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Anotace:

Tato préace je zamétena na bakteridlni kmen Aktinobakterie a popisuje jejich vyznam
v arktickych puadach. Zastupci Aktinobakterii dokazi rozkladat slozité ptirodni biopolymery
a protoze jsou schopni zit v drsnych arktickych podminkach, mohli by zde piirozkladu
organické hmoty hrat vyznamnou roli. Prace porovnava zastoupeni Aktinobakterii v piidnich
horizontech s diirazem na kryoturbace a zabyva se vlivem teploty na jejich mnozstvi. Déle

uvadi vysledky testovani Cistych bakteridlnich izolat na produkci celulolytickych enzymi.

Annotation:

This work is aimed for Actinobacteria and describes their importance in Arctic soil.
The members of Actinobacteria are known for their ability to decompose complex natural
biopolymers and because they are able to live in harsh arctic environment they could play
there an important role in organic matter decomposition. The work compares their
abundance in different soil horizons with the focus on cryoturbations and determines the
influence of temperature on their amount. This work also represents the results of testing

pure Actinobacterial isolates for the production of cellulolytic enzymes.
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1 Literarni reSerse

1.1 Zivot v polarnich ekosystémech

Pidni ekosystémy jsou nejslozitéjsi mikrobidlni ekosystémy na Zemi, ale o jejich
slozeni a struktufe je zndmo velmi malo. Toto tvrzeni plati obzvlasté pro permafrost -
nejsvrchnéjsi ¢ast litosféry, kterd ma po dobu dvou let teplotu 0 °C a niz8i. Geneticky
potencial mikroorganismu pfitomnych v permafrostu je ovlivnén jejich schopnosti reagovat
na kolisani teplot a jiné fyzikalni a chemické zmény. Ohfivani hornich vrstev permafrostu
vlivem globalniho oteplovani miZe mit za nasledek dramatické zvySeni mikrobidlni aktivity
a nasledného rozkladu organické hmoty. V arktickych ekosystémech je odhadem uloZeno az
1672 Gt uhliku (Tarnocai et al. 2007) a tyto obrovské zasoby se tak ¢innosti mikroorganismu
mohou stat bohatym zdrojem sklenikovych plynd, coz povede k dalsimu oteplovani a
dalSimu tani permafrostu, tzv. PCF - permafrost carbon feedback (Obr. 1, Schaefer et al.

2011; Zimov et al. 2006).
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Obr.1: Dynamika uhliku v permafrostu a atmosféte (Schaefer et al. 2011).

Rozséhlé klimatické zmény v polarnich oblastech mohou v brzké dob& vyrazné
zménit mnozstvi a slozeni pldnich mikrobidlnich spolecenstev. Bakterie jsou stale

dominantni formou Zivota a plati to 1 vpolarnich ekosystémech. Jaké skupiny



mikroorganismi budou béhem téchto zmén dominovat, se ale stile spekuluje. K preziti
v extrémnich polarnich podminkéch si bakterie vyvinuly rizné strategie, které jim pomahaji
vyrovnat se s narocnym zivotnim prostiedim. To zahrnuje nejen velmi nizké teploty a
opakované zmrazovani a rozmrazovani pudy, ale 1 jeji vysychani, vysoka ¢i nizka salinita
nebo pH a dlouhé obdobi tmy béhem zimy. Polarni formy Zivota musi byt také schopny
piezivat vyssi expozici solarniho zareni UVB (280-314 nm) kvili abytku ozonové vrstvy
nad oblastmi Arktidy (McKenzie et al. 2003). Bakterie vyuZzivaji pro pieziti rizné
mechanismy jako sezénni obdobi klidu (dormance), produkei pigmentt, exopolysacharidi,
ochrannych vrstev chranicich pfed UV zafenim a vyuZivani specidlnich enzymu a latek,
které béhem opakovaného zmrazovani a rozmrazovani zabrainuji 1yzi bunék (Hoover &
Pikuta 2009).

NejvyznamnéjS§imi prokaryoty v polarnim prostiedi jsou psychrofilni a
psychrotolerantni bakterie a archaea. Minimalni teplota pro rtst psychrofilnich organismu je
0°C, optimalni 15°C, maximalni 20°C (Helmke & Weyland 2004). Psychrotolerantni
organismy jsou schopné rust pii nizkych teplotach (i blizko 0°C), ale jejich optimalni teplota
ristu je v rozsahu 20 - 40°C (Ménnist6 & Puhakka 2002). Psychrotolerantni mikroorganismy
jsou obvykle v prostiedi schladnymi podminkami zastoupeny castéji. To muize byt
zpusobeno jejich lepSi nutricni adaptabilitou (Wynn-Williamsm 1990) nebo diky

horizontalnimu pienosu gent od mezofili (Aislabie et al. 2004).

1.2 Arktida

Arktida je oblast leZici za severnim polarnim kruhem (66°327), v niZ primérna
teplota nepfesahuje ani v 1ét¢ 10°C. Pro arktické klima jsou charakteristické dlouhé a velmi
studené zimy (teplota kolem - 40°C) a kratka chladna 1éta (kolem 0°C) (Fitzpatrick 1997).
Po vétsinu roku prevladd vysoky tlak vzduchu - je tedy mdlo oblacnosti i1 srazek (méné
nez 50 mm/rok, obvykle ve form& sn€hu). Oblast ovSem ovliviiuji 1 rozsahlé pravidelné

tlakové nize, které jsou zdroji silného vzdusného proudéni a to zejména v zimé.

1.2.1 Arkticka tundra

Arkticka tundra se rozklad4 na Severni polokouli severné od pasu tajgy. Pudy jsou
zde trvale zmrzlé (od hloubky 25-90 cm). Mistni flora a fauna je velmi chuda, protoze zivot

je zde diky podminkam prostiedi zna¢né limitovany. Vegetaci tu predstavuji nizké a odolné



rostliny jako mechy, vies nebo lisejniky. Béhem 1éta, kdy denni teplota stoupd, horni vrstva
permafrostu taje. Spodni vrstvy zmrzlé pudy jsou ale pro vodu nepropustné, takze ziistava
na povrchu, ktery se tak stava rozbtedly a zamokieny. Tundra tak mize byt béhem teplych
meésict prikrytd mocaly, jezery a bazinami. Pro nékteré oblasti je typické polygonalni
usporadani krajiny (Obr. 2), vznikajici opakovanym plisobenim mrazu a tani, kdy vlivem
pudniho ledu dochazi k zrnitostnimu vytfidéni pidniho materidlu tak, Ze hrubsi horninové
ulomky tvofi na povrchu ptidy hranice polygoni a prostor mezi nimi je vyplnén
jemnozrnnou zeminou. Pri¢inou tohoto procesu jsou nestejné fyzikdlni vlastnosti

pfi vymrzani mezi vodnim prostfedim a substratem.

Obr. 2: Polygonalni uspotadani krajiny, tajmyrsky poloostrov (© Nikolay Lashchinskiy).

1.2.2 Kryoturbace

Arktické pady maji diky kryogennim vlivim unikdtni vlastnosti. Jedny
z nejbézngjsich zde probihajicich ptidnich procesi jsou kryoturbace. Ty zvySuji heterogenitu
arktickych ptd a zptisobuji nerovnomérné rozlozeni organické hmoty v ptidnim profilu (Ping
et al. 1998). Dochazi k nim diky pidnim prasklindm, které jsou vytvaieny expanzi mrznouci
vody, a zapfi¢inuji vertikalni i horizontalni pohyb ptidniho materialu (Walker et al. 2002;
Peterson & Krantz 2003). Opakované mrznuti a tani tak zpisobuje promichavani ptidniho
materialu (organickych a mineralnich vrstev) a vytvafeni rozlamanych a nepravidelnych
horizontd (Bockheim & Tarnocai 1998). Organicky material se tak akumuluje nejen
na povrchu, ale i v nizSich vrstvach (Obr. 3). V hlubsich a tedy studenéjSich vrstvach se
rozklad organické hmoty vyrazné zpomaluje, takze pohibeny organicky material zde mize
byt zakonzervovan stovky let. Primérny obsah uhliku v kryoturbacich se pohybuje

v rozmezi 49-61 kgm™ (v organickych vrstvach je to 43-144 kg.m™) (Tarnocai et al. 2007).
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Obr. 3: Padni profil aktivni vrstvy permafrostu, kryoturbace jsou tmavé oblasti organické

hmoty v ptidnim profilu (© Tim Urich).

1.3 Mikroorganismy v permafrostu

Pidni ekosystém, s 5000-10000 druhdi mikroorganismii na gram pidy, predstavuje
prostiedi s nejvétsi mikrobidlni diverzitou na Zemi (Mongodin et al. 2006). Vyskyt
mikroorganismii v pid¢ je ovlivnén dostupnosti zivin a vody. Dal§im velmi dulezitym
faktorem je teplota. Ridi rychlost rozmnoZovani, aktivitu enzymi nebo metabolismus.
S klesajici teplotou se postupné snizuje rychlost déleni bunék a dal§i mikrobidlni procesy.
Minimalni teplota ristu je zfejme uréena enzymy, které jsou k nizkym teplotam nejcitlivé;si
(Storz & Hengge-Aronis 2000). Permafrost tak omezuje mikrobidlni aktivitu, protoze
funguje jako fyzikalni a biochemicka bariéra, negativné ovliviiuje vstup vody i mineralizaci
zivin (Gilichinsky et al. 2005).

Presto se 1 v téchto na prvni pohled nehostinnych zmrzlych pidach mizeme setkat
s bohatymi mikrobialnimi spolecenstvy. Nachazime zde bakterie, které se pIn¢ ptizptsobily
zivotu ve zdejSich extrémnich podminkach a dokézaly si vytvofit mechanismy, které jim

pomahaji zachovat vSechny zivotni funkce i za nizkych teplot.



1.3.1 Adaptacni mechanismy psychrofilnich organismi

Ptikladem adapta¢nich mechanismii u psychrofilnich organismi jsou zmény
ve slozeni membranovych lipida. Lipidova dvojvrstva mikrobidlnich membran musi byt
fluidni. Pfiteplotnim poklesu ovSem dochdzi k jejimu tuhnuti a k dramatickym zménam
vlastnosti membrany, konkrétni teplota je pak zavisld na struktufe membranovych lipidi
(ptedevSim na jejich mastnych kyselinach) (Tehei & Zaccai 2005). Zachovani fluidity
membrdn je ovSem pro preziti bakterii naprosto zasadni. Proto si tyto mikroorganismy
v pribéhu evoluce zacaly syntetizovat nenasycené¢ mastné kyseliny, Casto také s vétvenymi
nebo zkracenymi uhlikovymi fetézci (Russell & Hamanoto 1998), coz vedlo ke sniZeni
teploty tuhnuti.

Dalsi vyznamnou adaptaci je zména struktury proteini s enzymatickou aktivitou.
Enzymy produkované psychrofilnimi mikroorganismy jsou tak schopny katalyzovat reakce 1
pi1 nizkych teplotach. Molekularni podstatou je zvySend flexibilita jejich struktury
v disledku oslabeni intramolekularnich interakci a naopak zesileni interakci se substratem
(Stibor & Kralova 2000).

Siln¢ zahusténa bunécnd sténa, nehomogenni cytoplasma nebo tésn¢ sbalené
ribozomy také napomahaji k prezivani mikroorganismli v chladnych arktickych oblastech
(Soina et al. 2004; Dmitriev et al. 2000). Navic zachovalost jejich DNA v permafrostu
nahrava predpokladu, ze tyto bakterie maji schopnost pomalé metabolické regenerace

poskozené DNA (Willerslev et al. 2004).

1.3.2 Mikrobialni diverzita v permafrostu

Permafrost ptedstavuje 26 % suchozemskych pldnich ekosystémi (Steven et al.
2006) a mizeme zde najit velky pocet biologicky rozmanitych bakterialnich druhti, z nichz
neékteré mohou predstavovat nejstarsi Zivotaschopné organismy na Zemi. Mikroorganismy
schopné¢  rGstu a  metabolické  aktivity  pii  nizkych  teplotich  mohou
v budoucnosti v souvislosti s globalnim oteplovanim vyznamné ovlivnit biogeochemické
cykly (pfedevsim uhliku, dusiku nebo siry). Pfesto je o jejich vyskytu a slozeni v arktickych
pudach v porovnani s jinymi ekosystémy potfad znamo relativné malo.

Celkovy pocet mikroorganismii v g permafrostu je piibliznd kolem 10° bundk
(Rivkina et al. 1998). Pocet zZivota schopnych mikroorganismii se pak pohybuje v rozmezi

10%-10° bundk/g (Vishnivetskaya et al. 2000). Siroké diverzita bakterii zahrnuje heterotrofy,



anaerobni heterotrofy, metanogeny, mikroorganismy redukujici Zelezo a sirany, nitrifika¢ni a
dusik fixujici bakterie. Z arktického permafrostu bylo izolovano pies 30 bakteridlnich rodi
(napt. Bacillus, Arthrobacter, Micrococcus, Cellulomonas, Rhodococcus, Flavobacterium,
Pseudomonas, Aeromonas, Myxococcus, Exiguobacterium, Nitrobacter, Nitrosomonas,
Nitrosospira, and Streptomyces ) (Gilichinsky et al. 1995; Shi et al. 1997; Vorobyova et al.
1997).

Nekteré vyzkumy poukazuji na to, Zze v permafrostu dominuji populace bunék, které
jsou mensi nez 1 um (Dmitriev et al. 2000; Soina et al. 2004). Studie Vorobyova et al. 2001
uvadi, ze bakterie mensi nez 0,4 pum predstavuji v permafrostu az 80 % mikrobidlni
biomasy. Mala velikost buniky tak muze byt fyziologickou odpovédi na environmentalni
stres (Sheridan et al. 2003; Miteva et al. 2004).

Nejnovejsi genetické analyzy ukazuji (Antje Gittel, nepublikovano), Zze vyznamnou
slozku ve vsech horizontech (a v kryoturbacich dokonce vice nez 50 %), predstavuji

Aktinobakterie (Obr. 4).
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Obr. 4: Zastoupeni hlavnich bakteridlnich kmend v ptidnich horizontech (Antje Gittel,

nepublikovano).



1.4 Aktinobakterie

WV Wt

Aktinobakterie patfi k nejbéznéjSim zastupcim mikrobidlniho Zivota. Jsou Siroce
roz$iteny, najdeme je v suchozemskych i1 vodnich ekosystémech. Dilezitou roli maji
v zemédé@lstvi, ekologii, primyslu 1 v I€katfstvi (McNeill & Brown 1994; Strohl 2003).
Vyznamné se podileji také na rozkladu komplexnich organickych latek jako je celuloza,
lignin a chitin. Jsou tedy nedilnou soucasti kolobéhu biogeochemickych cyklu.
Aktinobakterie rodu Frankia jsou zndmy jako symbionti rostlin vézajici dusik. Dalsi
zastupci dokazi degradovat pesticidy (Streptomyces xiamenesis, Micromonospora
saelicesensis) (Fuentes et al. 2010) a dokonce odbouravat xenobiotika (De Schrijver &
De Mot 1999). Né&které Aktinobakterie jsou podminéné patogenni nebo patogenni
(Mycobacterium, Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus), jiné (zejména rod
Streptomyces) naopak produkuji antibiotika (napt. aktinomycin).

Spoleénym taxonomickym znakem je grampozitivita a vysoky obsah guaninu a
cytosinu v DNA (57 - 75%) (Lo et al. 2002). VétSina druht je aerobnich. Mnoho

Aktinobakterii dokaze v ptipad€ neptiznivych podminek vytvaret spory.

1.4.1 Vyskyt

Vyskyt Aktinobakterii v pidé je ovliviiovan environmentalnimi podminkami
(vlhkost, teplota, pH, vegetace). Optimalni rist ptidnich Aktinobakterii je v neutralnim nebo
slabé alkalickém prostiedi (Basilio et al. 2003). Existuji ale i acidofilni Aktinobakterie
(optimalni rast pH 4-5), které se od neutrofilnich druhti morfologicky 1 fyziologicky lisi
(Khan & Williams 1975; Williams & Flowers 1978). Zndmy jsou také alkalofilni druhy
(Mikami et al. 1985). S vyjimkou halotolerantnich zéastupct, které miZeme najit v moiské
vod¢ (Kushner 1985), vysoka koncentrace soli v daném habitatu rist Aktinobakterii vyrazné

potlacuje (Basilio et al. 2003).

1.4.2 Produkce sekundarnich metabolitu

Aktinobakterie produkuji mnoho biologicky aktivnich latek, jako jsou extracelularni
enzymy, vitaminy a antibiotika (McCarthy & Williams 1992; Sanglier et al. 1996; Lazzarini
et al. 2000). Vyznamnym zdrojem ptirodnich bioaktivnich latek (pfedev§im antibiotik) jsou
zastupci rodu Streptomyces a Micromonospora (Watve et al. 2001). V souCasné dobé je

intenzivni hledani novych sekundéarnich metabolitl zaméfeno spiSe na minoritni skupiny



Aktinobakterii. Kultivace za extrémnich podminek miize zvyhodnit rlGst beézné
neizolovatelnych druht, které mohou byt ptipadnymi producenty novych bioaktivnich latek.
Konkrétnim piipadem je studie prokazujici produkci aktivnich sekundarnich metabolitti u

bakterii izolovanych ze siln€ zasolené¢ho prostiedi (Basilio et al. 2003).

1.4.3 Arthrobacter sp.

K nejbéznéjSim zastupcim Aktinobakterii v pid¢ patii bakterie rodu Arthrobacter.
Nachéazime je v béznych 1 hlubokych podpovrchovych ptidéach, v arktickém ledu nebo
v prostfedich kontaminovanych chemickymi a radioaktivnimi latkami. Maji primitivni

zivotni cyklus a taxonomicky jsou fazeny mezi mikrokoky.

1.4.3.1 Vyskyt a metabolismus

Ackoliv netvoti spory ani jiné klidové formy bunck, jsou zastupci zrodu
Arthrobacter pozoruhodné rezistentni k vysuSeni (Chen & Alexander 1973) a hladovéni
(Boylen & Mulks 1978). Tyto faktory, které jsou pro pteziti mikroorganisma v pidé velmi
dalezité, tak nahravaji prevazujicimu vyskytu Arthrobacter sp. v riznych typech pid,
v odlisnych zemépisnych Sitkach a klimatu, 1 jejich schopnosti prosperovat nebo dlouhodobé
prezivat v extrémnich podminkdch. Svou roli hraje nepochybné také jejich velkd nutriéni
rozmanitost. Arthrobacter sp. dokdzi vyuzit jako zdroj uhliku a energie Sirokou a pestrou
Skalu organickych substrati (Hagedorn & Holt 1975). Byly izolovany kmeny, které
rozkladaji herbicidy, kofein, nikotin, fenoly a dal$i neobvyklé organické slouceniny. Sviij
vyznam maji také v bioremediaci pid, protoze dokazi degradovat naptiklad toxickée latky
obsahujici Sestimocny chrom (Megharaj et al. 2003). VétSina druht je obligatné aerobnich.
U Arthrobacter globiformis a Arthrobacter nicotianae byl nicméné prokézén i1 anaerobni

metabolismus (Eschbach et al. 2003).

1.4.3.2 Morfologicka konverze

Rod Arthrobacter se vyznacuje charakteristickou morfologii bunék, ktera se béhem
jeho vyvojového cyklu méni. Pro mladé kultury (exponencidlni faze ristu, 1-2 dny) jsou
typické gramnegativni ty¢inky. Ty se v prubéhu ristu zkracuji a ptetvaieji na grampozitivni

koky (stacionarni faze rastu). Pokud je nasledné preneseme na Cerstvé médium, nove



vytvarené bakterie budou mit opét tvar tyCinek (kokoidni forma bunék produkuje jeden nebo
dva ,vyhonky“, které daji vzniknout nepravidelnym tyC¢inkam charakteristickym
pro exponenciondlni fazi ristu). Tyc¢inky jsou nepohyblivé nebo vykazuji jen slabou
motilitu. Byvaji uspofddany do tvaru ,,V* (Obr. 5). Morfogeneze bakterii Artrobacter sp.
z ty€inek na koky zfejmé souvisi s jeho schopnosti piezivat v extrémnich podminkach. Stav

ve formé malého koku je totiz popisovan jako nejvice stabilni (Mongodin et al. 2006).

Obr. 5: ,,V* Ty¢inky Arthrobacter globiformis (www0.nih.go.jp).

1.4.3.3 Kultivace

Arthrobacter sp. byly poprvé popsany v 19. stoleti (Koch et al. 1995) a patii mezi
nejCastéji z pidy izolované bakterie (Soumare & Blondeau 1972; Hagedorn & Holt 1975).
Vytvaii malé (pfiblizné 2 mm v priméru) bilé nebo lehce nazloutlé pravidelné kulaté
kolonie. Optimalni podminky pro rist jsou pH 7 a teplota 25-30°C. VétSina druhi ale roste
v rozmezi 10-35°C (Holt et al. 1994) Jsou znamé 1 psychrofilni druhy, rostouci pti teploté -
5°C, naptiklad Arthrobacter glacialis (Fan et al. 2004). Dalsi zastupce 4. aurescens TC1
muze vyuZzivat jako zdroj dusiku pro svij rist velké mnozstvi dusikatych slouc¢enin. Dokaze
degradovat proteiny, peptidy 1 glykopeptidy. Vyznamnou metabolickou vlastnosti je 1
rozklad uhlovodikovych polymert. Vytvaii enzymy pro degradaci oligomernich uhlovodikd,

stejné tak jako pro hydrolyzu pektint, glykosidi a xylanu (Mongodin 2006).

1.5 Extracelularni enzymy

Zdrojem enzymul v pad¢ jsou nejen rostliny a ptidni zivoCichové, ale ve znacném

métitku také mikroorganismy. Ty jsou schopné sekretovat tzv. extracelularni enzymy. Tyto



pudni katalyzatory maji klicovou biochemickou roli v procesech rozkladu organické hmoty a
kolobéhu Zivin. Dokazi degradovat polymerni organické slouceniny na rozpustné
monomery, které pak mohou byt asimilovany (Nannipieri et al. 2002) a umoznuji reakce
nezbytné pro zivotni procesy bakterii (Dick 1994). Pti dekompozici organického materialu
se nejprve rozkladaji rozpustné sacharidy, pak celuléza a nakonec fenolické latky (lignin),
produkce ptislusnych extracelularnich enzymu tak probihd postupné. V pocatecnich fazich
maji nejveétsi aktivitu P-glukozidazy. Aktivita celulaz obecné vrcholi pti 20-60 %
zbyvajiciho organického materidlu. Po rozloZeni celuldozy dochazi ke zvySeni aktivity
fenoloxidaz (Fioretto et al. 2007; Sinsabaugh 2010; Osono 2006).

Aktivita enzyml je ddna vztahem mezi enzymem, jeho substratem a produktem
reakce (Wallenstein et al. 2009). Je znacné proménliva a mimo jiné zavisi na ekologickych
podminkach, ve kterych se dany enzym nachdzi (Nannipieri 1994). Rychlost rozkladu
organické hmoty obecné klesa se snizujici se teplotou (Koch et al. 2007). V hlubSich a
zmrzlych vrstvach arktickych puad se tak procesy spojené s rozkladem organické hmoty
vyrazn€ zpomaluji az zastavuji. To souvisi se sniZzenou Ccinnosti mikroorganismd,
dostupnosti biomasy a teplotou (Enowashu et al. 2009). Pomald dekompozice obrovskych
zasob organické hmoty v arktické tundfe ovSem vychazi nejen z extrémniho klimatu, ale
velkou roli zde hraje také omezena dostupnost dusiku, ktery je dilezitym stavebnim prvkem
enzymovych molekul (Hobbie et al. 2000). Aktivita extracelularnich enzymi je déle
ovliviiovdna piadni vlhkosti, hodnotou pH, nebo pfitomnosti inhibitord a aktivatort
(Tabatabai 1994).

Psychrofilni bakterie v Arktid¢ se chladnému klimatu ptizptsobily produkci enzymi
s nizkymi teplotnimi optimy, coz zajiStuje jejich funkci 1 v nehostinnych arktickych

podminkach (Huston et al. 2000).

1.5.1 Celulolytické enzymy

Rozklad celulézy (St€peni B-D glukosovych podjednotek) miize probihat jak za
aerobnich tak 1 anaerobnich podminek. Anaerobni bakterie (Clostridium sp.) a houby maji
celulolytické enzymy uspotadany do velkych komplexi - tzv. celulosomil (Fontes & Gilbert
2010). Aktinobakterie naopak vyuzivaji systém tvofeny znezavisle fungujicich enzymut
(Anderson et al. 2012). Degradace celulozy u Aktinobakterii zahrnuje rozklad celulozy
na celobidzu vné bunky, jeji transport do buitky pomoci ABC transportéru (Schlosser et al.

1999) a intracelularni hydrolyzu vedouci k tvorbé gluk6zy (Spiridonov et al. 2001).
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Nejlépe prostudovanymi celulolytickymi Aktinobakteriemi je Thermobifida fusca a
Cellulomonas fimi (Wilson 2004; Lykidis et al. 2007). Ve studii Anderson et al. 2012 byly
na zéklad¢ pokust s ¢istymi bakteridlnimi kulturami popsany dal$i zastupci, z nichz nejveétsi
celulolytickou aktivitu méli Actinosynnema mirum, Cellulomonas flavigena a Xylanimonas
cellulosilytica. Bakterie Acidothermus cellulolyticus, izolovana z kyselych horkych pramenti
(Yellowstone), dokaze diky produkci termostabilnich enzymt degradovat celulozu 1 za
vysokych teplot (Barabote et al. 2009). Mikroorganismy v arktickych ptdach naopak
adaptuji své enzymy tak, aby byly schopné katalyzovat rozklad organické hmoty i1 za velmi

nizkych teplot (Gerday et al. 1997; Wallenstein et al. 2011).

1.5.2 Lignolytické enzymy

NejrozsitengjSim zastupcem vysokomolekularnich fenolickych latek v pfirodé je
lignin. Je to druhy nejcasté;si organicky biopolymer na Zemi, tvotici 25 % biomasy (Boerjan
et al. 2003). Tato amorfni slouCenina patii diky své slozité chemické struktufe k nejhire
rozlozZitelnym slozkdm organické hmoty. Dominantnimi dekompozitory ligninu jsou houby
(Paul & Clark 1996) a nové 1 Aktinobakterie. VyuZivaji syntézu extracelularnich
lignolytickych enzymi nejen k ziskavani uhliku a jinych zivin, ale také ke zmirnéni toxicity
lignolytickymi enzymy jsou fenoloxidazy a peroxidazy (Leonowicz et al. 1999).
Lignolytické peroxiddzy umi ptimo oxidovat aC-BC vazby mezi jeho fenylpropanovymi
jednotkami. Obsahuji prostetickou skupinu s ionty Zeleza. Jejich funkce je zavisld na

pritomnosti peroxidu vodiku, ktery slouzi jako elektronovy akceptor (Griffin 1994).

1.5.2.1 Lignolytické bakterie

Za hlavni producenty lignolytickych enzyma jsou stdle povazovany houby, ale
posledni vyzkumy ukazuji, Ze lignolytickou aktivitu vykazuji také nc¢které skupiny bakterii
(Bandounas et al. 2011). Ze skupiny a-proteobakterii byla popsédna u Sphingomonas sp.
(Masai et al. 1999), zy-proteobakterii u Pseudomonas sp. (Delalibera et al. 2007). Mezi
lignolytické Aktinobakterie patii zastupci z rodt Rhodococcus, Nocardia nebo Streptomyces
(Bugg et al. 2011). Jako bakterie schopna vyuZivat lignin jako zdroj uhliku byl ve studiich
Kerr & Holdom 1983 a Cartwright et al. 1973 uveden také Arthrobacter sp.

11



Produkce bakteridlnich lignolytickych enzymii  zistavd dosud relativné
& Nilsson 1998), mohli by pfevzit jejich ulohu v dekompozici organické hmoty
v extrémnich podminkach (jako je arktické klima) celulolytick¢ a lignolytické bakterie.
Vyhodou téchto bakterii mize byt vySe zminénd lepSi environmentalni adaptabilita a
biochemickd rozmanitost (Chandra et al. 2007). V porovnani s houbami také bakterie

vykazuji lep§i enzymovou specificitu a termostabilitu (Masai et al. 2007; Kumar et al. 2008).

Cilem ptedloZzené prace bylo objasnit vyznam Aktinobakterii v arktickych ptdach,

s dirazem na jejich roli pti rozkladu organické hmoty v kryoturbac¢nich horizontech.
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ABSTRACT

Actinobacteria are widespread in soils. They are important organic matter degraders
because of their ability to decompose complex biopolymers (e.g. cellulose and lignin).
Approximately 50 % of the estimated global carbon pool is stored in Arctic soils. A
significant portion of organic carbon is stored in cryoturbations. The aim of this work was to
address the question how Actinobacteria in different soil horizons of Arctic would respond
to increased temperature, specifically in cryoturbated horizons. In the present study we
quantified Actinobacteria in different permafrost horizons, isolated and identified pure
strains and screened them for the production of extracellular cellulolytic enzymes. The
results showed the highest amount of Actinobacteria in top soil and the second highest
amount was found in cryoturbation. Actinobacterial community in cryoturbations showed
higher temperature sensitivity than Actinobacteria in top soil. Twenty-five different bacteria
were isolated during enrichment cultivation at 12°C. Not only members of the phylum
Actinobacteria, but also Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes and Fusobacteria were
identified. All Actinobacterial strains belonged to the genus Arthrobacter. Two strains were
potentially novel. Cellulolytic enzymes produced by Arthrobacter showed the highest

enzyme efficiency.
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