kazdého vzorku byla amplifikovana 16S rDNA pomoci prislusnych primert. Vzorky byly amplifikovany
v triplikatech po 25 pl. Poté bylo pomoci elektroforézy testovano, zdali je vysledek PCR pozitivni. V pfipadé,
Ze pri nasledné elektroforéze nebylo mozné na gelu detekovat amplifikovanou DNA, bylo PCR u daného
vzorku provedeno znovu zkuSebné v monoplikdtu (50pl) stim, Ze izolat z problematického vzorku byl
preciStén ve filtracni Spicce, aby byly odstranény pfipadné inhibitory PCR. Pokud nevedlo k lepSimu
vysledku ani toto opatfeni, byl zménén pomér chemikalii v reak¢ni smési pro primarni PCR — napf. bylo
pridano vétsi mnozstvi templatu, byla sniZena davka primerti na polovicni, byl pfidan PCR enhancer. Kvalita
primarniho amplifikdtu byla kontrolovana pomoci TRFLP a sangerovské sekvenace v laboratofi na
Prirodovédecké fakulté UK, aby se predbézné zjistilo, zdali se béhem pripravy amplifikace nedostala do
reakéni smési kontaminujici DNA — napt. Escherichia coli. Ve vzorcich s dominujicimi kontaminacemi
z laboratore bylo zvySeno mnoZstvi templatu pridaného do reakcni smési pro primarni PCR. Poté, co bylo
nalezeno optimalni nastaveni pro kazdy vzorek, byla DNA amplifikovana v triplikatech. Po amplifikaci byly
triplikaty pro jednotlivé vzorky smiseny a cast amplifikatu byla pouzita pro elektroforetické ovéfeni toho,
zdali je vysledek PCR pozitivni. Z amplifikatu bylo poté pouZzito 0,3 pl jako templatu pro sekundéarni PCR.
SloZeni vychozi reakéni smési (bez uprav pro problematické vzorky) pro primarni PCR bylo nasledujici:
PCR pufr - 2,5 pl, DMSO - 0,5 pl, dNTP - 0,25 pl, primer U5415F - 0,3 pl, primer U1406R - 0,3 pl, LA
DNA Polymerase - 0,15 pl, templat - 0,5 pl, PCR voda - 20,5 pl. Reakéni smés byla pfipravovana sterilnimi
nastroji v laminarnim boxu.

Primarni amplifikace probihala ve 30 cyklech pfi nastaveni jednotlivych cykli uvedeném v Tab.4.
Sekundarni amplifikace probihala ve 12 nebo 15 cyklech (podle sily bandu v gelu po elektroforéze
z primarniho PCR) se stejnym nastavenim. Reak¢ni smés se liSila pouze tim, Ze byly pouZity tagované

primery, které umoZziuji prifazeni sekvence ke vzorku po sekvenaci Illumina MiSeq.

Tab. 4 Nastaveni PCR

proces teplota cas
pocatecni denaturace |94 °C 2 min
denaturace 94 °C 20s
nasedani primeru 55 °C 30s
amplifikace 68 °C 50s

2.6 Eektroforéza

Po primarni i sekundarni amplifikaci vZdy néasledovalo precisténi vzorku elektroforézou v 1 % agarosovém
gelu v TBE pufru s Gelred fedéném 10 000 x. Kazdy vzorek byl pred elektroforézou smichan se vzorkovym
pufrem v poméru 5:1. Po elektroforéze bézici pri napéti 15-17 V/cm byl pod UV svétlem vyriznut band o
prislusné molekulové hmotnosti podle standardu hmotnosti Gene Ruler DNA Ladder Mix. Vyfezavani pod
UV probihalo velmi rychle, pracovalo se maximalné po 5 vzorcich na jednom gelu, aby nedochazelo

zbytecné k degradaci molekul DNA vlivem zareni. Vzorky byly na gel umistény vzdy ob jednu dréhu, aby
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pii vyfezavani nemohlo dojit ke spojeni dvou vzorkii dohromady. DNA byla z gelu extrahovana pomoci kitu
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit v pfipadé, Ze byl vysledek elektroforézy pozitivni (na gelu byl
viditelny band).

2.7 Sekvenace a zpracovani sekvenci

Sekvenace probéhla technologii Illumina MiSeq v rezimu 2 x 250 bp v Laboratofi environmentalni
mikrobiologie MBU AV CR. Byly odstranény sekvence s nevyhovujici kvalitou (priimérna kvalita bazi <30)
a spojeny parové konce v programu Fastq-join (Aronesty, 2013). Tyto tpravy provedla rovnéz laboratof
MBU.

V programu Seed (Vétrovsky and Baldrian, 2013) byly prifazeny sekvence k jednotlivym vzorkiim podle
specifickych tagli. Z obou dvou stran sekvence byly nasledné odstranény primery s tagy. V podprogramu
UCHIME byly odstranény chimérické sekvence. Ze zbylych sekvenci byly vytvofeny operacni taxonomické
jednotky OTU s hranici rozdilnosti 3 %. OTU byly alignovany ve volné dostupném programu MAFFT
(Katoh et al., 2002) metodou L-INS-I. Pro kaZzdou OTU byla vypocitana reprezentativni sekvence
(konsenzus) tvofena nejcastéjSim typem nukleotidu v daném lokusu. V programu Seed byla zkonstruovana

tabulka Cetnosti jednotlivych OTU ve vzorcich, kterd byla pouZita pro nasledujici analyzy.

2.8 Bioinformatické analyzy
2.8.1 Vyrazeni kontaminaci, semiautonomnich organel a singletonii
Pro vSechny nésledujici analyzy byly eliminovany takové OTU, které srovnanim s databdzi GenBank

pomoci nastroje BLAST (Altschul et al., 1990) dosahovaly vysoké podobnosti (vice nez 97%):
a) se semiautonomnimi organelami (plastidy a mitochondrie eukaryotnich organismi)

b) s prokaryotnimi organismy vyskytujicimi se na ¢lovéku a jinych obratlovcich a v kvasicich potravinach
(napt. Enterobacter ludwigii, Phenylobacterium sp., Staphylococcus epidermis, Lactobacillus corynifrmis a

dalsi),

c) s mikroorganismy prokdzanymi nebo oCekdvanymi v misté uchovavani vzorkl, izolace DNA a
amplifikace, které casto byvaji kontaminacemi i v jinych laboratotfich (Salter et al., 2014), jako jsou

Escherichia coli, Janthinobacterium svalbardensis, Rhodococcus corynebacterioides a dalsi.

d) s mikroorganismy popsanymi ve studiich kyselych dtilnich vod, kde se pro ucely izolace a amplifikace
DNA pouzivaly fyzicky stejné chemikalie ve stejné laboratori a které vzhledem k narokim na velmi nizké

pH nemohou prosperovat ve vodach s neutrdlnim pH (Metallibacterium scheffleri, Ferrovum myxofaciens).

e) singletony — OTU zastoupené pouze jedinou sekvenci — byly vyfazeny pro ordinacni analyzu a analyzu

fylogenetické disimilarity.

2.8.2 Analyza nejhojnéjSich mikroorganismii

ews

Do analyzy nejhojnéjSich mikroorganismi byly zahrnuty OTU, které maji minimalné 2% zastoupeni v
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alesponi jednom vzorku nebo OTU, které patfi mezi prvnich deset nejhojnéjSich OTU v asponl 1 vzorku.

Pokud na desatém misté bylo vice OTU, byly do analyzy zahrnuty vSechny tyto OTU. Analyza se skladala ze

dvou krokii:

a) OTU byly porovnany s databazi GenBank pomoci nastroje BLAST, kde k nim byl pfifazen druhovy
nazev mikroorganismu. Bylo vybrano 5 nejlepsich hitii a na zékladé typu prostredi, ze kterého téchto
5 nejpodobnéjSich sekvenci pro 16S rDNA pochazelo, byl stanoven orientacné charakter prostredi
pro kazdy analyzovany OTU a nasledné pak charakter prostfedi vzorku, ktery dané OTU obsahoval.

b) Na zékladé druhovych pfipadné rodovych jmen nejpodobnéjSich hiti byl v literatufe dohledan
metabolismus daného polyfazického druhu, respektive rodu. Jednalo se o popis téchto vlastnosti:
naroky na kyslik, zdroj uhliku, donor elektrond, akceptor elektront.

e Aerobni — mikroorganismy u kterych byl popsdn pouze kyslik jako akceptor elektrond, nebo
mikroorganismy, jejichZ kmeny jsou v literatufe oznacovany jako ,striktné“ nebo ,,obligdtné“ aerobni
(Bouvet & Grimont 1986, Fudou et al. 2002).

e Fakultativné anaerobni — mikroorganismy, které vyuZivaji primarné kyslik jako akceptor elektront,
protoZe se jednad o energeticky vyhodnéjsi proces, ale pokud neni k dispozici v dostatecném mnoZstvi
jsou schopny respirovat dusi¢nany nebo jiny energeticky méné vyhodny redukovatelny akceptor
elektrond, pfipadné fermentovat. Tento typ je mezi prokaryoty nejrozsirené;jsi.

o Mikroaerofilni — mikroorganismy rostouci na strmém gradientu koncentrace kysliku — tyto bakterie
casto kyslik vyuZivaji pro respiraci, ale ve vysoké koncentrace jim naopak Skodi.

e Aerotolerantné anaerobni — mikroorganismy, které nevyuZzivaji kyslik k Zadnému procesu, ale neni pro
né toxicky

e Obligatné anaerobni — mikroorganismy, pro které je kyslik toxicky.

Podle vyuzivani riznych zdroji uhliku byly mikroorganismy rozdéleny na:
e Autotrofni — zdrojem uhliku je oxid uhlicity.
e Heterotrofni — zdrojem uhliku jsou organické latky (vCetné metanu).

e Mixotrofni — zdrojem uhliku je jak oxid uhlicity, tak organické latky.

Seznam donorti a akceptord elektronti je uveden v kapitole vysledky. Pro kazdy vrt/pramen byl
zkonstruovan ,,metabolicky profil“ umoZiujici zhruba si predstavit biologické procesy, které v daném

prostfedi mohou probihat.

2.8.3 Ordinacni gradientova analyza v programu Canoco

V kazdé podmnoziné zkoumanych OTU (napf. vrty na lokalité Pekatka) byl pocet sekvenci zmenSen
v kazdém vzorku na pocet sekvenci odpovidajici nejmensimu vzorku. Tento krok byl proveden v programu
Seed, kde je moZné ndhodné vybrat urcity pocCet sekvenci ze vzorku. Z téchto dat byla sestrojena tabulka
Cetnosti udavajici pocty jednotlivych OTU ve vzorcich. Tato tabulka byla pouZita jako vstup pro ordinacni

analyzu v mnohorozmérném prostoru v programu Canoco (LepS and Smilauer, 2000). Pfi ordinacni analyze
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byly pouzity dva rizné pristupy.

Prvnim z nich je pouZiti nepfimé neboli neomezené ordinac¢ni gradientové metody (PCA - principle
component analysis). Pomoci této analyzy jsou vzorky rozmistény do mnohorozmérného prostoru, kde jejich
vzdalenosti a poloha na soufadnicich odpovidaji jejich variabilité tvofené zastoupenim jednotlivych OTU.
Druhy pfistup predstavuje pfima neboli omezena gradientova metoda (CCA — canonical correspondence
analysis). Zde se zobrazeni vzorkd vytvari podobné s tim rozdilem, Ze hlavni ordinacni osy predstavuji

readlnou charakteristiku prostfedi, ktera je dalSim parametrem v analyze a je nezavisla na Cetnostech OTU.

2.8.4 Analyza fylogenetické disimilarity

Pro analyzu fylogenetické disimilarity byly pouZita stejnd data jako v ordinacni analyze, aby bylo moZno
porovnat vysledky obou dvou analyz.

Analyza byla provedena v prostiedi programu Mothur (Schloss et al., 2009) vaZenou formou prikazu unifrac
(Lozupone and Knight, 2005), ktery spocitd fylogenetické vzdalenosti mezi kazdymi dvéma vzorky. PFi
vypoctu byl pouZit jackknife na 80 % sekvenci pfi 1000 opakovani. Pfi tomto nastaveni prikaz unifrac
vypocita 1000 stroml pokazdé z ndhodné vybranych 80 % sekvenci z kazdého vzorku. Na zéakladé téchto
1000 stromd program vygeneruje jeden vysledny strom s nejcastéjSim rozloZenim vétvi. Ve vysledném
stromu jsou zobrazena Cisla na uzlech vétvi odpovidajici podilu vyskytu kazdého vétveni v téchto 1000
stromech. Cisla na uzlech jsou statistickou podporou vétveni stromu v daném uzlu. Pomoci nich je mozné
zjistit, jestli byli fylogeneticky signal pritomen ve vétsi ¢asti datasetu, anebo zdali se vysledné vétveni opira
pouze o mensi ¢ast OTU.

Jako vstupni data pro unifrac slouZi tabulka etnosti OTU ve zkoumanych vzorcich a fylogeneticky strom
vypocitany z reprezentativnich sekvenci pro OTU. Pfed tim, neZ byl vytvoren fylogeneticky strom, byly
OTU z kazdého souboru alignované a byly vyfezany homologni pozice s >50% mezerami v programu
BioEdit (Hall, 1999). Fylogeneticky strom byl vypocitan v programu RAXxML (Stamatakis, 2014) v modelu
GTRCAT, kcemuZ byla pouZita vypoCetni kapacita virtudlni organizace MetaCentrum

(https://metavo.metacentrum.cz/). V pfipadé, Ze nékteré OTU leZely na velmi dlouhych vétvich, byly

srovnany s databazi GenBank. Pokud se jednalo chybné preCtené sekvence, které nebyly vyfazeny pii
dechimerizaci v programu Seed, byly ze souboru vyfazeny aZ v tomto kroku a cely strom byl spocitan znovu

bez téchto OTU.

Celkem byly analyzovany tfi soubory vzorki. Jeden soubor obsahoval pouze vybrané vzorky z Cernuci,
druhy soubor jen vzorky z Pekatky a tfeti soubor obsahoval vybrané vzorky ze vSech tfi lokalit (Pekafka,
Cernuc, Vlastislav). Tyto soubory s pouZitymi vzorky jsou detailnéji popsany v kapitole 3. Pro kazdy
z téchto soubori vzorkl byl vytvoren fylogeneticky strom z OTU, které konkrétni soubor obsahoval. PocCty
sekvenci byly zmenSeny v kaZdém souboru vzorki podle nejmensiho analyzovaného vzorku. Velké rozdily
v obsahu sekvenci (automaticky tedy i OTU) zkresluji topografii vysledného stromu. Vzorky s hodné
sekvencemi maji pii jackknife vétve pokazdé jinde, zatimco vétveni malych vzorkid je pofad na stejném
misté (jackknife s vétsi pravdépodobnosti vybere ty samé sekvence, nebot' neni z ¢eho vybirat oproti

vzorkiim s hodné sekvencemi). Vysledny strom by pak zobrazil vzorky s malo sekvencemi jako sobé
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pribuznéjsi.

VaZeny unifrac generuje jednak tabulku srovnani fylogenetickych vzdéalenosti (matici distanci) a také strom
zobrazujici fylogenetickou vzdéalenost vzorkid. Matice distanci byla dale pouzita pro PCoA (principle
coordinates analysis), kterou Mothur umoZiiuje. Tento vypocCet generuje hodnoty soufadnic
v mnohorozmérném prostoru, na kterych lezi jednotlivé vzorky. Zobrazenim hodnot hlavnich dvou soufadnic
(napf. v Microsoft Excel) lze ziskat podobny obraz jako pfi ordinacni metodé PCA s tim, Ze zde pozice
vzorkli odpovida celkové fylogenetické vzdalenosti jednotlivych mikrobialnich komunit. Nelze tedy odlisit
prispévek jednotlivych OTU, ani neni mozné promitnout do grafu jejich pozici. Pomoci pfikazu AMOVA
(analysis of molecular variance) lze déle testovat, zdali je podobnost mezi vzorky uvnitf predem zvolené
skupiny vétsi neZ mezi vzorky z rtznych skupin. Tyto skupiny vzorkii mohou byt vybrany podle urcitého
parametru (napf. byly-li odebrany z kalniku nebo ne). Vystupem vypoctu je hodnota p, kterda vyjadiuje,
s jakou pravdépodobnosti bychom obdrZeli stejné silné klastrovani, pokud by byly do jednotlivych klastri
zafazovany nahodné vybrané vzorky. Metoda tedy, zjednoduSené feceno, testuje, zda vzorky, které sdileji
urCitou environmentalni charakteristiku, si skutecné jsou v ramci dané analyzy fylogeneticky podobnéijsi.
Dand environmentadlni charakteristika vtom pfipadé patrné ma predikovatelny vliv na strukturu
mikrobialniho spolecenstva. V naSem pripadé byla pri provedeni 10 000 Monte Carlo generaci (randomizaci)
pro potvrzeni hypotézy za vyznamnou povazovana hodnota p <0,001. Plati to, Ze ¢im vétsi Cislo, tim slabsi

statistickd podpora pro zkoumany jev. Hranice signifikance jevu je samozfejmé arbitrarni.

3 Vysledky

3.1 Odbéry podzemnich vod a méreni geochemickych parametri

Celkem byly odebréano 36 vzorki z prostfedi podzemnich vod ze 3 riiznych lokalit na tizemi Ceského masivu
(viz obr. 3). 19 vzorkt pochazi z tektonicky rozruSenych svrchnokiidovych sedimenti s dvéma vodnimi
obzory v Cernuci a jejim okoli, 13 vzork(i z malého tizemi na Pekafce s kolektorem ve $térkopiskovych
kvartérnich naplavenindch a 4 vzorky z jimaciho uzemi Vlastislav sjednim tektonicky neporuSenym

kolektorem ve svrchnokfidovych sedimentech.

3.1.1 Cernuc

Vzorky byly odebrany dne 20.2.2014 z vrti oznacenych na priloZené mapé jako MC-1, MC-2, MC-3, MC-6,
CJ-1, JZD (obr. 4) a ze vzdalenéjsiho vrtu JL-2C v piskovné u Ledcic leZiciho zhruba 5 km severovychodné
od DP Cernuc. Dal$i vzorky byly odebrany za nékolik dnti poté Petrem Nakladalem p¥i vrtani a vystrojovani
nového vrtu, jehoz poloha je v tésné blizkosti vrtu CJ-1 (neni vyznacena v mapé v obr. 4). Z tohoto vrtu byl
odebran vrtny prach z hloubek 31, 35, 42, 47 a 50 m pod povrchem. Béhem vystrojovani vrtu byla odebrana
také voda z hloubek 35 m a 51 m pod povrchem (cca dva dny po navrtani). Pfi odbéru vzorki z vrtu JZD a
JL-2C nebylo pouZito Cerpadlo, protoZe voda vytékala v obou dvou pripadech z potrubi. Z toho diivodu také
nebylo moZné odebrat kal ze dna vrtu. U ostatnich vrti probéhly odbéry standardné jak je popsano v kapitole
material a metody. Vysledky méfeni se jmény vrti a jmény vzorkii pro mikrobiologické analyzy jsou

uvedeny v tab. 5.
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Tab. 5 Prehled vrtii, jmen vzorkii a dalSich tidajii o odbéru na Cernuci.
HPV = hladina podzemni vody v metrech od povrchu, Eh = redoxni potencidl (neprepocteny), @ = konduktivita, pH =
kyselost; Pri vrtani CJ-1N byly odebrdny vzorky vrtného prachu. Voda z vrtii JL-2C a JZD je Cerpdna do potrubi.

Z toho diivodu zde chibi ddaie o hloubce odbéru.

18 198 2,29 6,7
MC-3 MC3 voda 12,58
MC3k kal 21 2,34
MC1 35 -86 1,491 |53
MC-1 C voda 30,52
MC1k kal 54 -71 1,492 5,3
18,73 25 143 1,642 6,9
MC-2 MC2 voda
MC2k kal 30 150 1,664 7
30 143 1,225 6,4
MC-6 MC6 voda 28,89
MC6k kal 42 152 1,21 6,2
ML25 ( 51 | o871 |67
JL-2C voda z potrubi
= ( 175 204 | 7
37D voda z potrubi
35 203 1,432 6,8
CJ-1 CJ1St voda 33,26
CJ1Stk | kal 43 76 1,357 |68
CJIN31 |suchy prach 42 31
CJIN35 | vlhky prach 35
CJ-1N (vrtani) CJIN42 |prachz HPV 42
CJIN47 | prach (pFitok vody) 47
prach (baze =0
CJIN50 [kolektoru)
35 141 1,476 7,3
CJ-1N (vystrojovani) CJINV3S | voda 30,22
CJINv51 | kal 51 -70 1,04 169

3.1.2 Pekarka

Vzorky pro mikrobiologické analyzy byly odebrany 10.4. 2014. Voda a kal byly odebirany z 5 pozorovacich
sond a 2 jimacich vrtd. Hladina podzemni vody dosahovala ve jimacim vrtu PEN leZicim v tésné blizkosti
sond hloubky 7,8 m. Hladina vody sond byla ve stejné tirovni jako v tomto vrtu. V druhém jimacim vrtu PES
byla hladina naméfena v 8 m pod povrchem. Z vrtu PEN nebylo mozZzné odebrat vzorek z kalniku, protozZe u
dna vrtu je umisténo jimaci Cerpadlo vodaren. Vzorkovani probihalo vZdy zhruba 2 metry pod hladinou (10
m od povrchu) — tyto vzorky byly kromé jména vrtu oznaceny jako ,,10“ (napt. PK1 10). Vzorky odebrané

z kalniku jsou oznacené jako ,,dno“ (napf. PK1 dno). Po odebréni vzorkti vod a kalt pro mikrobialni rozbor
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byly zméfeny geochemické parametry. Vysledky tohoto méreni zde nejsou uvedeny, nebot” doslo k chybé pti
nastaveni meéficiho pfistroje. K dispozici jsou pouze geochemické parametry vod zroku 2013 uvedené
v ivodu. S jistotou lze vSak Fici, Ze voda na Pekaice je prokyslicena az k bazi kolektoru, oligotrofni a ma
neutralni pH. Toto pozorovani potvrzuje navic fakt, Ze je Cerpana jako zdroj pitné vody. Voda je bez

zabarveni a bez zapachu, kromé odstaveného jimaciho vrtu PES, kde je zapach lehce Zelezity.

3.1.3 Vlastislav

Odbér vzorkti probéhl dne 7.8. 2014 (vrty MO1 a MO5) a 19.8. 2014 (vrt MO3 a pramen MOst). Hadice
byla vZdy pred vlastnim odbérem proplachnuta vodou z vrtu. Vzorek byl odebran ze spodni ¢asti vrtu, kam
bylo spusténo cerpadlo a jim zvifeny pripadné kaly Ci narGsty. Nasledné byl ve chvili maximalniho zakalu
odebrana smés vody i pevnych fazi. V pribéhu odbéru byla sledovana konduktivita, pH a mnoZstvi
rozpusSténého kysliku ve vodé. Z jimaci Stoly ,,Pod Kapli“ (MOst) byl odebran vzorek vody a ponofeného
sedimentu ze dna ve vstupni Casti objektu a zméfena pouze saturace kyslikem (viz tab. 6). Hladiny podzemni

vody nebyly zaznamenany, v uvodu jsou uvedeny hodnoty urovni hladiny z doby konstrukce vrtt.

Tab. 6 Vysledky méreni pri odebirdni vzorkii ve Vlastislavi

MO1 |7,3 480 1,4 pomijivy cerny
zakal

MO3 |6,5 1048 2 rezava drt’

MO5 | 6,5 814 17 |pomijivy Cerny
zakal

MOst - ; 60-64 korgny, mineralni
sediment

3.2 Odstranéni nezadoucich sekvenci

Po odstranéni chimérickych sekvenci bylo zpracovavano 472 202 sekvenci patficich celkem pod 8483 OTU.
Z téchto OTU byly dale vyfazeny kontaminace. Po tomto kroku zbylo 223 864 sekvenci naleZejicich k 8290
OTU (vcCetné singletontl). Proporce vyrazenych a zbylych sekvenci jsou zobrazeny v grafech (obr. 10) pro
kazdy vzorek zvlast'.

Ve vétsiné vzorka tvoii kontaminace vice nez 50 % sekvenci, velice Casto dokonce vice nez 80 % sekvenci.
Vyjimkou jsou vzorky KS, MC3, MC6, MC6k, PK5 dno, PEN 10, PES 10, PES dno a vSechny vzorky
z Vlastislavi (MO3, MO5, MO1, MOst) ve kterych prevazuji ,,dekontaminované“ sekvence.

Semiautonomni organely jsou bezvyznamnou casti neZadoucich sekvenci a hlavni problém predstavuji
v prvni fadé mikroorganismy, jejichZ ptivod je pravdépodobné v laboratofi, kde probihalo zpracovani vzorkd.

Jedinou vyznamnéjsi kontaminaci typu semiautonomnich organel jsou plastidy vysSich rostlin a protist.

woens
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uvédomit, Ze téchto 6 OTU predstavuje celkem 89 % vyfazenych sekvenci. O néco méné vyznamnym typem
kontaminaci jsou bakterie pfenesené do vzorkt z ¢lovéka (viz Tab. 8)

DalSim zasadnim faktem je to, Ze mezi vzorky existuji velké rozdily v po¢tu sekvenci, at' uz bez nebo
s kontaminacemi. Nékteré dekontaminované vzorky se liSi v poctu sekvenci aZ o dva fady (napf. vzorek
CJ1Nv 35 a vzorek MC6), coz piisobi pomérné zasadni problémy pfi srovnavani vzorki pomoci ordinacnich
metod. Pro ordinacni a fylogenetickou analyzu byly vzorky zmensSeny na stejny pocet sekvenci podle
nejmensiho vzorku ve zkoumané skupiné vzorki s tim, Ze vzorky s velmi malym poctem sekvenci nebyly do
analyz zarazeny viibec. Pocty sekvenci a OTU pred a po zmenSeni zkoumanych soubori vzorki jsou
uvedeny v tab. 9. Skupina vzorki odebranych z Vlastislavi byla zkoumana pouze jako soucast vSech vzorku
dohromady, nebot’ obsahuje pouze 4 vzorky, a je proto nevhodna pro samostatnou ordina¢ni analyzu nebo

analyzu fylogenetické disimilarity.

vews

podobnost sekvenci. V tabulce jsou uvedeny pocty sekvenci.

jméno pocet

Janthinobacterium svalbardensis 68094
Escherichia coli 52332
Variovorax boronicumulans 33744
Phyllobacterium sp. 23699
Ralstonia sp. 23029
Burkholderia pyrrocinia 20730
dohromady 221628

Tab. 8 Nejcastéjsi kontaminace prenesené do vzorkii z clovéka. Jednd se o hity z databdze GenBank, které maji 100 %
podobnost sekvenci. V tabulce jsou uvedeny pocty sekvenci.

jméno pocet

Enterobacter ludwigii 6568
Lactobacillus sp. kmen LS28 1698
Staphylococcus epidermidis 1451
Streptococcus australis 987
Lactobacillus jensenii 966
Lactobacillus iners 853
dohromady 12523
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A) Poéty sekvenci - Cernuc
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Obr. 10 (A-C) Pocty sekvenci a zastoupeni kontaminaci na jednotlivych lokalitach. OranZovd barva oznacuje
kontaminace predstavujici OTU vyrFazené na zdkladé kritérii uvedenych v kapitole materidl a metody kromé singletonti,
jeZ jsou soucdsti modre vyznacenych zbylych sekvenci.




Tab. 9 Pocty sekvenci a OTU pouZitych pro analyzy (ordinaéni a fylogenetické disimilarity) v riiznych skupindch zkoumanych vzorki. A — vzorky z Cernuci, kfizkem proskrtnuté vzorky nebyly
zarazeny do ordinacnich ani fylogenetickych analyz z divodu malého poctu sekvenci. Pocet sekvenci zafazenych do analyz (992) byl zvolen podle nejmensiho pouZitého vzorku MC1, ktery md 995
sekvenci. 3 singletony byly dodatecné vyrazeny pri tvorbé fylogenetického stromu pro UniFrac, protoZe se jednalo o chybné prectené sekvence s prilis dlouhymi vétvemi. B — vzorky z Pekarky,
soubor vzork( byl zmensen na 1059 sekvenci podle vzorku PK3 10. a vyfazeno bylo 10 singletonii ze stejnych divodi jako na Cernuci. C — soubor vsech vzorki z Viastislavi, Cernuci a Pekarky.
Vzorky z Pekarky a Cernuci, které soubor neobsahuje byly vyfazeny z diivodu malého poctu sekvenci. Soubor obsahuje vsechny vzorky z Viastislavi. Soubor byl zmensen na 2505 sekvenci v kaZdém
vzorku podle nejmensiho vzorku PK5 10. Privypoctu fylogenetického stromu byl odstranén 1 singleton.

CJIN CJIN CJIN CINv - CJINv
A- CERNUC 31 CIIN35 42 CIINA7 50 CJast  Clstk  KS 51 35 MC1 MClk MC2  MC2k MC3  MC3k MC6  MCek JL2C
potet sekvenci 5543 1782 3447 931 898 1111 409 6119 225 995 1317 1725 2847 1297 865
potet OTU 226 172 227 153 113 195 135 225 32 110 81 91 133 115
sekvenci v analyze 992 992 992 x X 992 x 992 992 x 992 992 992 992 992 992 x
OTU v analyze 88 121 1371 x X s « 1401 x 107 57 59 106 X
unikatnich OTU v
analyze 32 39 57 x X 63 x 65 x 26 8 16 37 X
% unikatnich OTU 3636 32,23 4161 x X 37,28 x 2430 14,04 27,12 34,91 X
pocet sekvenci unik.
oTu 105 57 235 x X 234 | x X 185 53 42 102 238 170 «x
% sekvenci unik. OTU 10,58 575 | 23,69 x X 23,59 x X 1865 534 423 1028 23,99 17,14 x
PK1 PK3 PK4  PK4

B - PEKARKA PK1 10 dno PK2 10 PK2dno PK3 10 dno 10 dno PK5 10 PK5 dno
potet sekvenci 1422 1119 | 5087 6415 1069 3203 1658 3041 2506
potet OTU 100 89 135 187 159 106 122 177 147
sekvenci v analyze 1059 1059 1059 1059 1059 1059 1059 1059 1059
OTU v analyze 76 80 62 s2 [aeY 44 89 100 77
unikatnich OTU v
analyze 16 2 22 13 51 10 25 27 14
% unikatnich OTU 21,05 27,50 25,00 22,73 2809 2700 1818
pocet sekvenci unik.
oTu 33 23 32 11 91 170 76
% sekvenci unik. OTU 3,12 2,17 3,02 1,04 8,59 16,05 7,18

CJIN CIINY PK3 PK4 PKs  PKS PEN
C - VSECHNY VZORKY 31 CIIN42  KS 51 MC2k  MC3 MC6  MC6k  PK2 10 PK2dno dno dno 10 dno 10
potet sekvenci 5543 3447 8474 6119 2847 8760 5087 6415 3203 3041 2506 | 11524 11514
potet OTU 226 227 225 248 125 505 507 471 135 187 106 177 147 157 358 1349 683 1465 616
sekvenci v analyze 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505 2505
OTU v analyze 127 185 183 183 113 379 303 285 83 91 80 143 146 71 211|476 38 | 465 305
unikatnich OTU v
analyze 40 44 113 62 19 28 113 99 12 4 2 13 4 10 47 180 113 191 125
% unikatnich OTU | 3150 2378 16,81 14,46 4,40 250 909 274 1408 2227
pocet sekvenci unik.
oty 148 115 300 448 381 336 215 10 5 222 33 37 306 260 213 368 281
% sekvenci unik. OTU 5,91 4,59 11,98 17,88 1521 13,41 8,58 0,40 020 88 132 148 1222 1038 850 1469 1122 20,60
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3.3 Analyza nejhojnéjSich mikroorganismu

Do analyzy bylo vybrany OTU, které tvori alespon 2 % v alespon jednom vzorku, minimalné vSak vzdy
193 OTU predstavujicimi celkem 135 052 sekvenci. Jejich kompletni seznam s taxonomickym zafazenim,
typem metabolismu a zdrojem literatury je v pfiloze A (pokud se vtextu hovofi o metabolickych
vlastnostech urcitého taxonu, je zdroj literatury k této informaci uveden v priloze A, a nikoli pfimo v textu).
Vysledky této analyzy byly zpracovavany pro kazdy vrt/pramen zvlast. Charakteristika mikrobidlni
komunity byla propojena se znalostmi a méfenimi popisujicimi geochemické a hydrogeologické parametry
akviferu vramci jednotlivych lokalit. Ztéchto vychozich 1daji byl pak vytvofen néstin
nejpravdépodobnéjsich procesii odehravajicich se v akviferu. K zavértim této analyzy je nutné pristupovat
s opatrnosti, nebot’ kontaminace tvori podstatnou ¢ast sekvenci ve vétSiné vzorkt. Navic je béZnym jevem,
Ze vzorky, kde je kontaminaci malo maji velky pocet malo abundantnich OTU, takZe velka cast sekvenci
spada do kategorie ,,mimo analyzu®, coZ rovnéz znesnadiiuje interpretaci vysledku.

V grafech popisujicich metabolické schopnosti komunit je zobrazeno 100 % na kazdy vzorek (napf. obr. 12 a
obr. 13). Jeden polyfazicky druh u prokaryot ma zpravidla potencial vyuZivat rizné typy akceptori a donort
elektrond (viz prilohu A). V grafech je tedy zobrazeno procento sekvenci jejichz OTU, jeZ jsou teoreticky
schopné vyuZivat dany donor/akceptor energie. Z téchto tidajt lze vycCist potencialni schopnosti, které jsou
dale uvazovany v kontextu realného prostiedi. V pripadé autotrofie/heterotrofie nebo naroki na kyslik byl
kazdy OTU zafazen pouze do jedné kategorie. Kategorie ,,mimo analyzu“ nezahrnuje kontaminace, ale

vews

metody). Do kategorie ,,neznamy“ spadaji takové polyfazické druhy nebo rody, které sice kritéria spliuji, ale
neni k nim dostatecné mnozstvi informaci v literatufe a databazich nebo je podobnost nejblizsich hitd prilis
nizka (méné nez 95%).

V priloze B jsou pak uvedeny ty samé grafy s tim rozdilem, Ze jsou vyrazeny kategorie ,,mimo analyzu“ a
»,heznamy“ a zbytek je prepocitan na 100 %. Tyto grafy umoziuji prehlednéjsi zobrazeni metabolickych
schopnosti komunit zejména u téch vzorki, kde vétSina sekvenci spadala pravé do kategorie ,,nezndmy* a
,Mimo analyzu“.

ve vzorcich a jejich metabolickou kapacitu, ale vybrat takové informace, které budou zajimavé z hlediska

mikrobialni ekologie, predevsim pak takové, které se budou tykat vztahu prostiedi a mikroorganismti.

3.3.1 Zastoupeni prokaryotnich kment na lokalitach

Zastoupeni prokaryotnich kmenti bylo vypocitano na zakladé dat z prilohy A. Pfi vypoctu byly slouceny
vSechny vzorky z jedné lokality dohromady. Na obr. 11 je vidét zastoupeni jednotlivych kmenii na kazdé
lokalité zvlast'. Na vSech lokalitach jsou nejhojnéjsi skupinou Betaproteobacteria. Zatimco na Pekarce tvori
tento kmen téméF polovinu viech sekvenci, na Cernuci je to 26 % a ve Vlastislavi 34 %. Na Pekatce je 13
kmenti se zastoupenim 0 % a 70 % sekvenci spada pod 2 kmeny. Plati, Ze vSechny kmeny, které jsou na

Pekarce, jsou i na Cernuci. Na Cernuci je pouze 7 kment se zastoupenim 0 % a rozdéleni sekvenci mezi
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kmeny je rovnomérnéjsi. Podobné tomu je ve Vlastislavi, kde neni zastoupenych 8 kmenti. Ve Vlastislavi

viak existuji kmeny, které na Cernuci nenajdeme: Microgenomates, Epsilonproteobacteria, Acidithiobacillia,

Aquificae. Podle prevraceného Simpsonova indexu diverzity (viz popisek obr. 11) je nejvétsi diverzita na

urovni kmenti na Cernuci a nejmensi na Pekartce.

11.A Pekarka
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11.B Cernuc
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Obr. 11 A-C. Zastoupeni prokaryotnich kmenii na lokalitdch. Pekarka A, Cernuc B a Vlastislav C. Grafy vychdzeji
z dat v priloze A. Zastoupeni kmenti je vyjddreno v procentech. Jména kmentii, jejichZ zastoupeni je 0 % jsou uvedena
vpravo (0 % je vysledek po zaokrouhleni na celd procenta. Neznamend to tedy nutné, Ze ve vzorku nebyly tyto kmeny
zastoupeny viibec.). Prevrdceny Simpsontiv index diverzity vypocitany na
https://www.alyoung.com/labs/biodiversity_calculator.html je pro Pekarku 3,49, pro Cernuc 7,49 a pro Vlastislav 5,97.


https://www.alyoung.com/labs/biodiversity_calculator.html%20je%20pro%20Pekařku%203,49,%20pro%20Černuc%207,49

3.3.2 Pekarka

V metabolickych schopnostech mikroorganismi odebranych z mélkého, geologicky jednotvarného
kvartérniho akviferu je mozné dobfie odliSit jeden zasadni faktor, ktery odlisuje jimaci vrty PES a PEN od
ostatnich: Oba jimaci vrty maji ocelovou zarubmici. Vody na Pekaice jsou oxické a oligotrofni, takze
limitujicim faktorem pro mikrobidlni rist jsou zdroje energie a nikoli terminélni akceptory elektronti. Proto
jakykoli pfisun redukovanych latek (napf. Fe?* z vystroje vrtu) je vitanym zdrojem energie v jinak
energeticky chudém prostfedi. ZvySené mikrobidlni aktivité v jimacich vrtech se Zeleznou vyztuzi
nasvédCuje vyssi relativni pomér autotrofnich mikroorganismti oproti sondam (viz obr. 12B). ZvySené
koncentraci bakterii mizZe také nasvédcovat vyssi pocet dekontaminovanych sekvenci ziskanych ze vzorkd,
ktery je dan kvalitou amplifikatu. Kvalita amplifikdtu se odviji od mnoZstvi DNA v templatu, tedy od

mnozstvi bunék ve vzorku, které je ovlivnéno poctem bunék v prirozeném prostiedi (v akviferu).

o7

NejhojnéjSimi mikroorganismy jsou ve vrtech PES a PEN Sideroxydans sp. a Galionella sp. - primarni
producenti oxidujici Zelezo. V necerpaném jimacim vrtu maji mikroorganismy navic schopnost vyuZivat
pomérné Siroké spektrum typt redoxné aktivnich latek jako zdroj energie, napf. siru, amoniak, dusitany,
vodik a metan (viz obr. 13A). Ve vrtu PES je také mozna efektivni recyklace dusiku, na které se podili
aerobni oxidaci amoniaku Nitrosotalea devanaterra a dusitanu Nitrospira sp., pfiCemZ zpétnou redukci
dusicnand zvlada vétsi pocet riznych mikroorganismti.

Lze také Tici, Ze komunita je zde vice prizptisobena lokalnimu nedostatku kysliku — nékteré bakterie zde maji
schopnost fermentovat (Planctomyces sp.) a najdeme zde i urCity podil obligatnich anaerobt (2,7 %
Propionivibrio sp.). Ve vrtu PES je rovnéZ hojnou bakterii Methylobacter sp., kterd aerobné oxiduje metan,
jez pravdépodobné vznikd v anoxickych mikroprostiedich vytvorenych v disledku zvySené mikrobialni
aktivity a neCerpanosti vrtu. Komunitu necerpaného jimaciho vrtu lze povaZovat za metabolicky velmi
pestrou. Jedna se o prostfedi, které neni limitované zdroji energie do takové miry jako voda v sondach.
Stabilni podminky (necerpanost) zde pravdépodobné umoznily nahromadéni sedimentu s organickou hmotou.
V tomto sedimentu pak dochézi k efektivni recyklaci biogennich prvkii z odumielych bunék, protoZe
protékajici voda v akviferu je jinak oligotrofni. To se odrazi ve schopnostech mikrobidlni komunity, ktera ma
dobrou schopnost vyuZzit slouceniny vsech zakladnich biogennich prvki jako zdroje energie (obr. 13A), napf.
oxidaci metanu, vodiku, redukovanych forem siry, amoniaku a dusitand.

Na rozdil od jimacich vrtt jsou metabolické schopnosti mikroorganismti v sondach pomérné jednotvarné —
vétSina mikrobii jsou aerobni heterotrofové (obr. 12), pouze v nékterych sondach je mozné pozorovat

v mikrobialnich komunitach urcité metabolické odchylky od tohoto trendu.
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A) Naroky na kyslik - Pekarka
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Obr. 12 A) Ndroky na kyslik a B) pomér autotrofie a heterotrofie na Pekarce. Kategorie nezndmy obsahuje takové
OTU, které nebylo mozné metabolicky urcit. Kategorie mimo analyzu obsahuje OTU, které nebyly zarazeny do analyzy.
V priloze B jsou uvedeny stejné grafy bez téchto dvou kategorii, aby bylo mozno lépe srovnat metabolické pomery.
Grafy vychdzeji z dat v priloze A.

Zajimavy je lehce zvySeny pocet obligatnich anaerobti pritomny v sondach PK3 a PK5 u dna a v sodé PK4.
Ve sondé PK5 a PK3 se jedna o stejny druh — Geothrix fermentans a v sondé PK4 u dna Desulfosporosinus
sp. a pod hladinou Opituts sp. To znaci, Ze nedoSlo prfi Cerpani k zavleceni stejného druhu anaerobni bakterie
z jednoho vzorku do ostatnich, a miiZe to tedy znamenat, Ze v akviferu jsou v oblasti sond PK3, PK4, PK5
(leZi vedle sebe viz obr. 6) pritomna lokalné anaerobni mikroprostfedi vice neZli v oblasti PK1 a PK2. Tuto
hypotézu také podporuje fakt, Ze v téchto vrtech maji mikroorganismy lépe vyvinuté alternativni zptisoby
vyuzivani akceptorti elektrond, jako je redukce Zeleza, manganu, siry, siranti nebo organickych latek,
pripadné fermentace (viz obr. 13B). Oproti tomu v sondach PK1 a PK2 existuji pouze mikroorganismy, které
kromé kysliku respiruji nitrat (viz fakultativni anaerobové v obr. 13B), coZ je béZna doplitkova schopnost
vétSiny mikroorganismi respirujicich kyslik (Koops et al., 1991; Kalmbach et al., 1999; Kojima and Fukui,

2010) a nebyva spojena s anoxickym prostfedim.

Dalsi odchylkou je zvySeny pocet autotrofnich mikroorganismti ve vzorcich PK2 10, PK5 10 a PK5 dno (viz
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obr. 12B a 13A). V kalu vrtu PK5 se jedna o oligotrofni bakterii typickou pro zvodné, potrubi a tipravny
pitné vody Nitrosomonas oligotropha. Ve vodé vsSech tii vrtd byl pak detekovan Sideroxydans sp. se
schopnosti oxidovat Zelezo nebo redukované formy siry. Ve vodé vrtu PK5 byl rovnéZz detekovan
Acidithiobacillus ferrooxidans se schopnosti oxidovat kromé Zeleza a siry také vodik.

Z rozlozeni metabolickych schopnosti (vyuZivani akceptort elektronti) je vidét, Ze kaly maji vidy o néco

mensSi poCet sekvenci odpovidajici respiraci kysliku neZ vodni vzorky (viz prilohu B).
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A) Donory elektronl - Pekarka
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Obr. 13 A) Donory elektronii a B) akceptory elektronii na Pekarce. Kategorie nezndmy obsahuje takové OTU,
které nebylo mozné metabolicky urcit. Kategorie mimo analyzu obsahuje OTU, které nebyly zarazeny do analyzy.
V priloze B jsou uvedeny stejné grafy bez téchto dvou kategorii, aby bylo mozno lépe srovnat metabolické poméry.
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Grafy vychdzeji z dat v priloze A

3.3.3 Cernuc

Vysledky analyz vzorki z Cernuci jsou stejné jako na Pekafce omezené vysokym poctem kontaminujicich
OTU ve vzorcich. Pro podrobnéjsi metabolicky popis mikrobidlnich komunit byly proto vybrany vzorky
s relativné niZsi proporci kontaminaci tak, aby zastupovaly vSechny vrty: KS, MC3, MC6k a MC6, CJ1N 42,
CJ1IN 31, CJ1Nv 51, CJ1St, MC1k, MC2k — posledni tfi vzorky maji velice vysoky pomér kontaminaci (vice
nez 70%).

Vrt MC6

Ze vzorku MC6k nebylo pomérné velké mnozstvi OTU (43 % sekvenci) zafazeno do analyzy a asi 25 %
nebylo mozné metabolicky charakterizovat. VétSina mikroorganismti v tomto vrtu je autotrofnich (obr. 15B).
Dominuje oxidace Zeleza a redukovanych forem siry (obr. 16A), za kterou jsou zodpovédné bakterie
Sideroxydans sp. a Gallionella capsiferriformans a G. devanaterra, neutrofilni mikroaerofilni bakterie.
Dal$im mén€é vyznamny zdroj energie je amoniak, ktery vyuZiva aerobni archeum Nitrosotalea devanaterra,
dale pak dusitany ¢i vodik. Organické latky jsou oxidovany jak aerobné (Moraxella osolensis), tak
fermentaci (Propionivibrio sp.).

Kal se lisi zejména vy$3im zastoupenim heterotrofie a obligatnich anaerobti (obr. 15). Cast bakterii
(Holophaga sp.) je schopna oxidovat i aromatické uhlovodiky. Jinak je mikrobidlni komunita z kalu po
metabolické strdnce velice podobnd té z vodniho sloupce — coZ je jinak na Cernuci pomérné vyjime¢na
zaleZitost.

Vrt MC6 méa pomérné jednotvarné TAE — prevazné kyslik a v pripadé anoxickych prostfedi fermentaci.
Prostiedi, ze kterych pochazi metabolicky nezaraditelné OTU, jsou podle nejblizsich hitti ve vzorku MC6
povrchové vody a pidy a ve vzorku MC6k pak kromé Ficnich biofilmti a pid také hlubokd podzemni

prostiedi s vyskytem sulfidd.

MC3

Ve vrtu prevladaji aerobni heterotrofové (viz. obr. 15) reprezentovani zejména OTU Pseudomonas mandelii
a Flavobacterium psychrolimnae. Nejblizsi hity zde se vyskytujicich heterotrofnich OTU jsou casto
popisovany z prostiedi s nadbytkem organické hmoty nebo tézkych kovt, z ficnich prostfedi a ptdy. Jiné
OTU jsou naopak castéjsi v Cistych podzemnich vodach. Autotrofni mikroorganismy predstavuji pomérné
nevyznamnou mensinu, zastupuji je amoniak oxidujici rod Nitrosopumilus sp. a mixotrofni Sphaerotillus
montanus se schopnosti oxidovat redukované formy siry.

Anaerobni mikroorganismy se ve vrtu ve vyznamném mnoZzstvi nevyskytuji. MiZeme zde najit maximalné
mikroaerofilni rod Aquabacterium sp. degradujici organickou hmotu. NejbliZsi hity této OTU jsou bézné v
reaktorech s nadbytkem nizkomolekuldrnich organickych latek (ethanolu), amoniaku nebo tézkych kovii.
Nizky obsahu autotrofnich mikroorganismti je v souladu s tim, Ze vrt nezasahuje do bazalniho cenomanského

kolektoru s nizkym Eh. Naopak velka spodni ¢ast vrtu zasahuje do nepropustnych kaolinickych zvétralin a
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jilovca permokarbonu a vytvari tak prirozeny kalnik. Ve vrtu patrné tedy nevznika redoxni gradient, ktery by
umozioval oxidaci i jinych zdrojt energie, neZli jsou organické latky splachnuté z povrchu. Podle nékterych
OTU (Aquabacterium sp., Cupriavidus pauculus, Sphaerotilus montanus) lze odhadovat, Ze voda ve vrtu
reprezentuje jak wvysoce eutrofni prostfedi, tak prostredi oligotrofni (nezndmé OTU ze skupiny
Crenarchaeota a Acidobacteria). Ve vrtu ale chybi obligatni anaerobové, které by bylo mozné v eutrofnich
prostredich ocekavat. Lze to vysvétlit tim, Ze eutrofni mikroorganismy pochazeji z povrchu, kdy splachem
z okolnich poli doslo k nerovnomérnému ,,navzorkovani“ ptidnich biofilmi mimo samotny vrt. Oligotrofni
mikroorganismy mohou zastupovat spiSe prostiedi z biofilmii na zrnech jemnozrnnych cenomanskych

piskovct, skrze které pritéka voda do vrtu.

Vrt KS

Vzorek KS obsahuje velké mnoZstvi stfedné a malo abundantnich OTU, proto cca 62 % nebylo zafazeno do
analyzy nejhojnéjSich OTU. DalSich 19 % sekvenci nalezi k OTU, jejichZ metabolické vlastnosti nelze
charakterizovat. Analyzovano tedy bylo zbylych 19 % sekvenci ze vzorku.

Nejhojnéjsi OTU ve vzorku KS nebylo mozné presné fylogeneticky zaradit, pravdépodobné se vSak jedna o
bakterii z kmene Nitrospirae, ktera se podle nejbliZsich hitt obvykle vyskytuje v oligotrofnich podzemnich
akviferech a pramenech. Dalsi, méné abundantni nezafaditelné OTU jsou casté ve velmi odliSnych typech
prostredi. Nékteré jsou obvyklé v riizné hlubokych podzemnich prostiedich od zaplavenych ptid a fek aZ po
hlubsi akvifery. Jiné pochazeji z vyloZené eutrofnich prostredi, jsou pritomné v reaktorech odpadnich vod
nebo odkalovacich nadrzich. Vzorek KS tedy pravdépodobné reprezentuje Siroké spektrum mikrohabitatti
vyskytujicich se v sedimentech, ve vrtu i ve vodovodu, ze kterého byl odebran.

Metabolicky bylo mozZné popsat pouze 4 OTU. NejcastéjSi je aerotolerantni anaerobni heterotrofni rod
Psychromonas sp. schopny fermentace. Zbylé tfi OTU jsou aerobni a pouze jedind ma autotrofni typ
metabolismu — Acidithiobacillus sp. oxidujici redukované formy siry, vodik nebo Zelezo.

Vzorek KS ma specifické rozloZeni Cetnosti OTU, které je dobfe vidét, pokud ho srovname s ostatnimi

vzorky (obr. 14). Na rozdil od ostatnich vzorkd je jeho kiivka spiSe vypukla neZ prohnutd, coZz naznacuje

mensSi rozdily mezi Cetnostmi OTU, zvlasté pak v uiseku stfedné hojnych OTU.
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RozloZeni ¢etnosti OTU ve vybranych vzorcich
1000
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Obr. 14 Krivka rozloZeni ¢etnosti OTU ve vybranych vzorcich na Cernuci. Hodnoty na ose y predstavuji
Cetnosti jednotlivych OTU. Hodnoty na ose x cisla OTU od nejhojnéjSich po nejméné hojné. Vzorky nejsou
zmenSeny na stejny pocet sekvenci. Z grafu je patrnd odlisnost kfivky vzorku KS (Cervend), ktery byl odebrdn
z vodovodu a obsahuje vyrovnanéjsi mnoZstvi stfedné hojnych OTU, proto je jeho krivka vypukld. Ddle jsou
vidét dvé skupiny vzorkii: Vpravo jsou ty, jez maji velké mnoZstvi mdlo abundantnich OTU (MC3, MCB,
MC6k, CJ1Nv 51). Vlevo jsou ty vzorky, kde pFevazuje maly pocet hojnych OTU.

Vrt CJIN

Z tohoto vrtu byly analyzovany 3 vzorky — cCerstvy vrtny prach z hloubek 31 a 42 m a voda z hloubky 51 m
odebrand o nékolik dni pozdéji.

Ve vzorku z vrtného prachu z hloubky 31 m bylo velmi obtiZné stanovit, zdali identifikované bakterie
pochazeji skutecné z dané hloubky a nebo byly zavleCeny z povrchu blizSich z6n nebo z piidy — vrtna
souprava nebyla sterilni a vrtdni postupovalo smérem od povrchu doli. VSechny OTU je mozZné
charakterizovat jako heterotrofni aerobni mikroorganismy. Nékteré OTU jako Bradyrhizobium elkanii,
Sphingomonas aquatillis a Mucilaginibacter sp. jsou dokonce Castymi symbionty vySSich rostlin a je tedy
vysoce pravdépodobné Ze pochazeji z pudy, stejné jako vétSina ostatnich OTU, jejichZ nejblizsi hity jsou
rizné ptidni mikroorganismy. Interpretaci je proto nutné omezit na to, Ze sloZeni mikrobidlni komunity
vypovida v tomto ptipadu vice o zptisobu odebirani vzorku nezli o procesech probihajicich v horninach 31 m
pod povrchem. Z toho vyplyva, Ze mikrobialni oZiveni bylo v této hloubce velmi malé.

O deset metrti hloubéji v oblasti hladiny podzemni vody je jiZ situace podstatné zajimavéjsi. Ve vzorku sice
stale jeSté zlistavaji nékteré OTU, které lze charakterizovat jako ptidni (napf. opét Bradyrhizobium elkanii),
tvori vSak spiSe nevyznamnou menSinu. PfestoZe dominuji aerobni mikroorganismy, objevuji se i anaerobni

OTU typické pro podzemni redoxni gradientové zoény jako Desulforegula conservatrix — heterotrof
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respirujici sirany nebo Desulfosporosinus sp. schopny oxidovat vodik pomoci sirand nebo Zeleza. Schopnost
vyuzivat rizné akceptory elektronil je vyznamnym rozdilem této mikrobidlni komunity oproti CJIN 31 (viz
obr. 16B). Co se tyCe autotrofniho metabolismu, najdeme zde kromé oxidace vodiku i schopnost vyuZivat
Zelezo a redukované formy siry.

Ve vzorku vody CJINv 51 uplné chybi obligatné anaerobni mikroorganismy. Vyskytuje se zde pouze
mikroaerofilni Aquabacterium sp. nebo fakultativné anaerobni Rhodoferax ferrireducens, heterotrofni
bakterie redukujici pestrou Skalu riznych substratt od kysliku a nitratti aZ po Zelezo nebo mangan a fumarét.
Autotrofni mikroorganismy jsou zastoupené pouze Sulfuricurvum sp., vyuZivajicim sulfidy nebo vodik.
Druhé nejcastéjsi OTU Hydrogenophaga sp. umi rovnéz vyuzivat vodik s tim, Ze je mixotrofni. Ve vzorku
prevazuji heterotrofni mikroorganismy. Podle nejbliZsich hitii 1ze usuzovat, Ze se tyto OTU vyskytuji Casto
v eutrofnim prostfedi s dostatkem lehce degradovatelné organické hmoty, kde probihad tleni a kvaSeni,

prestoZe se jednd o aeroby. V piipadé téchto OTU nelze zcela jisté rozhodnout, zdali se nejedna o

Mo wewr

wews

heterotrofové dostali do vzorku pozdéji béhem zpracovani nebo byli zaneseni z vysSich ¢asti vrtu. Nelze totiz
priliS dobre vysvétlit ptivod takového mnoZstvi lehce degradovatelné organické hmoty na dné vrtu, ktery

N 24

heterotrofni mikroorganismy maji ptivod v povrchovych prostiedich stejné jako ve vzorku z hloubky 31 m.

Vrt CJ-1 (vzorek CJ1St)

Ve vzorku CJ1St prevlada heterotrofni typ metabolismu nad autotrofnim, ne ovSem priliS vyrazné.
Autotrofni mikroorganismy jsou schopné oxidovat predevsim redukované slouceniny siry, v mensi mife i
vodik nebo Zelezo. Sira je zde vyznamnym zdrojem energie pro primarni produkci: Nejhojnéjsi OTU,
mixotrofni aerobni bakterie Thiomonas sp. oxiduje sirovodik, elementarni siru nebo organické latky a je
navic pritomna ve dvou riznych genotypech OTU. Redukovanou formu siry mutzZe vyuZivat také
mikroaerofilni Sideroxydans sp. nebo aerobni Sulfuriferula plumbophila.

Pomérné vyznamna Cast mikroorganismti je prizptisobena anoxickym nebo suboxickym podminkam: Druhou
OTU z obligatné anaerobni skupiny bakterii Anaerolinaceae. Nékteré mikroorganismy disponuji rovnéz
vlastnosti vyuzivat jako TAE dusitany.

Nejblizsi hity OTU pritomnych ve vzorku se casto vyskytuji v sedimentech s nizkym pH a rozpuSténymi
ionty kovii (As, Fe, Hg), spiSe v anoxickém ¢i hypoxickém prostfedi nebo na redoxnich zénach v akviferech.

Neékteré heterotrofni OTU jsou podobnéjsi hitiim z oligotrofniho, jiné z eutrofniho prostfedi nebo ptid.

Vrt MC1 (vzorek MC1k)
Vzorek MC1k se nejvyraznéji liSi od ostatnich vzorki, obsahuje nejvétsi pocet obligatné anaerobnich
mikroorganismt (viz obr. 15A) a mikroorganismy zde také maji nejdiverzifikovanéjsi zpisoby vyuzivani

riznych TAE: rizné OTU maji schopnost redukovat kromé kysliku, dusi¢nany, dusitany, Zelezo, mangan,
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chlorované uhlovodiky a jiné organické latky, sirany a elementarni siru nebo maji moZnost fermentovat.
Nejhojnéjsi OTU je obligatni anaerob Desulfomonile sp. s mixotrofnim zptisobem ziskavani uhliku.

Primarni produkce je zavisla na oxidaci vodiku (Desulfomonile sp.) a v mensi mife na oxidaci redukovanych
forem siry (Sphaerotillus montanus, Acidithiobacillus ferrooxidans) nebo oxidaci Zeleza (Acidithiobacillus
ferrooxidans).

U heterotrofnich mikroorganismi nelze s jistotou rozeznat, zdali se nejedna o mikroorganismy, které se
dostaly do vzorku odjinud neZ z vrtu. Vzorek MC1k byl pomérné silné kontaminovan (viz obr. 10A).

Nejblizsi hity heterotrofnich OTU pochazeji jak z anoxickych sedimentarnich prosttedi, pady, oligotrofnich

vod, organikou bohatych prostredi, nebo prostfedi s rozpusténymi kovy (Fe, Cu).

Vrt MC2 (vzorek MC2k)

Pomérné velkou ¢ast OTU (30 % sekvenci) nebylo moZné metabolicky charakterizovat. Podle nejblizsich
hitd lze Tici, Ze tyto OTU pochazeji z pomérné odliSnych typd prostiedi. Nejhojnéjsi OTU z prostiedi
bohatého na rozpusténé kovy (U, Au, Fe), dalsi OTU z ptd, povrchovych vod bohatych na organiku, ale i
ze suboxickych prostiedi nebo z podzemi.

Z OTU, které bylo mozné popsat, prevladaji v kalu vrtu MC2 heterotrofni bakterie. Autotrofni OTU jsou
reprezentovany pouze rodem Nitrospira sp., ktery oxiduje nitrity nebo vodik. VétSina OTU vyuziva jako
TAE kyslik nebo nitraty a jen malé mnoZstvi je schopno fermentace (Psychromonas sp., Planctomyces sp.).
Jedinym OTU, ktery nerespiruje aerobné je aerotolerantni anaerob Psychromonas sp., tvorici 6 % sekvenci
(viz obr. 15A)

Skutecnost, Ze jediny identifikovany autotrof vyuzZiva latky, které v podzemi mélkych podzemnich vod
mohou pochazet z rozkladu organické hmoty spiSe nezli z geologickych procest, 1ze usuzovat, Ze hlavnim
zdrojem energie pro mistni komunitu je opravdu organickd hmota z povrchu. S ni mohou byt do vrtu
splavovany i mikroorganismy rostouci v piidé nebo pripovrchovych zénéch, jejichz OTU byly ve vzorku
identifikovany. MnoZstvi alochtonni organické hmoty ale pravdépodobné nebude pfilis velké, nebot’ vlivem
jejiho rozkladu nedochézi k vyznamné tvorbé anoxie — ve vrtu nejsou pfitomni obligatni anaerobové, tomu

odpovidaji i naméfené hodnoty Eh.
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A) Naroky na kyslik - Cernuc
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Obr. 15 A) Ndroky na kyslik a B) pomér autotrofie a heterotrofie na Cernuci. Kategorie nezndmy obsahuje
takové OTU, které nebylo mozZné metabolicky urcit. Kategorie mimo analyzu obsahuje OTU, které nebyly zarazeny
do analyzy. V priloze B jsou uvedeny stejné grafy bez téchto dvou kategorii, aby bylo moZno lépe srovnat
metabolické poméry. Grafy vychdzeji z dat v priloze A.
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A)Donory elektront - Cernuc
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Obr. 16 A) Donory elektronii a B) akceptory elektronii na Cernuci. Kategorie nezndmy obsahuje takové OTU,
které nebylo mozné metabolicky urcit. Kategorie mimo analyzu obsahuje OTU, které nebyly zarazeny do analyzy.
V priloze B jsou uvedeny stejné grafy bez téchto dvou kategorii, aby bylo mozno lépe srovnat metabolické poméry.
Grafy vychdzeji z dat v priloze A.
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3.3.4 Vlastislav
VsSechny vzorky z Vlastislavi obsahuji vysoky pocet sekvenci, vétSina OTU je ale malo hojnych, takze
nejsou soucasti analyzy nejcastéjSich OTU. Ve vzorku MOL1 je 64 % sekvenci mimo analyzu, v MO5 45%,

v MO3 32% a nejvice neanalyzovanych sekvenci ma pramen MOst — 75%.

Vrt MO1

Metabolismus mikrobti v akviferu je prevazné autotrofni. Energii ziskavaji mikroorganismy nejcastéji
oxidaci redukovanych forem siry (Sulfuricella sp., Thiobacillus thioparus, Sulfuricella denitrificans,
Sulfurimonas sp.). Oxidace siry je tedy rozdélena mezi rtzné druhy bakterii, které ji vSechny oxiduji
kyslikem, pfipadné nitraty a koexistuji spolecné v jednom akviferu. V mnohem mensi mife ma pak komunita
schopnost oxidovat i jiné anorganické substraty jako Zelezo, vodik nebo nitrity. RovnéZ je vyuZivan metan,
chybi oxidace amoniaku, tato schopnost nebyla detekovana v Zddném vzorku z Vlastislavi.

DtleZité je, Ze zatimco oxidace redukovanych forem siry probiha aerobné, degradace organické hmoty
zajistuji ve vétSiné pripadi obligatni anaerobové. Znaci to, Ze redukované formy siry jsou v roztoku, zatimco
organickd hmota v sedimentu nebo vramci anoxické zony biofilmu. Pro vrt MO1 je charakteristicka
extrémni pestrost moznych terminalnich akceptorti elektront (Fe, Mn, Co, U, sira, organické latky), za coZ je
zodpovédny predevsim obligatni anaerob Geobacter sp. Mensi podil pak zaujiméa fermentace (Paludibacter
sp.). Pouze nepatrny zlomek komunity redukuje sirany, jejichZ zvySené koncentrace by bylo mozné
predpokladat vzhledem k vysokym obsahtim oxidatorti redukovanych forem siry. V akviferu je ale

pravdépodobné dostatek jinych oxidovanych latek napt. kovi, které jsou energeticky vyhodnéjsimi TAE.

Vrt MO5

Ve vrtu MO5 maji autotrofni mikroorganismy jeSté vyssi zastoupeni nez ve vrtu MO1 (obr. 17B). RozloZeni
schopnosti oxidovat rtizné anorganické substraty je zde rovnomérnéjsi (viz obr. 18A) nez ve vrtu MO1, kde
dominuje oxidace redukovanych forem siry. To koresponduje s tim, Ze ve vrtu MOb5 nejsou nikde v okolnim
sedimentu pritomny pyritové konkrece. Bakterie maji schopnost oxidovat Zelezo, redukované formy siry,
vodik nebo metan s tim Ze tyto schopnosti jsou rozdéleny rizné napii¢ OTU (Gallionella capsiferriformans,
Sulfuricella sp., a rizné genotypy Nitrospira sp.). Opakuje se zde situace z vrtu MO1, Ze autotrofni bakterie
vyuZzivaji jako TAE pouze kyslik nebo nitraty a jen u heterotrofnich mikroorganismii se vyvinula schopnost
vyuzivat také jiné TAE. Vybér moznych alternativni akceptorti elektroni se ovSsem omezuje na chloristany ¢i
chlorecnany (obr. 18B) u fakultativniho anaeroba Dechloromonas sp., ktery je zaroven nejhojnéjsi OTU.
Chlorec¢nany ani chloristany ovSem ve vrtu nelze ocekavat a jednd se mnohem spiSe o schopnost, kterou
Dechloromonas sp. ma jako doplitkovou funkci a kterou skute¢né mikroorganismy ve vrtu ani mit nemusi.
Nebo ji mohou mit a nevyuzivaji ji.

Je zvlastni, Ze ve vzorku nebyly detekovany Zadné obligatné anaerobni mikroorganismy ale pouze

mikroaerofilni (obr. 17A), prestoZe kal z vrtu byl cerné barvy obsahy kysliku nizké. Je mozné to vysvétli tak,
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Ze voda ma velmi malé mnoZstvi Zivin stejné jako v MO1 ala na rozdil od MO1 zde neexistuje Zadny strmy
gradient, takZe nedochazi k rapidnimu rdstu mikroorganismid, aby vznikala anaerobni zoéna vlivem
hromadéni organické hmoty. Tomu by nasvédcovalo i to, Ze neprevlada jeden druh zdroje energie (sulfidy)
ale vice riznych mezi OTU rovnomérné distribuovanych donort elektrni a Ze se jedna o energeticky
,»klidné“ prostiedi s vyvinutou diverzitou ve schopnostech vyuZzivani riznych zdroji. Je mozné, Ze nepatrny
naméreny obsah kysliku (1,7%) pomalu rostouci komunité pravdépodobné staci (mikroaerofilim jako
Gallionella sp. a Sideroxdans sp. dokonce svédci) spolu s vyuzivanim nitratd. Tato mikrobidlni komunita
svym charakterem velice pfipomina komunitu odstaveného jimaciho vrtu PES na Pekatce, kde jsou vody

meélké a zcela oxické.

Vrt MO3

V tomto vzorku je velky pocet OTU, ke kterym nebylo moZné prifadit nazvy organismi, a tudiZ ani
metabolismy. Ze sekvenci zahrnutych do analyzy (68%) jich vice neZ polovina zistala bez metabolického
urCeni. V analyze tedy zistalo tedy pouhych 25 % sekvenci z celkového poctu coZ znaCné omezuje
interpretaci vysledkd.

Oproti predchozim dvéma vrtim bylo ve vrtu MO3 detekovano pouze zanedbatelné mnozstvi autotrofnich
mikroorganismi (obr. 17B). Autotrofni mensSina je zde reprezentovana mikroorganismy schopnymi oxidovat
nitrity a vodik, tedy latky, které se mohou tykat recyklace organické hmoty. Anorganické substraty, které by
pochazely pifimo z rozpousténi mineralti mikrobialni komunita pravdépodobné nevyuziva jako hlavni zdroj
energie (nelze to ovSem zcela vylouCit, protoZe nejhojnéjsi OTU nebylo moZné presné metabolicky
charakterizovat). Podle nejblizSich hiti jsou ovSem tyto neurcitelné mikroorganismy nejcastéji pfitomny
v povrchovém prostiedi s dostatkem organické hmoty (ptida, rtzné mikrobidlni maty, hyporheické
sedimenty), takZe je méné pravdépodobné, Ze by mohlo jit o autotrofy.

Detekované mikroorganismy ve vrtu MO3 jsou vyhradné aerobni — kyslik a v nepatrné mite i dusic¢nany jsou
jedinym moznym akceptorem elektront.

Je tedy opravdu mozné, Ze akvifer je v okoli vrtu MO3 ovliviiovan vodou z feky Modly. Zaroven je ale
potfeba vzit v uvahu fakt, Ze vit MO3 je jako jediny Cerpany, coZ miZe zptsobovat kolisani hladiny a
provzdusnéni akviferu. Cerpani ptisobi také jako selek¢ni faktor, ktery pravidelné odstraiiuje bakteridlni
nardsty i vtvorené zasoby sloucenin pro redoxni cykly. Proto nebylo mozné v komunité ve vzorku detekovat
anaerobni respiraci a fermentaci typickou pro kalniky a Casto spojenou s autotrofni regeneraci akceptorti
vySe ve sloupci. Heterotrofni mikroorganismy bylo jednodussi zachytit moZna proto, Ze maji rychlejsi rist.
Ochuzeni vrtu o pomaleji rostouci autotrofy a anaeroby odpovida i to, Ze 20 nejhojnéjSich OTU tvoii v vrtu

70 % komunity, a to Ze diverzita OTU (pocet OTU/pocCet sekvenci) je o fad niZsi nezZ v ostatnich vrtech ve

Vlastislavi.

Pramen MOSt

Pro analyzu bylo ztohoto vzorku pouZito pouhych 12 % sekvenci, nebot' 75% nebylo zafazeno kviili

56



rozloZeni abundanci OTU a 13% nebylo moZné metabolicky urcit. Z tak malé Casti vozrku neni moZné
spolehlivé vyvozovat zavéry o procesech v akviferu. Vzorek MOst ma jednoznacné nejvyssi diverzitu ve
Vlastislavi a velmi vysoky podil malo hojnych OTU.

Metabolicka pestrost hodnocenych 12% OTU je pomérné velka. PfevaZuje oxidace organickych latek, za
kterou jsou zodpovédné bakterie Methylobacillus sp. a Cupriavidus sp. obé dvé preferujici nizkomolekularni
(Iehce degradovatelné) organické latky. Autotrofni mikroorganismy vyuZzivaji energie z oxidace sirovodiku
nebo siry (Thiobacter sp. a Beggiatoa sp). a vodiku nebo nitritu (Nitrospira sp.)

Vétsina mikroorganismii je aerobnich, ¢ast umi respirovat nitraty a ostatni TAE jsou nevyznamné.

Charakter prostiedi, ze kterého byly ziskany nejbliZsi hity metabolicky nezafaditelnych OTU je také dosti
pestry (Zelezity kal, biofilmy z rGznych horninovych substrati, oligotrofni karbonatové prostiedi, Ficni a

pudni prostiedi) a odpovida dobfe charakteru odbérného mista.
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Obr. 17 A) Ndroky na kyslik a B) pomér autotrofie a heterotrofie ve Vlastislavi. Kategorie nezndmy obsahuje
takové OTU, které nebylo mozZné metabolicky urcit. Kategorie mimo analyzu obsahuje OTU, které nebyly zarazeny
do analyzy. V priloze B jsou uvedeny stejné grafy bez téchto dvou kategorii, aby bylo moZno lépe srovnat
metabolické poméry. Grafy vychdzeji z dat v priloze A
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Obr. 18 A) Donory elektronti a B) akceptory elektronti ve Vlastislavi. Kategorie nezndmy obsahuje takové OTU,
které nebylo mozné metabolicky urcit. Kategorie mimo analyzu obsahuje OTU, které nebyly zarazeny do analyzy.
V priloze B jsou uvedeny stejné grafy bez téchto dvou kategorii, aby bylo mozno lépe srovnat metabolické pomery.
Grafy vychdzeji z dat v priloze A
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3.4 Vysledky ordinacnich metod

Pri kazdém vypoctu ordinacniho diagramu (pokud obsahem vzorkid byly OTU, a ne metabolické skupiny)
byly nahodné vybrany sekvence vzdy tak, Ze ve zkoumaném setu vzorki mély vzorky stejny pocet sekvenci.
Zaroven byly ze setu vytrazeny vzorky s malym poctem sekvenci a vysokym relativnim podilem
kontaminujicich sekvenci. Vyrazenych vzorkt bylo vZidy maximalné tolik, aby analyza jesté davala smysl —
aby v ni napfiklad neztistal maly pocet vzorkd, napf. 5, ale aby v ni byl zastoupen co nejvétsi pocet typti
vzorki (jak z kalu, tak z vody a vrtného prachu nebo z kaZzdého vrtu néjaky).

Pri analyzovani vzorka ze vSech tfi lokalit dohromady byl pocet sekvenci ve vzorku 2505 s tim, Ze byly
vyrazeny vzorky CJ1N35, CJ1N47, CJIN50, CJ1Stk, CJ1Nv35, MC3k, MC2, MC1, MCl1k, JL2C, PK3 10,
PK4 10, PK1 10, PK1dno. Pro set Cernuc byl pocet sekvenci 992 a vyfazeny byly vzorky CJ1N47, CJ1N50,
CJ1Nv35, CJ1Stk, JL2C. Pro set Pekatka by pocet sekvenci 1059, vyfazeny nebyly Zadné vzorky (viz tab. 9).
Vzorki z lokality Vlastislav je pfiliS malo (4) na to, aby byly analyzovany samostatné ordinacni metodou.

Jsou tedy soucasti setu vzorki ze vSech lokalit dohromady.

3.4.1 Primé ordinacni analyzy

3.4.1.1 Lokalita — nejlepsi vysvétlujici proménna

Vzorky ze vSech tfi lokalit byly podrobeny pfimé ordinacni analyze v programu Canoco, kterd umoZiiuje
najit nejlepsi vysvétlujici proménnou. Ukazalo se, Ze nejlepsi vysvétlujici proménnou je prislusnost k mistu
odbéru (viz obr. 19.1). Toto rozdéleni vysvétluje nejlépe variabilitu v OTU mezi vzorky, zatimco ostatni
parametry prostfedi — napriklad rozdil mezi odbérem z kalu, vody a vrtného prachu ma v pfipadé takto
rozmanitého setu vzorkd velmi malou statistickou podporu. Proto byly dal§i proménné, které by mohly
korespondovat s diverzitou OTU ve vzorcich testovany vZdy jen v ramci jedné lokality.

Pokud misto OTU pouZijeme jako obsah vzorkd metabolické skupiny pro riizné donory a akceptory
skupin podle lokality viibec neodpovidé rozdilim v metabolickych schopnostech. Dostali bychom podobné
rozdéleni stejné, pokud bychom k vzorkim s metabolickym obsahem pritadili pfislusnost k lokalité nahodné

(p=0,588 pro donory elektronti, p=0,962 pro akceptory elektront).
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Obr. 19.1 Diagram neprimé ordinacni analyzy (DCA) vypocitany v programu Canoco na zdkladé obsahu
OTU. Z kazdého vzorku bylo vybrdno ndhodné 2505 sekvenci (viz tab. 9). Kolecka predstavuji jednotlivé
vzorky. Velikost kolecek odpovidd diverzit¢é OTU. Trojuhelniky predstavuji teoreticky prumérny vzorek
odpovidajici kategorii (pro skupinu Vlastislav je trojuhelnik skryty za vzorkem MO1). Osy x a y jsou osami
ordinacniho prostoru a hodnoty na nich odpovidaji relativni vzddlenosti (podobnosti) vzorkii. Zelend barva —
vzorky z Vlastislavi, Zlutd barva — vzorky z Pekarky, fialovd barva — vzorky z Cernuci. P =0,002 pii 1000
permutacich.

3.4.1.2 Rozdily mezi vzorky kalu a vzorky vody z vrta

Pri hledani odpovédi na tuto otadzku bylo pfimymi ordina¢nimi metodami testovano, zdali se od sebe lisi
vzorky z kalu a z vody na zakladé obsahu OTU a na zakladé obsahu metabolickych skupin definovanych
schopnostmi vyuzivat rizné akceptory, respektive donory elektronti. Tyto metabolické skupiny jsou totozné
se skupinami v grafech v priloze B vypocitanymi na zadkladé dat z pfilohy A. Zkoumany byly takto vzorky na
lokalité Pekaika a Cernuc, kde byl ve vybranych vrtech k dispozici jak odbér z kalu, tak odbér z vody ve vrtu.
Vzorky z lokality Pekafka byly omezeny na ty z pozorovacich sond, aby byl omezen vliv materialu vystroje
vrtu (vrt PES mé ocelovou zarubnici). Na Cernuci byly do analyzy zafazeny vzorky z vrti MC1, MC2, MC3,
MC6.

Vysledky pfimé ordinacni analyzy v programu Canoco ukazuji, Ze rozdily mezi vzorky z kalu a z vody jsou
nevyznamné. To je patrné z vysokych hodnot p jak pro rozdily ve sloZzeni OTU, tak pro rozdily ve sloZeni
metabolickych skupin (obr. 19.2). Nejvyznamnéjsi je rozdil ve slozeni OTU (obr. 19.2A), nejméné
vyznamny je rozdil v zastoupeni metabolickych skupin s riiznymi donory elektronti (obr. 19.2B).

Stejny test odlisnosti vzorkd odebranych z kalu a z vody byl proveden rovnéz se vzorky z lokality Cernuc,

kde bylo pfimou ordinac¢ni metodou zjisténo, Ze mezi vzorky odebranymi z kalu a z vody na Cernuci rovnéz
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neexistuje vyznamny rozdil. Hodnoty P jsou pro vSechny tfi typy analyz velmi vysoké: (variabilita na
zakladé OTU: p = 0,281, na zakladé skupin TAE — p = 0,404, na z4kladé donori elektronii p = 0,631), proto
zde nejsou uvedeny prislusné ordinac¢ni diagramy. Hodnoty p jsou zde jeSté vySSi neZ na Pekafce. Je to
pravdépodobné zptisobeno tim, Ze variabilitu na Cernuci Fidi $ir$i spektrum procesti (kviili vétsi geologické

heterogenit€) neZ na Pekarce a proto uZ tak malo vyzamny jev jakym je rozdil mezi kalem a vodou zanika.
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Obr. 19.2 A-C Ordinacni diagramy vypocitané primou ordinacni metodou v programu CANOCO (CCA
v pripadée A, RDA v pripadé B a C). Kolecka predstavuji jednotlivé vzorky, trojuhelniky predstavuji
teoreticky priimérny vzorek odpovidajici kategorii kal (Cervend) nebo voda (modrd). Osy x a y jsou osami
ordinacniho prostoru a hodnoty na nich odpovidaji relativni vzddlenosti (podobnosti) vzorkil. Z diagramu je
mozné vycist, zdali je dany vzorek podobnéjsi tridé , kal“ nebo tridé ,,voda“. Ke kaZidému diagramu je
proveden permutacni test, kde jsou spocitany hodnoty p pri 1000 permutacich, které odpovidaji
pravdépodobnosti, Ze dané uspordddni vzorkil vznikne ndhodnym prohdzenim trid vysvétlujicich proménnych
(tridy ,,kal“ a ,,voda*“) pri stejném obsahu vysvétlovanych proménnych (OTU nebo metabolické skupiny) ve
vzorcich. Za statisticky vyznamné jsou povaZovany hodnoty mensi neZ 0,005. A — Vysvétlovanymi
proménnymi ve vzorcich jsou OTU. P = 0,16, B — Vysvétlovanymi proménnymi ve vzorcich jsou metabolické
skupiny s rtiznymi donory elektronii, p = 0,396, C — Vysvétlovanymi proménnymi ve vzorcich jsou
metabolické skupiny s riiznymi akceptory elektronu, p = 0,218
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3.4.2 Neprimé ordinacni metody
3.4.2.1 Nevyhoda neprimych ordinacnich analyz
Nepiimé ordinac¢ni metody umoziuji zobrazit hlavni variabilitu mezi vzorky pouze na zakladé jejich

sloZzeni (OTU nebo metabolickych skupin) bez vlivu vysvétlujicich proménnych (parametrti prostredi).
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Obr. 20 ukazuje odliSnost vzorkil podle variability v obsahu OTU. Jejich odliSnost je dana predevsim
tim, Ze vzorky obsahujici vétsi mnoZstvi unikatnich OTU (OTU vyskytujicich se pouze v jednom vzorku
vramci analyzovaného souboru vzorki) lezi spiSe na okraji oblaku vzorki nezli vzorky s malym
mnozstvim unikatnich OTU. Nejméné vyrazny je tento jev na Pekafce (obr. 20 B), kde je zaroven
nejmensi rozdil mezi vzorkem s nejvétSim procentem unikatnich OTU (PES 10 — 52,09 %) a vzorkem
s nejmensim poctem unikatnich OTU (PK5 10 — 18,18 %) — viz tab. 9. U vzorkid PK5 dno a PK3 dno
prevladl vliv jiného faktoru. Podle obsahu unikatnich OTU by tyto vzorky mély lezet vice v centru
oblaku vzorki. Vliv velkého poctu unikatnich OTU je prakticky nemozné separovat od vlivi, za kterym
by mohla stat promeénlivost prostfedi tim spiSe, ¢im vétsi rozdily v proporcich unikatnich OTU mezi

vzorky existuji. Pfehled poméru unikatnich OTU a poméru sekvenci unikatnich OTU je uveden v tab. 9.
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Obr. 20 Diagramy neprimé ordinacni analyzy DCA vypocitany v programu Canoco na zdkladé obsahu
OTU. A — vzorky z Cernuci, B — vzorky z Pekarky, C — vzorky ze vsech t¥i lokalit dohromady. Kolecka
predstavuji jednotlivé vzorky a jejich velikost pocty OTU. Odstiny modré reprezentuji obsah unikdtnich OTU
podle tab. 9. Nejtmavsi odstin predstavuje nejvétsi podil unikdtnich OTU. Diagram ukazuje, Ze vzorky
s vétsim relativnim zastoupenim unikdtnich OTU jsou rozmistény spiSe na okrajich oblaku neZli vzorky

s menSim procentem unikdtnich OTU.

3.4.2.2 Variabilita na zakladé obsahu metabolickych skupin

Ordinacnich diagramy popisujici variabilitu v riznych metabolickych schopnostech nesou nékolik typt

informaci. Vzdalenost bodl (vzorki) v ordina¢nim diagramu pfedstavuje miru podobnosti mikrobialnich

komunit na zakladé urcité metabolické charakteristiky (naptiklad schopnosti vyuzZivat rtzné akceptory
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elektrond). V diagramech jsou zobrazeny Sipky predstavujici jednotlivé typy metabolismli (vyuZivani
riznych akceptorti elektronti). Vzajemna orientace Sipek naznacuje, jak obvyklé je, Ze se spolu dané typy
metabolismi v prostfedi podzemni vody na Cernuci vyskytuji. Poloha vzorki viici témto Sipkam ukazuje, jak
je dany metabolismus typicky pro urcity vzorek. Pokud spustime kolmici ze vzorku na pfimku Sipky,
miiZeme odecist miru a smér korelace (negativni, pozitivni) metabolismu s danym vzorkem. Cim bliZe jsou

vzorky stfedu os, tim méné€ je pro né typicky néjaky druh metabolismu.

3.4.2.2.1 Pekarka
Podivame-li se na vzorky z Pekarky z hlediska schopnosti komunit vyuzZivat rizné donory elektrond, je na

prvni pohled patrny rozdil mezi jimacimi vrty s ocelovou vystroji a pozorovacimi sondami (obr. 21 vlevo).
Pro vrty socelovou vystroji je typicka pestra Skdla vyuZzivani rdznych zdroji energie, zatimco pro
pozorovaci sondy jsou charakteristickym donorem elektrond pouze organické latky. Vyjimku tvori vzorek
PK5 dno, pro ktery je typické vyuzivani amoniaku, dusitani a vodiku spiSe nezli organickych latek. Pro
vzorek PK5 10 a PK2 10 je typicky rovnéZz autotrofni zdroj elektrond, jedna se ale v tomto pripadé o
redukované formy Zeleza a siry. Je mozné si vSimnout, Ze vrt PK5 se svym charakterem bliZi odstavenému
jimacimu vrtu PES — pro mikrobidlni komunity z kalu je zde typi¢téjsi vyuZivani amoniaku, dusitand Ci
vodiku, zatimco pro vodu spiSe oxidace Zeleza a redukovanych forem siry.

Co se tyCe akceptort elektronti (obr. 21 vpravo) je dobfe vidét, Ze Cerpany vrt PEN 10 nejlépe charakterizuje
redukce kysliku. Vzorky z vrtu PES a vzorek PK4 10 leZi mezi Sipkami nejvétsiho naristu redukce kysliku a
fermentace. Komunity v nich jsou nejlépe pfipraveny celit lokalni anoxii, s tim Ze pro necerpany vrt PES je
tato schopnost nejlépe vyvinuta v kalniku. DalSi zajimavosti je, Ze pro skupinu vzorki z kalniku PK5, PK4,
PK3 je charakteristickd anaerobni respirace (redukce Zeleza, manganu, siranti a ostatnich forem siry),

zatimco ostatni vzorky z kalu (PK1 dno, PK2 dno) jsou, co se tyce TAE, podobnéjsi vzorkim z vody.
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Obr. 21 Diagramy neprimé ordinacni analyzy PCA vypocitané v programu Canoco na zdkladé obsahu
metabolickych skupin ve vrtech na Pekarce. Vlevo — donory elektronti. Vpravo — akceptory elektronti.
Kolecka predstavuji vzorky z pozorovacich vrtil. Trojthelniky predstavuji vzorky z jimacich vrti s ocelovou
vystroji. Vzorky odebrané z kalniku jsou oznaceny &ervenou barvou. Vzorky z vody modrou barvou. Sipky
predstavuji smér nejvétsiho ndriistu hodnot pro konkrétni donory elektrontl, respektive akceptory elektrontl.
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Zobrazeny jsou jen vybrané akceptory elektronil. Diagram je sestrojen ne zdkladé metabolickych skupin
uvedenych v priloze B urcéenych na zdklade dat v priloze A.

Pro lepsi znazornéni vzajemné podobnosti vzorkii PK5 dno, PK4 dno a PK3 dno od ostatnich vzorki byl
sestrojen diagram bez vzorki z jimacich vrtt (obr. 22). Skupina PK4 dno, PK5 dno a PK6 dno tvori jeden
klastr, kterému se blizi vzorek PK4 10, zatimco ostatni vzorky (kromé zcela odlisSného vzorku PK5 10) tvoii
dalsi klastr (obr. 22). Odlisnost vzorku PK5 10 je dana vyskytem OTU Acidithiobacillus ferrooxidans, ktery
je pri¢inou nértstu schopnosti komunity redukovat elementarni siru. Je zapottebi vzit v Givahu, Ze optimalni
pH podminky této bakterie se pohybuji okolo pH=2 (Valdés et al., 2008) a je tedy spiSe nepravdépodobné, Ze
se tato bakterie v akviferu s neutralni vodou opravdu vyskytuje v mnozstvi, ve kterém byla detekovana (4,9 %
sekvenci ve vzorku). Z polohy vzorku PK5 10 tedy neni mozné vyvozovat spolehlivé zaveéry.

Pro ovéfeni odliSnosti téchto dvou skupin vzorkid (PK5 dno, PK3 dno, PK4 dno oproti zbylym vzorkiim
z pozorovacich sond bez vzorku PK5 10) byl proveden statisticky test v programu Canoco. PouZita byla
prima ordinac¢ni metoda, kdy obsahem vzorki byly metabolické skupiny vyuzivajici rizné TAE. Ukazuje se,
Ze rozdéleni do téchto dvou skupin méa opravdu pomérné silnou statistickou podporu (p = 0,009). Na lokalité
Pekarka toto rozdéleni vysvétluje vyznamnou Cast variability ve vyuzivani riznych TAE a to podstatné lépe

neZli rozdéleni do skupin kal/voda.
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Obr. 22 Ordinacni diagram vypocitany neprimou ordinacni metodou (PCA) v programu Canoco. Obsahem
vzorkii jsou riizné metabolické skupiny mikrorganismii definované riiznymi akceptory elektronii. Diagram je
sestrojen na zdkladé metabolickych skupin v grafech v priloze B stanovenych podle dat v pfiloze A.
Kolecka=vzorky, Sipky=akceptory elektronti. Zkratky: Org, organické ldatky, OstS — ostatni formy siry (thiosiran,
sifi¢itan). Cervend vyplii=vzorky z kalu, modrd vyplii= vzorky z vody. Variabilita vzorkil je ddna vypoctem na
zdkladé obsahu metabolickych skupin z grafu v obr. 13B (riizné akceptory elektrontl) ve vzorcich. Smér kazdé Sipky
znamend smér nejvetsiho ndriistu hodnot pro dany typ akceptoru elektronti. Zobrazeny jsou pouze vybrané
akceptory elektronil.

3.4.2.2.2 Cernuc
Diagram nepiimé ordina¢ni analyzy ukazuje (obr. 23), Ze na Cernuci mtizeme odlisit nékolik skupin vzork,

pro které jsou typické rtizné zdroje elektroni. Prvni skupinu tvoii vzorky MC2, MC1, MC3k, CJ1N 31. Pro

mikrobidlni komunity z téchto vzorki je typickd oxidace organickych latek vcetné metanu. Dalsi skupina se
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sklada ze vzorkti MC1k, CJ1N42, CJINv51 a MC2k a charakterizuje ji nejlépe oxidace vodiku a v pfipadé
vzorku MC2k i oxidace organickych latek. Posledni skupinou jsou vzorky MC6, MC6k, CJ1St a KS. Pro né
je typicka oxidace Zeleza redukovanych forem siry s tim, Ze pro vzorky MC6k a KS je Castecné dilezita také
oxidace vodiku. Stranou v ordina¢nim diagramu stoji vzorek CJ1N35, pro jehoZ komunitu je charakteristicka

oxidace Zeleza a metanu.

O J
— AVC1k
H2
MG2k
CJ1INv 51
CJIN 4i A
OrgLatky NO2- ®s Amcek
MC3
caist RedS
NH4-+
A CH4
MC3k
CJQ 31 ®
MC6
CJQ 35
Q
|
-1.0 1.0

v

Obr. 23 Diagram nepfimé ordinacni analyzy PCA vypocitany v programu Canoco. Obsahem vzorkii jsou
metabolické skupiny mikroorganismit vyuZivajicich riizné donory elektronii z grafu v priloze B vypocitané na
zdkladé dat z prilohy A. Znacky predstavuji jednotlivé vzorky: ¢tverec — odbér z vrtného prachu, trojihelnik —
odber z kalu, kolecko — odbér z vody. Barvy predstavuji odlisnd hydrogeologickd prostredi: cernd — vzorky z vrti
zasahujicich do bazdlniho cenomanského kolektoru s pritomnosti uhli nebo zbytkii zuhelnatélych rostlin
ve sladkovodnim cenomanu s vodou ze vzddleného transportu. Zelend barva — vzorky z vrtii s vodou ze vzddleného
transportu nezasahujici do bazdlniho cenomanského kolektoru, tmavsi modrd — vzorky z vrtii s vodou z blizkého
transportu ovlivnéné infiltraci z povrchu, svétlejsi modrd — vzorky odebrané nad hladinou podzemni vody. Cervend
barva — vzorek odebrany z vodovou z hydrogeologicky nezndmého prostredi. Sipky zndzorriuji smér nejvétsiho
ndristu vyuZivani daného zdroje energie. Zkratky zdrojti energie: Org.Ldtky — organické ldtky, RedS — redukované
formy siry.

Stejna analyza byla provedena i s riiznymi skupinami akceptorti elektronti (obr. 24). Vzorky z Cernuci se
na zakladé vyskytu akceptorti elektronii rozmist'uji pomoci nepfimé ordinac¢ni metody do 2 skupin. Pro
prvni skupinu je typické vyuzivani kysliku pripadné chlorecnand, Ci chloristanti jako terminalnich
akceptort elektront. Do této skupiny patii vzorky odebrané z vody (MC2, MC3, MC6) vrtného prachu
z hloubek 31 a 35 m CJ1N31, CJ1N35 a vody z Cerstvé vybudovaného vrtu CJ1INv51.

Pro druhou skupinu je typickd fermentace a anaerobni respirace ve formé redukce dusi¢nant, pripadné
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uranu ¢i kobaltu. Spadaji do ni vSechny vzorky odebrané z kalu vrtii (MC6k, MC2k, MC3k) vyjma zcela
odliSného vzorku zkalu vrtu MC1. Dale sem patii vzorek odebrany z vodovodu z geologicky
nepopsaného prostredi (KS) a vzorky CJ1St a MC1.

Stranou leZi vzorek CJ1IN42 a MC1k. Pro tyto dva vzorky je typickd anaerobni respirace s Sirokym
spektrem riznych akceptort elektronti od Zeleza a manganu po siru, sirany a dalsi redukovatelné formy

siry, dusitany a chlorované uhlovodiky.

Q ]
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Obr. 24 Diagram nepfimé ordinacni analyzy PCA vypocitany v programu Canoco. Obsahem vzorkii jsou
metabolické skupiny mikroorganismii vyuZivajicich riizné akceptory elektronii z grafu v priloze B vypocitané na
zdkladeé dat z prilohy A. Kolecka predstavuji jednotlivé vzorky. OranZovd — odbér z vrtného prachu, Cervend —
odbér z kalu, modrd — odbér z vody. Sipky znamenaji nejvétsi smér ndriistu hodnot skupin akceptorii elektronti:
zkratky: ChlrUhlv — chlorované uhlovodiky, OstForS — ostatni formy siry (thiosiran, sifiCitan).

3.4.3 Vztah hydrogenovornich mikroorganismii na fermentatori
Srovnani zavislosti mikrobilni oxidace vodiku na fermentaci bylo provedeno na vzorcich z Cernuci a
vzorcich z Pekatky nepfimou ordinacni metodou v programu Canoco tak, Ze obsahem jednotlivych
vzorkii byly absolutni pocty sekvenci fermentitori a oxidatord vodiku z metabolické analyzy
hodnot téchto dvou skupin (obr. 25). Na Cernuci jsou oxidace vodiku na fermentace na sobé prakticky
nezavislé — pro vétSinu vzorkt je typicky pouze jeden typ metabolismu. Na Pekaice jsou spolu vyskyty
schopnosti fermentovat a oxidovat vodik vice pozitivné spojeny — pro vétSinu vzorki jsou typické oba

dva metabolismy (PK4 dno, PK5 dno, PEN 10, PES dno, PES10) nebo naopak Zadny (obr. 25).
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Obr. 25 Ordinacni diagramy vypocitané neprimou ordinacni metodou (PCA) v programu Canoco. Vlevo —
Cernuc, vpravo — Pekaika. Kolecka predstavuji jednotlivé vzorky, Sipky metabolické skupiny. Cervend pieruSovand
Cdra predstavuje kolmici na Sipku oxidace vodiku. V pripadé, Ze spolu metabolismy koreluji pozitivné, sviraji Sipky
ostry tihel. Uhel 90° znamend nulovou korelaci (nezdvislost vyskytu metabolismii), tupy tihel pak negativni korelaci.

3.5 Vysledky analyzy fylogenetické disimilarity
Pro analyzu fylogenetické disimilarity byly pro pfislusné sety vzork (Cernuc, Pekaika, vSechny vrty
dohromady) pouZity totoZné soubory sekvenci jako pfi ordina¢nich metodach, aby bylo mozné vysledky

porovnat. Pocty sekvenci a OTU zarazenych do analyzy jsou zobrazeny v tab. 9.

3.5.1 Analyza vzorki ze vSech 3 lokalit dohromady

Pri analyze fylogenetické disimilarity mikrobialnich komunit ze vSech tii lokalit byl hledan parametr, podle
kterého se od sebe vzorky nejlépe lisi. Signifikance rozdéleni vzorki podle vybranych parametrG byla
testovana metodou AMOVA. Prvnim parametrem byl fyzicky charakter vzorku. Do analyzy byly zafazeny
pouze vzorky odebrané standardné ¢erpadlem z kalu (MC2k, MC6k, MO1, MO3, MO5, PK2 dno, PK3 dno,
PK4 dno, PK5 dno, PES dno) nebo z vody (MC3, MC6, PEN 10, PES 10, PK2 10, PK5 10). Pro tyto vrty
byla pouzita matice distanci vypocitana z celkového souboru vzorkid pro vrty ze vSech lokalit uvedenych
vtab. 9. U vyrazenych nestandardné odebranych vzorkid (z vyvéru, suti, vodovodu atd.) byly z tabulky
odstranény hodnoty pro tyto vzorky a matice zbylych vzorki byla pouzita pro porovnani rozdilu kal/voda.
Pfi 10 000 randomizacich je hodnota p pro toto rozdéleni p = 0,1823. Rozdil mezi kalem a vodou lze tedy

povaZovat za nesignifikantni.

Déle bylo zkoumano, zdali existuje vyznamny rozdil mezi lokalitami — v tomto ptfipadé na celém souboru
vzorkil pro vSechny vrty z tab. 9 a stejné, jako tomu bylo pfi ordinacni analyze. Rozdéleni do skupin podle
lokality ma hrani¢né signifikantni statistickou podporu — p = 0,012 pfi 10 000 randomizacich pro odliSnost
mezi viemi tfemi lokalitami navzdjem. Pro rozdil mezi Pekatkou a Cernuci byla ziskdna podobna mira
statistické podpory — p = 0,0125, zatimco odliSnost mezi dvojici Vlastislav a jakoukoli jinou lokalitou ma o

fdd vysSsi hodnoty p. OdliSnost mezi lokalitami rovnéZz neni priliS dobrym faktorem vysvétlujicim
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fylogenetickou disimilaritu mezi vzorky mikrobialnich komunit.

Dalsi mozné faktory zpisobujici odliSnost mezi
vzorky byly odhadovany na zakladé stromu
zobrazujiciho fylogenetickou vzdéalenost mezi
vzorky vypocitanou ve vazené formé prikazu
UniFrac (obr. 26) a diagramu PCoA analyzy
zobrazujici vzorky na dvou osach vysvétlujicich
nejvétsi fylogenetickou diverzitu (obr. 27).

Na zakladé téchto dvou diagramti bylo nasledné
testovano, jak vyznamné se lisi skupiny vzorkt
odpovidajici nejvyssi trovni vétveni stromu, které
ma dobrou statistickou podporu. Pfislusné skupiny
vzorkil jsou barevné odliSeny v obr. 26 a 27. Do
prvni skupiny patri vSechny vzorky
z pozorovacich vrtl na Pekarce a vzorek CJ1INv51
z Cernuci. Druhou skupinu predstavuji odbéry z
jimacich vrti na Pekafce, vzorky z Vlastislavi a
zbylé vzorky z Cernuci. Statistickd podpora
v analyze AMOVA je pro toto rozdéleni p =
0,0001 pri 10000 randomizacich. Rozdil mezi
témito dvéma skupinami mikrobialnich komunit je

vysoce signifikantni.
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Obr. 26 Strom vypocitany vdZenou formou prikazu
UniFrac v programu Mothur. Strom zobrazuje
fylogenetickou vzddlenost vzorki mikrobidlnich komunit
ze vSech lokalit dohromady. Hodnoty na uzlech jsou
vypocitany pri jackknife na 80 % sekvenci a 1000
opakovdnich. Kazdy vzorek md 2505 sekvenci (viz tab. 9)
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PCoA - vzorky ze vSech lokalit
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Obr. 27 PCoA diagram se dvéma osami vysvétlujicimi nejvétsi rozdily mezi vzorky mikrobidlnich komunit. Prvni osa
x vysvétluje 27,3 % druhd osa y 17,01 % celkové variability mezi vzorky. Hodnoty poloh vzorki na osdch jsou
vypocitané na zdkladé matice distanci z vaZené formy prikazu UniFrac v programu Mothur, na zdkladé které je také
vytvoren strom v obr. 26. Hodnoty na osdch nemaji jiny vyznam neZ popis vzdjemné relativni pozice vzorkil na ploSe
pole vzdjemné fylogenetické disimilarity.

3.5.2 Analyza vzorkii z Cernuci

Na souboru vzorki z Cernuci bylo rovné? testovano, do jaké miry se lisi rizné typy odbérti cerpadlem (kal,
voda). Pro tento tucel byly odstranény nestandardné odebrané vzorky z matice distanci podobné jako je
popsano v predchozi kapitole. Vyfazen byl vzorek KS odebrany z vodovodu a vzorek CJ1Nv51 odebrany z
vody ze dna Cerstvé vystrojeného vrtu a vzorky odebrané z vrtného prachu (CJ1IN31, CJIN35, CJ1N42).
RovnéZ byl vyfazen vzorek CJ1St, protoZe u n€j chybi kalovy ekvivalent (byl vysoce kontaminovan). Tim
bylo dosaZeno stejnych podminek jako pfi testovani této rozdilnosti ordinacni metodou (viz kapitola 3.4.1.2).
Testem AMOVA bylo zjisténo, Ze mezi vzorky odebranymi z kalu a z vody neexistuje signifikantni rozdil (p
= 0,6417 pti 10000 randomizacich).

Déle bylo testovano, zdali se 1isi vzorky pevné (z vrtného prachu) od vSech ostatnich (€erpani kalu, a vody,
odbér z vodovodu). Tento tikon byl proveden na celém souboru vzorkii z Cernuci (viz tab. 9). Testem
AMOVA bylo zjiSténo, Ze rozdil mezi pevnymi a kapalnymi vzorky je pomérné signifikantni (p = 0,0033 pfi
10000 randomizacich). Odlisnost kapalnych vzorkd od pevnych je dobie viditelna i v PCoA diagramu (obr.
28). Vzorky z kalu a vody tvori v diagramu jeden oblak, kde se mikrobidlni komunity lisi vyuzZivanim
riznych donorti elektronti (srovnej s obr. 23). Barevné odliSené skupiny vzorkli reprezentuji rtizné typy

podzemnich vod v Cernuci.
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Obr. 28 PCoA diagram se dvéma osami vysvétlujicimi nejveétsi rozdily mezi vzorky mikrobidlnich komunit. Prvni osa
x vysvétluje 28,47 % druhd osa y 17,56 % celkové variability mezi vzorky. Hodnoty poloh vzorkil na osdch jsou
vypocitané na zdkladé matice distanci z vdZené formy prikazu UniFrac v programu Mothur. Znacky jsou pro lepsi
srovnatelnost uvedeny stejné jako v obr. 23: kolecka — odbér z vody, trojuhelniky — odbér z kalu, c¢tverce — odbér
z vrtného prachu. Barvy predstavuji odlisnd hydrogeologickd prostredi: ¢ernd — vzorky z vrtii zasahujicich do bazdlniho
cenomanského kolektoru s pritomnosti uhli nebo zbytkii zuhelnatélych rostlin ve sladkovodnim cenomanu s vodou ze
vzddleného transportu. Zelend barva — vzorky z vrtil s vodou ze vzddleného transportu nezasahujici do bazdlniho
cenomanského kolektoru, tmavsi modra — vzorky z vrtii s vodou z blizkého transportu ovlivnéné infiltraci z povrchu,
svétlejsi modrd — vzorky odebrané nad hladinou podzemni vody. Cervend barva — vzorek odebrany zvodovou
z hydrogeologicky nezndmého prostredi.

3.5.3 Analyza vzorku z Pekarky

Na Pekarce byl testovan vliv typu odbéru (kal, voda) na sloZeni mikrobialnich komunit ve vzorcich
z pozorovacich sond. Soubor vzorkid byl tedy stejny jako pfi hodnoceni rozdilu mezi kalem a vodou
ordina¢nimi metodami. Vysledky testu AMOVA ukazuji, Ze vyznamny rozdil mezi mikrobidlnimi
komunitami z kalu a vody neexistuje (p = 0,5961 pfi 10000 iteracich).

Pro vrty na Pekaice je dtleZity jiny faktor zptsobujici fylogenetickou odliSnost mikrobialnich komunit.
Z diagramu na obr. 29 je vidét, Ze pritomnost ocelové paznice ve vrtech zanechava fylogeneticky signal a
separuje vzorky PEN 10, PES 10 a PES dno od ostatnich. Podle testu AMOVA je vyznamnost tohoto
rozdéleni pomérné velka — p = 0,0033. Pokud rozdélime vzorky do vizualné distinktnich t¥i skupin, které
jsou patrné z obr. 29 a testujeme jejich fylogenetickou podobnost, je vysledek jesté vice signifikantni — p

<0,0001 pri 10000 randomizacich.
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Pekarka - prvni dvé osy
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Obr. 29 PCoA diagram se dvéma osami vysvétlujicimi nejvétsi rozdily mezi vzorky mikrobidlnich komunit. Prvni osa
x vysvétluje 35,66 % druhd osa y 20,4 % celkové variability mezi vzorky. Hodnoty poloh vzorki na osdch jsou
vypocitané na zdkladé matice distanci z vdZené formy prikazu UniFrac v programu Mothur. Kolecka predstavuji
jednotlivé vzorky. Hnédou barvou jsou oznaceny vzorky z jimacich vrtii s ocelovou paznici, modre a zelené pak vzorky
z pozorovacich sond s pazZnici z polyethylenu. OdlisSnost modré a zelené skupiny je podle AMOVA testu vyznamnd, proto
je v diagramu barevné vyznacena.

4 Diskuze

Od mikrobidlni analyzy ocekavame bioindika¢ni potencial. Aby mohl byt vyuZit, je potfeba vyteSit nékteré
zakladni otazky, které mohou znacné ovlivnit interpretaci dat.

4.1 Lisise odbéry z kalu a z vody?

Otazkou je, zdali se od sebe vyznamné liSi vzorky odebrané z kalu a vzorky odebrané z vodniho sloupce ve
vrtu. Pokud by na zptisobu odbéru zéaleZelo, bylo by zajimavé zjistit, ktery typ vzorku charakterizuje 1épe
procesy probihajici v podzemni vodé. Pfi hledani odpovédi na tuto otdzku byly k dispozici dvé lokality —
Pekaika a Cernuc. Testovéani odli$nosti mikrobidlnich komunit z kalu a z vody bylo provedeno jako pomoci
ordina¢nich metod v programu Canoco (Lep$ and Smilauer, 2000), tak srovnanim fylogenetické podobnosti

vzorkti metodou UniFrac (Lozupone and Knight, 2005).

4.1.1 Pekarka

Na lokalité Pekafka maji pozorovaci vrty stejné technické parametry (stari, hloubka vrtu, okolni hornina a
chemické sloZeni vody, materidl vyztuZe, absence Cerpadla). Jedinym pozorovanym rozdilem je jejich
vzajemna poloha, odliSné postaveni ke sméru proudéni podzemni vody a vzdalenost od ¢erpaného vrtu PEN.
Rozdily ve vzdalenosti se pohybuji v prvnich metrech, takZe 1ze predpokladat, Ze jejich vliv bude maly. Ve
vzorcich na Pekafce je tedy eliminovana moZnost ptisobeni ostatnich vlivii, které by mohly rusit rozdil mezi
kalem a vodou na minimum.

Vysledky pfimych ordinacnich analyz (obr. 19.2) ani vysledky analyzy fylogenetické disimilarity (kapitola
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3.5.3) neodhalily vyznamny rozdil mezi mikrobidlnimi komunitami z kalu a vody. Na Pekafce neexistuje z
hlediska mikrobialni komunity dobfe odliSitelny rozdil mezi kalem a vodou Zadnou jinou metodou neZzli
analyzou nejhojnéjSich mikroorganismti. Optikou této metody je vidy v kalu konkrétniho vrtu o néco
vyraznéjsi podil schopnosti vyuZivat anaerobni respiraci ¢i fermentaci neZ ve vodé toho samého vrtu.
Fylogenetické metody jako UniFrac neumi odliSit rozdil mezi kalem a vodou patrné praveé pro to, Ze jediny
spoleCny jmenovatel pro odliSnost kalu a vody na Pekafce je mira schopnosti anaerobni respirace a
fermentace. Tyto schopnosti nejsou tak silné svazany se sekvenci 16S rDNA jako schopnost autotrofie nebo
heterotrofie, jejichZ vyskyt je na typu odbéru kal/voda zcela nezavisly (viz odpovidajici grafy na Pekaice ale
i na Cernuci v pfiloze B). Rozdéleni komunity podle fylogenetického signalu ma vétsi podobnost
s rozdélenim podle vyuZivanych donort elektronti (pfedevsim organickych latek oproti Zelezu, redukovanym
formam siry, amoniaku). To je dobfe patrné pfi srovnani ordina¢niho diagramu donort elektronii (obr. 23)
s diagramem PCoA na Cernuci (obr. 28). Oproti tomu rozloZeni vzorkil v ordinaénim diagramu popisujicim
variabilitu ve schopnostech vyuZzivat rizné akceptory elektront (obr. 24) nijak nekoresponduje s diagramem
PCoA.

Na Pekafce tedy z hlediska mikrobialnich komunit pfili§ nezaleZi na tom, zdali je vzorek odebran z kalu
nebo z vody. Sondy na Pekaice jsou nedavno vybudované a nestihl se v nich vytvorit sediment s redoxnimi
zonami typicky pro starsi vrty (jako napt. PES). Proces tvorby sedimentu v kalniku vrtu je také tim pomalejsi,
¢im je voda oligotrofnéjsi. Oligotrofie s sebou nese mensi mikrobidlni ozZiveni, takZe neni tolik

pravdépodobny vznik lokalni anoxie v kalu a riist anaerobnich mikroorganismti vyuZzivajici rizné TAE.

4.1.2 Cernuc

Stejné jako na Pekafce ani na Cernuci neodhalily vysledky pfimych ordina¢nich analyz ani vysledky analyzy
fylogenetické disimilarity vyznamny rozdil mezi mikrobialnimi komunitami z kalu a vody. OdliSnosti mezi
kalem a vodou miZeme nicméné dobfe vidét, srovnavame-li nepfimou ordinacni analyzou metabolické
skupiny. To je patrné z vysledkti v obr. 23 a obr. 24. Pro vzorky z vody je typictéjsi respirace kysliku nez
pro vzorky zkalu, které charakterizuje lépe fermentace (obr. 24), coz dobfe odpoviddi vysledktim
metabolického rozboru nejhojnéjSich OTU. Pokud odebirame vzorky z kalu vrtu, je dobré si uvédomit, Ze
budou pravdépodobné vice obohacené o anaerobni mikroorganismy oproti vodé. V Cernuci byly pro viechny
vzorky z kalt charakteristické TAE pro anaerobni respiraci nebo fermentace. Pro kaly je také typictéjsi
oxidace vodiku, neZ pro vodni vzorky (obr. 23) kromé vrtu MC3. Kal vrtu MC3 charakterizuje oxidace
metanu a organickych latek, coZ dobfe dokresluje povrchovy charakter vody v tomto vrtu.

Kaly se zde jevi jako vyhodnéjsi typ odbéru pro procesy probihajici ve vrtu a jeho tésném okoli. Lépe nez
voda vystihuji rozdily mezi jednotlivymi prostfedimi ve vyuZivani zdroji elektroni. Existuji mezi nimi
v tomto ohledu vétsi rozdily, protoZe se jejich vzorky spiSe vyskytuji dale od stfedu os (obr. 23).

Voda se jevi ztohoto hlediska jako vice neutralni. Pravdépodobné predstavuje vzorek mikroorganismt
zmnoha riznych mist v akviferu svice vyrovnanymi poméry metabolickych schopnosti a Casto
reprezentujici protichiidna prostiedi (napfiklad eutrofni i oligotrofni). Dobfe je to vidét na extrémnim

pripadu vrtu MC3 ktery je silné ovlivnén splachem z povrchu. Jsou v ném zachycena nekompletné riizna
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prostiedi (napf. eutrofie bez anaerobii nebo heterotrofie bez zdroje uhliku). Toto zkresleni transportem je
vzorkovanim, pokud existuje Sance, Ze chybéjici metabolicka skupina byla fyzicky jinde (napf. hloubéji, nez

se Cerpalo, v zaplastovém prostoru) a pak miiZe postihovat i vzorky odebrané z kalu.

4.2 Existuji rozdily mezi vzorky v ramci jednoduché zvodné na Pekarce?

Z diagrami neprimych ordinacnich metod pfi srovnavani vzorkt podle obsahu skupin vyuzivajicich rtizné
akceptory elektronti vyplyva, Ze pro kaly vrti PK3, PK4, PK5 je typicka fermentace a anaerobni respirace ve
formé redukce siranti, Zeleza a dalSich latek. V kalech zbylych dvou sond PK1 a PK2 tomu tak ale neni a
a dusicnany.

Na Pekafce se v kalech v linii sond PK3, PK4, PK5 rovnobéZné s proudem vody hromadi spiSe schopnosti
typické pro anoxicka prostiedi nezli v linii PK1 a PK2 kolmé na proudéni podzemni vody. MtiZe to byt dano
tim, Ze vrt PK5 ma jednoznacné nejvyssi podil autotrofnich mikroorganismti ze vSech sond. Podle analyzy
zde podle chemickych analyz opravdu o fad vy3si neZ ve vSech ostatnich vrtech na Pekaice (vCetné téch
jimacich). Je mozné, Ze v okoli vrtu PK5 zvySena primarni produktivita komunity ovliviiuje produkci
biomasy sondy PK3 a PK4 lezZici po sméru proudu. ZvySena mira tleni této organické hmoty by pak mohla
zplisobovat detekovanou schopnost anaerobni respirace a fermentace v kalech vrt PK5, PK4, PK3. Tuto
hypotézu (odliSnost sond PK3, PK4, PK5) ovSem nijak vyznamné nepodporuje analyza fylogenetické
disimilarity, kde se pouze vzorky PK5 dno a PK3 dno (viz. obr. 26 a 29) sobé vyznamné podobaji a vzorek
PK4 dno leZi v diagramu PCoA (obr. 29) zcela stranou. Vzorky PK3 dno a PK5 dno jevi podobnosti dokonce
i na zékladé neprimé ordinacni analyzy OTU (obr. 20B), kde prekonavaji vliv rozdilnosti po¢tu unikatnich
OTU mezi vzorky.

V oxickych a oligotrofnich vodach by mohla analyza schopnosti nejhojnéjsich mikroorganismti mikrobialni
komunity byt uZitecna pro detekci vySe popsaného pocinajiciho zvyseného mikrobialniho ristu a hromadéni
biomasy. Bylo by tak mozZné naptiklad predikovat zvySenou citlivost dané oblasti akviferu ke kolmataci.

Na Pekaftce je v oligotrofni vodé celkové malé mikrobidlni oZiveni. Vidime tedy i velmi slabé nebo dokonce
nahodné jevy. Bylo by proto bylo nutné provést odbéry znovu a otestovat, zdali nebyla zachycena pouze
nahodna fluktuace, ktera je pro celkovy stav akviferu nevyznamna. To je totiZ pravdépodobnéjsi vysvétleni.
Ve vrtu je sice amonnych iontt o fad vice neZ v ostatnich vrtech, stale je ale jejich koncentrace velmi malé a
z grafii popisujicich relativni obsahy jednotlivych metabolickych skupin (pfiloha B, graf Pekarka — donory
elektronti) neni mozné vyvodit absolutni obsah amoniak oxidujicich mikroorganismi a jejich aktivitu. Pokud
by se potvrdilo, Ze vrty PK3, PK4 a PK5 opét obsahuji vyssi pocet anaerobnich mikroorganismti nezli sondy
PK1 a PK2 a pokud by pro komunitu vrtu PK5 byla opét typicka oxidace amoniaku, bylo by mozné jevu

zacit prikladat vyznam a zkoumat ho dal.
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4.3 Pouzivat ordinacni metody pro mikrobialni komunity?

Pokud zkoumame rozdily mezi vzorky pomoci nepfimych ordinacnich metod na zakladé obsahu OTU,
Celime problému vysokého poctu unikatnich OTU ve vzorcich. Velké mnozstvi OTU obsaZenych pouze
v jednom vzorku spolu s velkymi rozdily v celkovém poctu OTU ve vzorcich jsou znacnym problémem pii
interpretaci dat ziskanych z mikrobialnich komunit. To bylo demonstrovéno na pfikladu vzorki z Cernuci za
pouziti nepfimé ordinac¢ni metody. Podobny vysledek byl ziskan i ze setu vSech vzorkt. Nepfima ordina¢ni
metoda se jevi jako nevhodny zplisob pro hledani pficin variability OTU ve vzorcich z mikrobidlnich
komunit podzemni vody (ale i mikrobidlnich komunit obecné). Jejim t¢elem ma byt zobrazeni nejvétSiho
nartistu variability ve zkoumaném setu vzorki. V pripadé mikrobialnich komunit je vSak skutecna variabilita
zkreslena pritomnosti velkého mnoZstvi unikatnich OTU, které ordinac¢ni metoda neumi zhodnotit, nebot’ je
zaloZena na srovnani spole¢nych OTU. Unikatni OTU ve vzorku zptsobuji to, Ze je v mnohorozmérném
prostoru umistén co nejdale od ostatnich. V setu vzorku, kde existuji velké rozdily v poctu unikatnich OTU
mezi vzorky (viz tab. 9) bude tedy vznikat nepfesny obraz variability, kde vzorky s malym poctem
unikatnich OTU budou umistény do centra oblaku a budou se jevit jako sobé podobnéjsi. Vzorky s vysokym
poctem OTU budou naopak na okraji oblaku. Toto zkresleni komplikuje detekci prirozenych vlivii
zputisobujicich rozdily v obsahu OTU mezi vzorky.

Je sice vysoce pravdépodobné, Ze vzorek MC3 se skutecné bude liSit od ostatnich, protoZe pochazi
z mélkého akviferu s velkym mnoZstvim infiltrované vody z povrchu, kde hlavnim zdrojem energie pro
mikroorganismy jsou organické latky. Zrovna tak by ale bylo moZné ocekavat, Ze vzorek MC1k se bude
vyznamné liSit opacnym smeérem, nebot pochazi z vody nizkym Eh,, kde vyznamnym zdrojem energie
mikrobialnich komunit budou latky pochézejici z cenomanskych sedimentt a kde je vyznamna anaerobni
respirace. Z ordinacni analyzy to ovSem neni patrné, pravdépodobné proto, Ze vzorek MC1k ma nizky pocet
unikatnich OTU (obr. 20A).

Podobné je sloZité na Pekaice (obr. 20 B) odliSit to, do jaké miry se jimaci vrty s ocelovou paznici lisi kviili
tomu, Ze maji vyztuz z materidlu, ktery muzZe slouZit jako zdroj energie. Jimaci vrty maji totizZ zaroven

nejvétsi pocet unikatnich OTU (tab. 9), cozZ jisté znacné prispiva k jejich separaci od ostatnich vzorkd.

4.3.1 Vyuziti neprimych ordinacnich metod

Nepfimé ordina¢ni metody nejsou pro analyzovani mikrobidlnich komunit vhodné, pokud vzorky hodnotime
na zakladé obsahu OTU. Zdaji se byt ale pomérné dobrym nastrojem pro zobrazovani a testovani rozdilnosti
rozdil od OTU zpravidla pfitomny alespoii v malé mife ve vSech prostfedich. Diagram nepiimé ordinacni
analyzy metabolickych skupin je uZiteCny v tom, Ze umozZiuje zobrazeni naristu rtznych typti metabolismu
v jednotlivych vrtech, prestoZze ve vétSiné vzorkl prevlada jeden typ metabolismu. Napiiklad v mélkych
podzemnich oligotrofnich vodach vétSinou prevladé aerobni respirace organickych latek. Pokud se podivame
metabolickych schopnosti patrnd. Dobfe to Ize ilustrovat na Cernuci. SloZité hydrogeologické podminky tam

dobfe charakterizuje diagram nepiimé ordinac¢ni analyzy vypocitany na zakladé obsahu metabolickych
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skupin vyuzivajicich rizné zdroje energie (obr. 23).

1

2)

3)

4)

5)

Z grafu (obr. 23) plyne nékolik zakonitosti:

Pro vrty, které jsou ovlivnéné mladou infiltrovanou vodou (MC2, MC3) je typickym zdrojem energie
oxidace organickych latek v kombinaci s metanem (v kalu vrtu MC3 a ve vodé z vrtu MC2). Zajimava je
pozice vzorku MC3. Vypada to, Ze voda z vrtu MC3 nese nejméné informaci o procesech, protoZe pro ni
neni typicky Zadny zdroj energie. To vzhledem ke geologickému kontextu dava smysl vrit MC3 postrada
jako jediny z vrtd izolator v podobé turonskych prachovci a jilovci, takze navzorkovany soubor
mikroorganismt miZe byt ovlivnén mikroorganismy splachlymi z velkého poctu riiznych habitatti — at’
uz z pudy, nebo z hornin leZicich po cesté vsaku. S tim dobfe koresponduje i to, Ze ve vrtu MC3 byly
detekovany OTU typické jako pro eutrofni, tak pro oligotrofni prostredi.

Pro vzorky odebrané z hlubSich casti vrti zasahujicich do bazalniho kolektoru (MC1k, CJ1N42,
CJINvV51) s obsahem uhli nebo zuhelnatélych zbytkd rostlin je typickym zdrojem energie vodik. U
vrt MC1 jako jediny nardZi slojku cerného uhli. Mikrobidlni komunita z kalu zde tedy charakterizuje
prevazné podminky ovlivnéné vyskytem cerného uhli. Pro vodu odebranou vrtu MC1 jsou typické jiné
zdroje energie neZ pro kal: organické latky a metan. Vzhledem k tomu, Ze ve vrtu MC1 dochazi k miSeni
vod svrchniho a spodniho cenomanského kolektoru v diisledku blizko leZiciho zlomu, 1ze oCekavat, Ze
voda a mikrobialni komunita v ni zachycena bude ovlivnéna vodami povrchového charakteru, kterym by
mély odpovidat vrty MC2, MC3. Podobnost vzorku MC1, MC3k a MC2 je z grafu dobte patrna.

Vzorky v pravé Casti grafu (CJ1St, MC6k, MC6) reprezentuji vody vzdaleného transportu, kde byl mél
byt vliv povrchovych vod ze vSech vrtd nejmensi. Neni tedy prekvapivé, Ze pro mikrobialni komunity
v téchto vzorcich je typicky autotrofni metabolismus zaloZeny na oxidaci Zeleza a siry, tedy prvki
pritomnych v cenomanskych prachovcich, které obsahuji pyrit.

hydrogeologicky zcela odliSny vt MC3, v jehoZ povrchovych vodach nelze ocekavat rozpustény vodik a
kde je spiSe vyuZivan metan jako moZny produkt rozkladu organické hmoty hromadici se na dné vrtu
kviili slabé propustnosti hornin v kalniku (jilovce a kaolinické zvétraliny).

Vzorky z kalu jsou vice vzdalené od stfedu os neZzli vzorky z vody. Neplati to pouze u vrtu MC6, kde je
metabolické sloZeni kalu i vody velmi podobné (obr. 16A).

Je tedy mozné, Ze odbér kalu je schopny postihnout 1épe variabilitu podzemnich vod nezli vzorek
odebrany z vody. Vodni vzorek spiSe obsahuje smés mikrobi z riiznych habitatti z prostiedi akviferu,
takZe jsou si vzorky vody ve vysledku metabolicky vice podobné a podpis procesti probihajicich

v podzemni vodeé z nich lze hiife vycist.

Z ordinacniho diagramu zobrazujiciho schopnosti vyuZzivat rtizné TAE (obr. 24) jsou patrné 2 skupiny

vzorkl. Do prvni skupiny patfi vétSina vzorkii odebranych z vody a vzorky z vrtného prachu odebrané

v malych hloubkéach nad hladinou podzemni vody. Pro mikrobialni komunity je zde typicka respirace kysliku.

Vyjimku tvofi v této skupiné pfitomny vzorek CJ1Nv51, ktery byl sice odebran ze dna vrtu a je pocitan jako

vzorek kalu, nicméné byl odebran do 2 dnii po vyvrtani vrtu, takZe je vyloucené, Ze se v ném stihla vytvorit
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mikrobialni komunita s redoxnimi zénami typicka pro kaly z ostatnich, podstatné starSich vrta.

Druhou skupinu lze charakterizovat jako skupinu vzorkt z kalu. Kromé vzorki z kalu je tvofena vzorkem z
vodovodu KS, a vodou z vrtu MC1 a CJ1St. Vrity MC1 a CJ1St zasahuji do bazalniho cenomanského
kolektoru s nizS§im obsahem kysliku. Z toho divodu je i pro vzorky z vody (a nejen kalu, kde vznikaji
redoxni zony) v téchto vrtech typicka fermentace, nebot’ mikroorganismy zde musi Celit celkovym niZSim
koncentracim kysliku. U vzorku KS, je moZné polohu v diagramu vysvétlit tak, Ze se Cerpadlo, jeZ privadi
vodu do potrubi nachazi blizko kalniku a vysava tak urcitou ¢ast komunity prizptisobenou lokalni anoxii
rostouci v ném.

Stranou hlavnich dvou skupin je vzorek CJIN 42 a MC1k: Vzorek CJ1N42 je odebrany z vrtného prachu
v oblasti hladiny podzemni vody. Je pro néj nejtypictéjsi redukce Zeleza nebo manganu, také pak redukce
sirand a dalSich forem siry. Mikrobidlni komunita feSi nedostatek kysliku v tomto vzorku zcela jinym
zplisobem neZ ve vrtu CJ1St, ktery lezi blizko a mad podobny petrograficky profil. Od vzorku CJ1St se CJ1IN
42 podstatné lisi tim, Ze je pevny. Jsou v ném tedy mikroorganismy z biofilmu na mineralnich zrnech.
Mikrobialni komunita ma diky tomu pravdépodobné tiplné jinou strategii zbavovani se elektroni v pripadé
nedostatku kysliku. Je pfizptisobena redukci Zeleza na mineralnich zrnech v okoli hladiny podzemni vody.
Pro kal zvrtu MC1 je nejvice typickd oxidace chlorovanych uhlovodikd, sirand a dalSich forem siry.
Chemismus vod z bazélniho kolektoru je natolik jiny, Ze umoZiiuje vyuZivat mikrobiadlni komunité i tyto jiné
moznosti FeSeni nedostatku kysliku, neZ je fermentace a redukce dusi¢nanti jako tomu je v kalech ostatnich
vrti. Vzorek kalu MC1 proto leZi v diagramu (obr. 24) zcela stranou. Je uZiteCné si v tomto ohledu také
uvédomit, Ze vzorek MClk je v analyze jedinym vzorkem kalu pochazejicim z vody bazéalniho
cenomanského kolektoru. To dobfe ukazuje to, jak pfinosné, je odebirat kaly z vrtii a neomezovat se na
vodni vzorky, u kterych se projevuje tendence zakryvat extremitu podminek panujicich ve vrtu, jak bylo
diskutovano vyse.

Vyhoda vyuzivani nepfimych ordinacnich metod pfi zobrazovani riznych metabolickych skupin ma své
limity. Odfiltruje efektivné Sum zptisobeny tim, Ze stejné metabolické vlastnosti ma tisice riiznych genotypt
bakterii. Je vSak nutné vzit v Gvahu, Ze zdroven s tim se odfiltruje i rozdil zptsobeny tim, Ze ve vrtech
mohly panovat jiné podminky, které zptisobovaly systematicky posun ve skladbé OTU (napf. pH). Zvolenim
vybranych metabolickych skupin v komunitach je do analyzy vnaSeno zkresleni, které zobrazuje sice lépe
urcité procesy, mnohé ale naopak zcela zakryva. To, Ze metabolicky pohled nezobrazuje zdaleka vSechno,
ale pouze to, co chceme vidét, nebo to co ocekavame, Ze uvidime, dobfe ilustruje dvojse¢nost mnoha
analytickych pristupti v mikrobialni ekologii. Zkresleni zpiisobené predpojatosti jednotlivych metod je patrné
velmi dobfe pokud analyzujeme stejné vzorky rtiznymi metodami. Z metabolické analyzy neni moZné
napriklad odlisit, zdali byly vzorky odebrany z pevného nebo kapalné vzorku. Analyza fylogenetické
disimilarity vSak tuto skuteCnost velmi efektivné odhali, nebot’ rist v biofilmu na pevném podkladu je
Zivotni strategii, za kterou je zodpovédné velké mnozZstvi gend (Watnick, 2000). Nelze ji jednodusSe

horizontalné predat, ale je nutné ji zdédit. Proto nese tak silny fylogeneticky signal.
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4.3.2 Vyuziti primych ordina¢nich metod

Piimé ordinac¢ni metody hledaji teoretické proménné, pro které je celkova zavislost vSech ,druhi“ (OTU
nebo jinych skupin) nejtésnéjsi. Je tak mozné postihnout vliv vybraného charakteru prostfedi na sloZeni
komunity.

Zatimco u nepfimych ordinacnich analyz bylo dosaZeno pokazdé podobného vysledku (vzorky s velkym
mnoZstvim unikatnich OTU byly rozmistény na okraji oblaku v diagramu) u pfimych ordinacnich metod toto
rozloZeni neni v diagramu patrné, protoZe je zobrazovana jen variabilita ve vztahu k urcité proménné.
Program Canoco navic provadi permutacni test, pomoci néhoZ lze hodnotit pravdépodobnost nahodného
vzniku rozloZeni vzorkid. Lze tak napfiklad objevit nejvétsi vliv urcité readlné existujici charakteristiky —

v nasem pripadé prislusSnosti k lokalité a dale pak pracovat se vzorky z jednotlivych lokalit a zbavit se tak

nejsilnéjsi objevené vysvétlujici proménné, aby nezakryvala dalsi trendy.

4.4 Lisi se lokality?

Prislusnost k lokalité nebylo mozné jednoznacné detekovat Zadnou jinou metodou neZli pomoci primé
ordinacni analyzy, kdy obsahem vzorka byly OTU (obr. 19.1). Pokud byly misto OTU dosazeny metabolické
skupiny, bylo jasné vidét, Ze geografické rozdily zmizi. To dobfe odpovidd skuteCnosti, Ze urcita
metabolicka funkce je typicka pro vétsi pocet genotypti OTU a Ze neni diivod pro to, aby se na jiném misté
urcity metabolismus nevyskytoval. Genotypy mohou byt v prostfedi vybirané na zakladé vlastnosti, které
nesouvisi se sumarni rovnici energetického metabolismu. Takovou vlastnosti mtize byt napriklad preference
oligotrofniho nebo eutrofniho prostfedi. Z metabolické analyzy nejhojnéjSich OTU navic nelze vycist
absolutni pocty mikroorganismti a usuzovat tedy na hustotu bunék v prostredi, které by spiSe odpovidaly
mife Zivin ve vodé.

Podle metabolické analyzy to vypadd, Ze na kaZdé lokalité probihaji v podzemni vodé v zasadé ty samé
metabolické cykly, pouze s drobnymi odliSnostmi napfi¢ lokalitami (viz tab. 10). Neexistuje ani prili§
vyrazny rozdil ve vyuZivani akceptort elektronti mezi lokalitami jako je Cernuc a Pekarka, nebo Vlastislav a
Pekarka. V proporcich mikroorganismt respirujicich kyslik se Pekarka lisi pouze o 10 % od ostatnich lokalit,
navzdory vyraznému rozdilu v obsahu kysliku podzemnich vod. Cernuc se vyzna€uje napiiklad vy$$im
podilem fermentace, a to zejména od Vlastislavi, kde jsou hlavni TAE anaerobni respirace rozloZeny
rovnomerneéji.

Tato absolutni prevaha respirace kysliku a nitratd ve vodach obsahujicich zcela odlisSné koncentrace kysliku
si zasluhuje zvlastni pozornost. Tento jev lze vysvétlit dvéma zplisoby: Hlavnim diivodem je to, Ze pro
relativni zastoupeni aerobd je duleZity obrat kysliku, o némz koncentrace vypovida dost nepresné. O
mnoZstvi aerobti by mnohem lépe mohla vypovidat strmost gradientu kysliku ve vodnim sloupci.

Druhym diivodem mtiZe byt to, Ze mikroorganismy vyuZivajici aerobni respiraci a respiraci nitratu maji vyssi
energeticky vytéZek neZli ty, které ziskavaji energii jinou anaerobni respiraci nebo fermentaci. Lze tedy
oCekavat, Ze maji i rychlejsi riist. Je mozZné, Ze mikroorganismy strzené do vzorku pfi Cerpani pochazi
predevsim z biofilmu rostoucim ve vrtu na jeho sténach a Ze je jich prirozené vice tam, kde je mozné ziskat

vyssi energeticky vytéZek pri oxidaci riiznych latek. V pfipadé anoxickych a suboxickych vod to je u hladiny
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podzemni vody ve vrtu, kde se rozpousti kyslik. Pfi Cerpani jsou pak snaze navzorkovany hojnéjsi
mikroorganismy nezli mikroorganismy vzacnéjsi rostouci pomalu a téZici energii z neefektivnich redoxnich
part (napf. organické latky/ siran). Pokud vezmeme v tivahu zptisob méfeni kysliku je pak mozné vysvétlit
to, proC byly v anoxickych vodach detekovany tak vysoké relativni pocty aerobnich mikroorganismu: PFi
méfeni kysliku ve vodé z daného vrtu nebyla totiZ zaznamendna koncentrace rozpuSténého kysliku za
klidového stavu kdy se neCerpd a ve kterém se biofilm pfirozené ve vrtu vyviji. Koncentrace kysliku a
vSechny ostatni geochemické parametry byly meéfeny béhem cCerpani, navic vétSinou aZz po odbéru
biologickych vzorkt. Hodnoty tedy odpovidaji vodé, ktera byla do vrtu vtaZena z okolniho akviferu a ta
svym obsahem kysliku neodpovida mistu, odkud pochazi vétsSina mikroorganismti ve vzorku.

Této problematice je nutné vénovat pozornost pii dalSim studiu a zkoumat podrobnéji rozdily v
mikrobidlnich komunitdch rostoucich ve vrtu v biofilmech na povrchu paznice v riznych hloubkach.
Zarovei je uzitecné méfit koncentrace kysliku, pH, Eh a konduktivitu ponornymi méfidly, které zobrazi
prirozeny klidovy stavu vrtu v riznych hloubkach. Zpisob, kterym bylo méfeni v této praci provadéno udava
jednu hodnotu, ktera nemtize byt reprezentativni pro vodni sloupec hluboky nékolik desitek metri (napf. vrt
MO1, MO5).

Pokud by zkresleni efektivitou rdistu aerobnich mikroorganismii opravdu existovalo, miiZe uZ pomérné malé
procento anaerobnich mikroorganismii ve vzorku znamenat skutec¢ny nedostatek kysliku ve vodé pritékajici

z akviferu do vrtu.

Tab. 10 Priimérné hodnoty jednotlivych typti metabolismii pro kazdou lokalitu. Priimér je vypocitdn z procentudlnich
hodnot vsech vrtii pro dany typ v dané lokalité. Zpracovdno podle tabulky Cetnosti z prilohy A.

AKCEPTOR elektront

% Cernuc | Pekafka | Vlastislav DONOR elektronii % | Cernuc Pekarka | Vlastislav

kyslik _ Fe?* 6,4 9,4 5,5
redukované formy

dusi¢nan 23,1 23,1 22,1 siry 7,8 7,7 7,3

dusitan 3,1 1,7 0,1 NH4* 0,6 4,5 0,6

Fe3* 1,7 1,2 3,2 dusitany 1,1 1,7 1,1

Mn#* 0,5 0,6 3,0 vodik 5,8 3,2 5,8

Cr&* 0,1 0,0 0,1 metan 0,1 1,6 0,2

us* 0,1 0,1 2,2 organické latky _

chlorované uhlovodiky 0,9 0,0 0,0

chloristan, chlorecnan 0,1 0,1 2,6

Co* 0,1 0,1 2,2

siran 2,5 0,2 0,5

sira 0,2 0,4 2,2

ostatni formy siry 1,8 0,7 0,1

organické latky 0,5 0,6 3,0

fermentace 7,5 3,8 0,6

disproporcionace 0,2 0,0 0,4
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4.5 Zavislost oxidace vodiku a fermentace

Z hlediska vztahu mikrobialni komunity k prostiedi neni dileZité jenom to, jaké zdroj energie komunita
vyuziva, ale také to, odkud dany zdroj energie pochazi. Zajimavé je TeSit tuto otdzku na prikladu vodiku,
ktery muzZe byt v podzemni vodé produkovan fermentujicimi mikroorganismy degradaci organické hmoty
(Das and Veziroglu, 2001) in situ (napf. v kalniku). nebo miZe byt alochtonniho pivodu s tim, Ze je
produkovén napfiklad v hlubsich ¢astech akviferu, nez byl odebran vzorek. Tam miZe byt vodik produkovan
geologickymi procesy jako je serpentinizace v ofiolitech (Keir, 2010), radiolyza vody (Lin et al., 2006) nebo
miiZe byt produkovan mikroorganismy mimo vrt. V pripadé Cernuci nebo Pekatky pfipad4 v tivahu pouze
posledni varianta. Rozhodnout o tom, zdali je zdroj vodiku ve vrtu nebo ne, miZe mit dobré praktické
uplatnéni v hydrogeologii.

Zamérime-li se na to, jak moc je schopnost komunity oxidovat vodik zavisld na schopnosti fermentace
muzZeme teoreticky sledovat, zdali vodik vyuzZivany komunitou je produktem fermentujicich mikroorganismu
z toho samého prostiedi (z toho samého vzorku) anebo zdali pochazi z jiného ,,vnéjsiho“ zdroje, ktery miize
byt i teoreticky pomérné vzdaleny vzhledem k snadné migraci vodiku. Z vysledku analyzy v obr. 25 vyplyva,
7e na Cernuci jsou na sobé schopnosti fermentace a oxidace vodiku v komunité téméF nezavislé. Vodik tedy
nemusi byt produkovan fermentatory v komunité vrtu, ale mtize pochazet spise z jiného vnéjsiho zdroje.

Na Pekarce je korelace mezi oxidaci vodiku a fermentaci silnéjsi, coZz by mohlo naznacovat, Ze oba dva
procesy probihaji ve vrtu. P¥i feSeni tohoto problému je zapotiebi uvazit to, Ze fermentace je energeticky
velmi nevyhodnym zptisobem zbavovani se elektrond z oxidace organickych latek. Oxidace vodiku (zvlasté
pak kyslikem) je naopak redoxni reakci s nejvétSim vytéZkem energie (Boettger et al., 2013). Na uZiveni
urCitého mnozstvi oxidatorti vodiku je zapotfebi podstatné vétSi mnozZstvi fermentujicich mikroorganismii,
takZe prosté korelace relativnich poctt nestaci. Pro dal$i zkouméni této problematiky je nutné vzit v ivahu
tento fakt a korelovat pomoci jinych, presnéjSich statistickych metod, které jsou schopné korelaci 1épe
postihnout. Také by bylo pfinosné sekvenovat geny pro tyto dvé metabolické drahy a nespoléhat se pouze na

profil 16Sr DNA, ktery neni schopny tak presné vystihnout metabolické schopnosti mikroorganismu.

4.6 Vodik na Cernuci v mnoha kontextech

vybér akceptorti elektront ze vSech mikroorganismti (Lovley and Goodwin, 1988). Mohou tedy nejptesnéji
indikovat nejvyss$i moZny redoxni gradient pfitomny ve vrtu — pokud ma mikroorganismus vyvinutou
schopnost oxidovat vodik, je zvyhodnén oproti mikroorganismim, které vyuzivaji donor elektroni s vyssim
redoxnim potencidlem (dusitan, Zelezo) a nemohou si dovolit respirovat anaerobné. Anaerobni
hydrogenovorni mikroorganismy mohou byt dobrymi indikatory toho, Ze mikrobidlni komunita nema
dostatecny prisun kysliku. Akceptor elektronti, ktery pouZivaji hydrogenovorni mikroorganismy, je prvnim
vyuzitelnym akceptorem elektronti, ktery potkdvéa vodik unikajici ze spodnich ¢asti vrtu. Toto pravidlo je do
urcité miry omezeno tim, pokud je migrace vodiku vzhiru prili§ rychla, takZe se zoxiduje az ve vysSich
Castech aerobné.

Naésledujici popis OTU vychazi z tabulky v piiloze A, kde jsou také uvedeny citace ke zjiSténym vlastnostem
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jednotlivych polyfazickych druhti. Popisky typu prostredi, kde se OTU nejcastéji nachézeji jsou zjiStény dle
nejblizSich hit k dané sekvenci 16SrDNA v databazi GenBank pomoci nastroje BLAST. , Vodikova
metoda“ se samoziejmé omezuje na prostiedi, kde je oxidace vodiku dilezitym zdrojem energie a kde je
dostatek prislusnych mikroorganismi. Vrty, kde mikroorganismy neumi vyuzivat vodik, nebo jich je velmi
malo nemohou byt do analyzy zahrnuty.

V kalu vrtu MC1 maji schopnost oxidovat vodik Desulfomonile sp. a Acidithibacillus ferrooxidans
vyskytujici se béZné ve vodé s nizkym pH, obsahem téZko degradovatelné organické hmoty (raSelinisté, uhli)
a rozpusténych kovt (kyselé dilni vody). Desulfomonile sp. je zaroven nejhojnéjsi OTU v kalu vrtu MC1
(33%), je to obligatni anaerob ze skupiny Deltaproteobacteria schopny vyuZivat riizné slouceniny siry nebo
meta-halobenzoaty jako TAE.

Ve vrtném prachu vrtu CJ1IN je oxidatorem vodiku zcela nepiibuznéd bakterie Desulfosporosinus sp. ze
skupiny Firmicutes, kterdA ma ovSem velmi podobné ekologické vlastnosti jako Desulfomonile sp., ktera se
nachdazi ve vrtu MC1. Jeji ndlezy pochazeji nejcastéji z hlubokych sedimentarnich prostiedi s obsahem uhli,
je to obligatni anaerob redukujici sirany a jiné slouceniny siry. Navic disponuje schopnosti redukovat Zelezo,
coZ muZe souviset s tim, Ze spiSe nez ve vodnim prostfedi se vyskytuje v pevné fazi. Ve vodé nového vrtu
CJIN byly detekovany opét Uplné jiné OTU, které vyuzivaji vodik. Jednd se v tomto piipadé o
Hydrogenophaga sp. (Betaproteobacteria) vyuZzivajici zarovenl i organické latky a Sulfuricurvum sp.
(Epsilonproteobacteria), které je schopné navic oxidace siry nebo sulfidi. Tyto bakterie se zase liSi od
predchozich tim, Ze jsou aerobni respektive mikroaerofilni.

V tésné blizkosti nové vrtaného CJ1N se nachazi ptvodni stary vrt CJ1. V jeho vodé (vzorek CJ1St) najdeme
dalsi aerobni bakterii se schopnosti oxidovat vodik — Sulfuriferula plumbofila ze skupiny Betaproteobacteria
vyskytujici se Casto spolecné se sulfidy (napf. galenitem) schopnou oxidovat kromé vodiku i sirovodik. Tato
bakterie je aerobni.

Ve vrtu MC6 (vzorek MC6k) je mozZné najit dokonce fototrofni hydrogenovorni bakterie Rhodomicrobium
sp. ze skupiny Alphaproteobacteria, kterym vyhovuji nizké svételné intenzity a anoxické nebo hypoxické
prostiedi. Kromé vodiku jako zdroj elektronti vyuzivaji sirovodik, Zelezo nebo organické latky a v oxickych
podminkach preferuji chemoheterotrofni metabolismus. Tato bakterie je ovSem Castd v ptudé, takze nelze
vyloucit jeji zavleceni do vzorku z povrchu.

Dalsim typem oxidatora vodiku je Nitrospira sp. (Nitrospirae) v kalu vrtu MC2, ktera umi jako alternativu
vyuzivat dusitany. Nitrospira sp. respiruje kyslik nebo dusi¢nan.

Podle akceptorl elektronii hydrogenovornich mikroorganismii je nejvétsSi nedostatek kysliku v kalu vrtu
MC1, kde obligatni anaerob Desulfomonile sp. vyuziva uz tak nevyhodny redoxni par jako je vodik/siran. Ve
vrtu CJ1N Desulfosporosinus sp. indikuje nedostatek kysliku ve vzorku vrtného prachu, tedy ve stavu, kdy
vrt jeSté neexistoval a nedostatek kysliku hral vétsi roli neZ po vytvoreni vrtu. Ve vodé odebrané po
vystrojeni vrtu je mozné totiZ najit i aerobni hydrogenovorni mikroorganismy. Ty mohou sice pochazet
z povrchu z obsypu vrtu (aerobni Hydrogenophaga sp.), ale rovnéZz mohou mit ptivod v bazalni vodé
cenomanského kolektoru (mikroaerofilni Sulfuricurvum sp.). Vrty CJ1St obsahuje vody vzdéaleného

transportu stejné jako MC1. Na rozdil od vrtu MC1 se ale nenachazi v tésné blizkosti zlomu, takZe do néj
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nepronikaji vody z povrchu a nevznika zde redoxni okno. Neni zde tedy k dispozici tolik energie, takZe zde
neni v disledku zvysené spotieby kysliku vyvinutad kaskada TAE a hydrogenovorni mikroorganismy maji
k dispozici kyslik.

Vrt MC2 obsahuje naopak vody z blizkého transportu ze svrchniho kolektoru infiltrované v oblasti vrtu MC3,
to, Ze je zde bakterii Nitrospira sp. respirovan kyslik dokresluje dobfe hydrogeologickou situaci vrtu.

Tato pestrost vruznych feSenich, jak vyuZit vodik pomérné hezky ilustruje znamy fakt, Ze v kazdém
prostiedi, kde existuje néjaky energeticky potencial, najde Zivot zptisob, jak ho disipovat sledem reakci, které
jsou pri danych podminkéach schidné. Pritom systém sam nalezne cestu, jak provadét z moznych reakcnich

drah tu s nejvySSim vytéZkem energie.

4.7 Problematika kontaminaci
Podzemni vody predstavuji prostfedi, kde je relativné malo biogennich prvki, zvlasté pokud se jedna o
akvifery, které slouzi jako zdroje pitné vody. Koncentrace mikroorganismi jsou v oligotrofnich vodach malé
ale jejich diverzita je velkd (Perovic et al., 2016). Proto je dileZitou otazkou, jak vzorkovat takovéto
prostfedi o velmi nizké koncentraci bunék, aby
byla pfi vzorkovani zachycena maximalni
moznd diverzita. Perovic et al. (2016) ukazuje,
Ze pokud je odebran vzorek pitné vody mensi
nez 10 litrG neni mozZné ziskat dostatecné
mnoZstvi DNA pro PCR. Jako ideédlni objem se
jevi 10-20 litrG. Toto mnozstvi vody by pak bylo
nutné prefiltrovat na filtru s péry mensimi, nez
je velikost bunék, a teprve z této frakce izolovat
DNA. V této praci bylo pouZito pouze 50 ml
vody vyCerpané z vrtu a amplifikace DNA byla
u vétSiny vzorkti velmi obtiznd, u nékterych
bylo zapotiebi zkouSet amplifikaci s riznymi
nastavenimi aZ 8x. To pravdépodobné zpisobilo,
Ze se amplifikace DNA sice nakonec povedla,
ale pouze kvili tomu, Ze vzorek byl
kontaminovan pfi  opakovaném otevirani
zkumavky. Kontaminace pak predstavovaly
mikroorganismy z laboratore a z pracovniki v ni

se pohybujicich. Zajimavé je, Ze se problém

objevil i u kalti, které maji obvykle fadové vyssi . y o
Obr. 30 Vzhled kalii. Kal z vrtu MC-6 na Cernuci md zrzavou
oziveni (a je technicky téméf nemozné je filtrovat barvu (viz foto). Kal z vrtu MC-1 je podobné husty, ale je
zbarveny do Zluta. Tyto kaly nepochybné obsahuji vysoké

v objemech nékolika litrd)) (viz obr. 30). Zde , . onirace mikroorganismdi
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patrné spolupiisobila i izolace DNA kitem, ktery navzdory tvrzeni vyrobce neni vhodny pro geologické
vzorky, protoZe poskytuje maly vytéZek. To bylo potvrzeno i pri testovani tohoto kitu pfi izolaci DNA
z dalSich vzorka (tstni sdéleni, L. Falteisek). U vzorku s tak malymi koncentracemi bunék je také mnohem
neni ale mozné jednoduse z analyz vyftadit, nebot’ je mozné, Ze se v podzemni vodé opravdu vyskytuji.

Z tohoto divodu byla vtéto praci vénovana velkd pozornost kritériim pro vyfazovani kontaminaci
uvedenych v kapitole metody. Pfi analyze mikrobialnich komunit z oligotrofnich akviferi je velmi dilezité
zabyvat se tim, jak zvySit pfirozené malou koncentraci bunék ve vodnich vzorcich, aby se omezilo zpétné

zasahovani do souboru ziskanych dat vyfazovanim nevhodnych OTU.

4.8 Vliv odbéru z vodovodu na strukturu komunity

Z celého setu vzorkt byl odebran pouze jeden vzorek z vodovodu. Jedna se o vzorek KS, ktery byl odebran
z vodovodu vedouciho ze studny, kde je umisténo Cerpadlo. Zptisob odbéru se nejvice projevil na charakteru
rozloZeni abundanci OTU. Pfi odbéru z vodovodu, kde neni manipulovano ve vrtu s ¢erpadlem se do vzorku
dostavaji spiSe mikroorganismy pritomné prirozené v kapalné fazi vzorku. Jednd se o takové
uvolnény z biofilma rostoucich v potrubi nebo na mineréalnich zrnech v akviferu. Nedochazi vsak k tak silné
dezintegraci biofilmti (a obohaceni vzorku silné dominantnimi OTU) ze stén vrtu jako pri spousténi Cerpadla,
kdy jde zvlasté pii odbéru kalu o to, dostat do vzorku co nejvice biomasy vifenim kalu. Proto je mozné, Ze
vzorek KS obsahuje méné dominantnich OTU a mda naopak velky pocet stfedné hojnych OTU, coz se

projevuje na tvaru kiivky rozloZeni cetnosti OTU (obr. 14).

4.9 Vysvétleni procesu ve vrtu MO1

Extrémni relativni obsahy anaerobnich mikroorganismt (viz prislusné grafy pro Vlastislav v pfiloze B) ve
vrtu MO1 vyZaduji specialni vysvétleni vzhledem k okolnosti, Ze vit MO5 ma velmi podobny petrograficky
profil, lezZi také v infiltrac¢ni oblasti, kde se misi povrchova voda s anoxickou, ma stejné nizké obsahy kysliku
a podobné chemické sloZeni vod. Pfesto jeho mikrobidlni komunita téméf postrada schopnost anaerobni
respirace. Jediné, ¢im se vrt MO1 od vrtu MOS5 lisi, je pfitomnost 2 m mocné vrstvy drobnozrnnych slepencti
s pyritovymi konkrecemi v hloubce 22-24 m, kde zacina perforace vrtu.

Vyskyt heterotrofnich anaerobi ve vrtu MO1 dobre ilustruje to, Ze na dné vrtu nebo v okoli vrtu se hromadi
organicka hmota do té miry, Ze mistni pfisun kysliku na jeji oxidaci nestaci a zacinaji se vytvaret alternativni
zplisoby zpracovani. Otézkou je, kde je zdroj energie pro syntézu organické hmoty. Vysvétlenim je
pravdépodobné nésledujici proces: Rozpusténé formy redukované siry, které mikroorganismy vyuzivaji, se
pravdépodobné dostavaji do vody z drobnozrnnych slepencti s pyritovymi konkrecemi leZicimi v hloubce 22-
24 m pod povrchem, kterymi protéka podzemni voda. Vrt je v infiltracni oblasti. Voda infiltruje puklinami
spongilitického slinovce spodniho turonu leZiciho v nadloZi cenomanu. Pfitok infiltrované vody mize byt,
kromé rozpousténi kysliku na hadiné podzemni vody ve vrtu, vyznamnym zdrojem kysliku ve vrtu. Pritok

okyslicenych vod horninou s obsahem pyritu vytvarfi redoxni okno, které podporuje riist aerobnich
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autotrofnich bakterii oxidujicich siru (Sulfuricella sp.) nebo sulfidy (Sulfurimonas sp). Vytvari se organicka
hmota, na kterou uz nezbyva hloubéji ve vrtu dostatek kysliku, a je tudiZ odbouravana anaerobné naptiklad
bakteriemi Geobacter sp., Geothrix fermentans., které vyuzivaji rizné, méné vyhodné TAE.

Pri oxidaci pyritu by bylo ve vodé logické ocCekavat vysoké koncentrace siranti (alespon vyssi nez v MO5,
kde chybi pyritova vrstva) a niz$i pH. Tak tomu ale neni. Lze to vysvétlit tak, Ze v nadloZi zminéné
slepencové vrstvy 1Zi nékolik metrG spongilitickych slinovcd s vyznamnym obsahem CaCOs. Voda jimi
pritékajici ma pufrovaci u€inek na pripadné kyselou vodu vylouZenou z pyritové vrstvy, takZe zde neni
mozné naméfit nizsi pH nezZ v MO5. Voda ve vrtech jimaciho tizemi Vlastislav béZné obsahuje 200 — 300
mg/l sirant, takZe prispévek oxidace pyritu v pomérné vydatném kolektoru (vyuZitelné mnoZstvi vody ve
vrtu MO-1 je 2 — 3 I/s pri sniZeni hladiny do 4,5 m) nemusi byt méfitelny. Optikou chemického rozboru vody
z(stava pyritova vrstva skryta.

V tomto pripadé je dileZité si uvédomit, kolik informace navic mtiZe poskytnout mikrobidlni rozbor
metabolickych schopnosti komunity v podzemni vodé a to, Ze miZe mit praktické vyuZiti. Dvojnasobny
pocet aerobnich oxidatord siry oproti vrtu MO5 v kombinaci s vysokym procentem obligatnich anaerobd,
znaci, Ze ve vrtu jsou dobie vyvinuty redoxni cykly, pfi kterych autotrofni mikroorganismy reoxiduji
akceptory elektronti pro anaerobni heterotrofni mikroorganismy. Znamena to, Ze ve vrtu byl dostatek energie
a Casu na vytvoreni tohoto procesu, ke kterému prirozené spéji vSechna prostredi limitovana pfisunem TAE.
Vzhledem k tomu, Ze Casu bylo k dispozici stejné jako ve vrtu MO5, miZe byt vysvétlenim pouze vyssi
prisun energie. Tim je redoxni okno existujici diky pfitomnosti pyritu v okyslicené vodé. Ve vrtu MO1 miizZe
oxidace pyritu (at uZ abiotickad Ci bakteridlni — detekovana Gallionella capsierriformans oxiduje Zelezo,
oxidatofi pyritu zase lokalné sniZuji pH a rozpoustéji Zelezo) vysvétlit to, proc je ocelova paZnice zhroucena
pravé v této hloubce a ne jinde. Dobrym feSenim tohoto problému mtiZe byt vyména ocelové paznice za

vystroj plastovou, kde nehrozi koroze ani rozpousténi.

4.10 Analyza fylogenetické disimilarity

Na mikrobidlni komunity pidsobi rtzné podminky v prostiedi, které ovliviluji jejich sloZeni. Néktera
prizptisobeni mikroorganismi na podminky jsou zakotvena ve velkém mnoZstvi gend, takZe neni moZzny
jejich horizontalni prenos. Takové vlastnosti je mozné pouze zdédit. Budou tedy existovat fylogenetické
skupiny mikroorganismti, které budou lépe prizpisobeny takovymto podminkam nez jiné fylogenetické
skupiny mikroorganismi.

Pri interpretaci diagramt PCoA (napft. obr. 27) a UPGMA stromi (obr. 26) je potfeba mit na paméti, Ze
zobrazeni hlavni variability je omezeno na nékolik rozmért (graf PCoA ma napfiklad 2 osy). Obsah
mikroorganismt ve vzorku je pritom fizen Sirokym spektrem faktord ptisobicich na komunitu. V diagramu
PCoA jsou hlavni osy linearni kombinaci téchto faktort, tj. jednotlivé jevy lze interpretovat jako vektory,
které jsou Sikmé viiCi osam. VétSinou k nim je mozné prifadit znamy vliv néjakého faktoru z prirozeného
prostiedi, ale nemusi tomu tak nutné vzdy byt.

Bylo zjisténo, Ze na rtiznych souborech vzorki (z riznych lokalit) piisobi odlisné faktory, které vysvétluji

hlavni variabilitu ve fylogenetickém sloZeni vzorkd.
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4.10.1 Fylogeneticka analyza vSech vzorkii dohromady

Pokud byly analyzovany vSechny vzorky dohromady, zplisobovalo hlavni variabilitu ve fylogenetickém
sloZeni mikrobialnich komunit jednoznacné staii vrtu (viz obr. 26 a obr. 27). VSechny sondy na Pekaice
(stafi 1rok v dobé odbéru) a vrt CJINv51 (stafi cca 2 dny v dobé odbéru) tvoii monofyletickou vétev ve
stromu UPGMA v obr. 26. Pod shrnujicim pojmem stari vrtu se skryva nékolik spole¢né piisobicich faktort.
Na povrchu stén a v kalnicich vrtd neni vytvoren vyzraly biofilm jako ve starSich vrtech:

e U vrtu CJINV51 proto, Ze je nové vybudovany a dosud se zde Zadné biofilmy nestihly vytvorit kvili
nedostatku casu. Pritomny jsou v ném predevsim zbytky aerobnich mikroorganismi z obsypu, u
kterych lze ocekéavat, Ze budou brzy nahrazeny mikroorganismy schopnymi 1épe odolavat lokalnim
podminkam napf. pritoku anoxické vody, ktera do vrtu vtéka z bazdlniho cenomanského kolektoru.
Pak se pravdépodobné sloZeni komunity zméni natolik, Ze se vzorek presune do druhé skupiny
vzorki, kterou reprezentuji starSi vrty. Pro dalsi vyzkum by bylo zajimavé odebrat ¢asovou Fadu
vyvoje tohoto vrtu a zjistit napiiklad, kdy jeho komunita prestane byt ovlivhéna vybudovanim a
zacne reprezentovat procesy ve vrtu. To by bylo totiZ teoreticky mozné zjistit tim, Ze se pripoji ve
stromu do druhé skupiny vzorkl. Z toho také plyne zavér, Ze neni mozné nekriticky analyzovat
mikrobidlni komunitu akviferu a procesy v ném, pokud byl vzorek odebran z nékolik dni starého
vrtu. Mikroorganismy v ném totiZ z velké casti dosud predstavuji ty zavlecené do hloubky z povrchu.

e Vzorky ze sond na Pekatce byly sice jiZ 1 rok staré, ale pochézeji z povrchovych oligotrofnich vod,
kde jsou mikrobidlni komunity limitovany nedostatkem vhodnych donord elektrond, a je tim
zpomalovana sukcese (vyvoj redoxnich cyklt). Mikrobidlni komunity v nich proto rostou velmi
pomalu a nedochazi k vytvoreni masivnéjSich biofilmt nebo redoxnich gradientii ve vrtu vlivem
spotfeby kysliku. Vrty tedy maji stale charakter ,,novych vrtt“.

Mikrobidlni komunita vrtu CJINv51 se skldda z velké cCasti z mikroorganismli pochazejicich

z povrchového prostiedi, nebot’ material obsypu pritomny ve vrtu byl jesté pred nékolika dny na povrchu.

To potvrzuje i metabolicka analyza nejhojnéjSich mikroorganismti, ve které bylo identifikovano velké

mnozstvi pidnich aerobnich heterotrofnich mikroorganismti (viz popis vrtu v kapitole 3.3.3.). Vzorek

CJINV51 se tedy podobé vzorkiim z povrchovych vod na Pekarce také z tohoto diivodu.

Vzorky CJIN42 a CJI1N31 pochézeji sice také z nového vrtu, byly ale odebrany z vrtného prachu.

Charakter vzorku (kapalny versus pevny) je velmi silnym faktorem ptisobicim odliSnost od zbytku

vzorkii. Mimo to samotnd vystavba vrtu je drastickym zasahem do prostfedi (zpasobuje okysliceni

hornin). Vzorky vrtného prachu jsou jedinymi vzorky zobrazujici stav pfed vyvrtanim vrtu. Tyto dva
faktory pilisobi pravdépodobné hlavni odliSnost mezi pevnymi vzorky a zbytkem. To je dobfe vidét,

pokud zmenSime soubor zkoumanych vzorkd.

4.10.2 Fylogeneticka analyza vzorki z Cernuci
Pokud fylogenetickou analyzou zkoumame vzorky z Cernuci, za¢inaji hlavni fylogenetické rozdily mezi

vzorky zpisobovat jiné vlivy. Prvnim a velmi dulezitym faktorem, ktery byl jiz patrny z PCoA grafu
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vSech vzorkii dohromady je to, zdali vzorek pochazi z vrtného prachu ¢ z vody. Vzorky odebrané
z vrtného prachu tvofi jasné oddélenou skupinu v obr. 28. Z vrtného prachu se do vzorku dostavaji
v biofilmu je moZno povaZovat za Zivotni strategii, kterd vychazi z velkého mnozstvi genti a neni ji
mozné horizontalné prenést. Rist v biofilmu umoziluje mikroorganismim efektivnéji vyuzivat zdroje
uhliku nebo donory a akceptory elektronti, oproti tomu, kdyby Zily planktonné. Mikroorganismy
vytvarejici biofilm jsou zaroveni lépe prizplisobené intercelularni komunikaci, v disledku tésné
kooperace se sousednim burikami v matrix, ta se miZe tykat genetické i metabolické vymény nebo
kompetice. Mikroorganismy se zde nemusi tolik potykat s virovymi infekcemi a predatory a jsou
celkové ve stabilnéjSim prostfedi neZli proudem unaSené planktonni mikroorganismy (Dang & Lovell
2016, Watnick 2000). Toto pfizptisobeni je natolik komplexni, Ze mtiZe nést silny fylogeneticky signal,
ktery se nerozmyva HGT. Proto se pevné vzorky tolik 1iSi od ostatnich. OdliSnost vzorkt sedimentu od
vodnich byla jiZ popsana pro moiska prostiedi za pouZiti stejné metody (Lozupone and Knight, 2005).

Vzorky na Cernuci je také mozno oddélit do skupin, které odpovidaji typu donoru elektront (predevsim
organickeé latky versus Zelezo, redukované formy siry, amoniak), coZ Ize dobfe vidét srovnanim vysledkii
fylogenetické analyzy na obr. 28 a vysledkli ordinac¢ni analyzy metabolickych schopnosti v obr. 23.
Vyuzivani donorti elektronii zase pomérné signifikantné koresponduje s hydrogeologickymi poméry
v akviferu. Spolecné klastruji vzorky s komunitami vyuZivajicimi anorganické donory elektronti — MC6,
MC6k a KS. Vzorky ovlivnéné organickymi latkami a povrchovymi vodami jsou uprostfed diagramu
(modra barva) a nejvyse se nachazi skupina vzorkid s mikroorganismy oxidujicimi vodik, pochéazejicimi

z komunit z hlubokych vod bazalniho cenomanského kolektoru.

4.10.3 Fylogeneticka analyza vzorku z Pekarky

Mikrobialni komunity na Pekafce zcela zasadné ovliviiuje to, zdali pochazeji z vrtu se Zeleznou vyztuZi nebo
z pozorovaci plastové sondy. Ocelova paZnice predstavuje v oligotrofni vodé ziejmé podstatnou cast Zeleza,
které mtiZe slouZit jako donor elektroni. Zelezo oxiduje ve vrtu PES i PEN Sideroxydnas sp. a Gallionella
capsiferriformans. To umoziuje vznik redoxnich gradienti v necerpaném vrtu PES. V disledku lokalniho
nedostatku kysliku je pak moZné pozorovat recyklovani nékterych biogennich prvki jako je napr. dusik
(redoxni cyklus dusiku doklddad napriklad oxidator amoniaku Nitrosotenuis cloacae, oxidator dusitanu
Nitrospira sp. a heterotrofni respirator dusi¢nanu Pseudomonas mandelii).

Prizpiisobeni se nedostatku energie je mozné rovnéZ povazovat za horizontalné neprenositelnou Zivotni
strategii. Metoda UniFrac umi pomérné spolehlivé odliSit mezi oligotrofnim a méné oligotrofnim nebo
eutrofnim prostfedim, v pfipadé Ze na vzorky nepiisobi prilis komplexni soubor vlivii.

Na Pekarce byla v ramci pozorovacich sond identifikovana jesté dal$i vyznamna fylogeneticka odliSnost
mezi vzorky (obr. 29). Tato rozdilnost byla vypozorovéana pouze na zakladé rozloZeni vzorkt v diagramu
PCoA, byla otestovana a bylo zjiSténo, Ze rozdily mezi témito skupinami jsou signifikantni. Nasledné ovSem
nebylo mozné podle Zadné z predchozich analyz ani podle geologickych pomérti na lokalité zjistit, jaky jev

za touto odliSnosti stoji. Je ale velmi pravdépodobné, Ze diky malému oZiveni oligotrofnich vod ma na
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Pekafce hlavni roli ve sloZeni vzorkd ze sond nahoda. Z toho diévodu je moZné, Ze za objevenou

disimilaritou opravdu Zadny, v prostredi existujici proces, nestoji.

5 Zavér
V této praci jsem se zabyvala mikrobidlnimi komunitami v sedimentarnich akviferech. Cilem bylo zjistit,
jaké informace lze ziskat ze sekvenace amplikonti 16S rDNA mikroorganismii obsaZenych ve vzorcich
podzemnich vod, pokud jsou analyzovany rtznymi metodami. Prace se nepokousela o popis obecnych
ekologickych zakonitosti, ale byla spiSe zaméfena na to, jak je z hydrogeologického pohledu moZné vyuZit a
interpretovat data o mikrobialnich komunitach. V zasadé Slo o to popsat, jaké procesy v podzemnich vodach
je viibec mozné jednotlivymi metodami nebo kombinaci metod popsat s tim, Ze byly odebirany rtizné typy
vzorki (kal, voda, vrtny prach) na tfech riznych lokalitach za pouZziti tfi riznych metodologickych pristupd.
Tato otazka je pomérné komplexni, ale alespori Castecna odpovéd na ni mtiZe byt pro soucasny stav poznani
dané problematiky pfinosna. Molekularni biologie totiZ na jedné strané pfinasi nastroje jako je sekvenace
typu Illumina, kdy je moZzné jednoduSe a levné ziskat obrovské mnoZstvi dat o mikrobialnich komunitach
z jejich prirozenych habitatli. Na druhé strané tato zaplava dat vede k tomu, Ze vétSina studii kon¢i na tirovni
popisu taxonomického sloZeni, pfipadné sloZeni trofickych trovni z nejhojnéjsich taxonomickych jednotek
v konkrétnim prostfedi. Chybi tedy prehled a kritického zhodnoceni toho, jak jsou jednotlivé interpretacni
pristupy omezujici, a v ¢em naopak uZite¢né pri zkoumani ekosystému podzemnich vod.
Mikrobidlni komunity byly nahliZeny optikou tfi metod:
1) Analyzou nejhojnéjSich OTU, jejich taxonomického a nasledné metabolického zarazeni.
Tato metoda zobrazuje, jaké reakce jsou dileZité pro obrat latek v podzemni vodé. Mikroorganismy
jsou katalyzatory téchto reakci a energie je v zavislosti na podminkach disipovana rtiznym zptisobem.
Bud'to prfimo aerobni oxidaci redukovanych latek, nebo pres redoxni kaskady v pripadé limitace
akceptory elektronti. Pokud neni pfitomna transportni kaskdda TAE miZe tomu tak byt ze dvou
divodi: Komunita je bud'to limitovana zdrojem energie (donorem elektronti) nebo je jeji sukcese
blokovana vlivem disturbanci (napf. rychlost proudéni strhavajici vyrostlé mikroorganismy).
Predpokladem této analyzy je, Ze organismy, katalyzujici zdsadni (vyznamné pro bilanci latek)
geochemické déje, zpravidla tvofi hojnou sloZku komunity.
2) Ordinacni analyzou, kdy obsahem vzorki byly
A) OTU
Pfima ordinac¢ni metoda testuje vliv znamych proménnych. Ukazala, Ze existuji rozdily ve
skladbé OTU napric¢ lokalitami a Ze neexistuje rozdil mezi vzorky kalu a vody. Nepiima
ordinacni metoda je vtomto pfipadé nepouZitelnd, nebot zvyraziiuje odliSnost vzorkil
zplisobenou poctem unikatnich OTU. To, vzhledem k mimofadné velké nahodné fluktuaci
mikrobidlnich OTU, neni pfili§ informativni tidaj.
B) metabolické skupiny z analyzy 1 (akceptory a donory elektronti)

Pfiméa ordinacni analyza ukazala, Ze po metabolické strance neexistuji signifikantni rozdily ani
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3)

mezi lokalitami ani mezi kalem a vodou. Nepfima ordinacni metoda je uZite¢na v tom, Ze dokaze
odlisit, jaky metabolismus je typicky pro ur¢itou skupinu vzork, prestoZe ve vSech vzorcich
mélkych podzemnich vod prevladd vétSinou aerobni heterotrofni metabolismus. Nepfima
ordinacni analyza je také uZitecnad pri zjiStovani toho, jaky typ vzorku (kal, voda) nejlépe
vystihuje rozdily mezi mikrobialnimi komunitami.
Analyzou fylogenetické disimilarity mikrobialnich komunit.
Analyza fylogenetické disimilarity je schopna postihnout komplexni jevy, které nezobrazuje Zadna
z predchozich metod. Jedna se pfedevSim o mikrobialni Zivotni strategie, které jsou dany polygenné,
takZe je nelze horizontdlné predat, a proto maji silny fylogeneticky signal. Zivotni strategii je
napriklad rist v biofilmu/planktonni rist nebo rist pfi limitaci zdroji versus rtist v konkurenci. Tento
typ analyzy ukazuje rozdéleni mikrobidlnich komunit podle environmentalnich proménnych, které
maji redlné nejvétsi vliv na Zivotni strategie mikroorganismi. Tim miZe pomoci odhalit podstatny

rys prostfedi, ktery nemusi byt patrny z Zadného méreného parametru.

Na jednotlivych lokalitdich pouZité analytické postupy prokazaly, Ze je mozné rozpoznat relativni
vyznam jednotlivych sloZek prostfedi (minerély, rozpusténé latky) pro rozvoj mikrobidlni aktivity ve

vrtu:

Vrty MO1 a MC1 jsou limitované akceptory elektront, takze je v nich vyvinuta redoxni kaskada
vyuZzivani riznych akceptord elektront.

Vrty MO1 a vit MO5 maji témér stejné podminky prostfedi. Vit MO5 nema ale tak silny energeticky
zdroj (pyrit v okysli¢ené vodg), takZe mikrobialni komunité staci prisun kysliku na rozdil od vrtu
MO1, kde vznikaji v disledku limitace kyslikem redoxni cykly.

Komunita vrtu MO3 nerozvinula transportni cykly TAE, patrné jde o blokovani sukcese cerpanim
vrtu.

Vzorky vrtného prachu na Cernuci se signifikantné 1isi od vzorki kalu a vody.

Je mozné odlisit komunity mladych vrtti jako CJINv51 a sond na Pekafce od starSich. Komunity
v téchto vrtech jsou limitované zdroji energie a neni v nich vyvinuta redoxni kaskada.

Na Cernuci je mozné odlisit vliv povrchovych &erstvé infiltrovanych vod (heterotrofie ve vrtu MC3,
MC2) od vod vzdaleného transportu, pro které je typicka autotrofie (MC6, KS).

Kaly vod na Cernuci jsou ¢ast&ji limitovany akceptory elektronti neZ vody. Je pro né typicka
fermentace a oxidace vodiku.

vody, kde je vlivem miseni mikroorganismti vyplavenych z riznych stanovist' spiSe zastfen rozdil
mezi vzorky.

Mikrobidlni komunity ve vodach na Pekafce jsou limitovany donory elektron. Na sloZeni
mikrobiadlnich komunit se zde vyrazné projevuje material vystroje vrtu. Vrty s ocelovou vystroji maji

pestiejsi komunity s redoxnimi cykly biogennich prvkd. To jednak v disledku materialu vrtu (Zelezo
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je donorem elektronti) a jednak v désledku stari téchto vrti. Redoxni cykly jsou vyvinutéjsi

v neCerpaném vrtu PES.
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