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Anotace

Tato prace se zamétuje na izolaci a charakterizaci bakterii z permafrostu Arktidy, které jsou
v permafrostu dominuji Proteobakterie a Aktinobakterie, byla i tato prace zaméfena na tyto
dvé skupiny. Alifatické a aromatické uhlovodiky rozklada velice specializovana skupina
bakterii, které maji unikatni enzymaticky aparat. Diky této schopnosti se podileji na cyklu
uhliku ve specifickych kryoturbovanych pudnich horizontech Arktidy, kde byl prokazan
vysoky vyskyt alifatickych a aromatickych uhlovodiki. V neposledni fadé lze tyto bakterie

vyuzit i k biotechnologickym uceliim pti odbourdvani ropnych uhlovodiki a dal$ich polutantd.
Annotation

This work is mainly focused on the isolation and characterization of bacteria from Arctic
permafrost, which can utilize aliphatic and aromatic carbohydrates. Previous work showed
that mainly Proteobacteria and Actinobacteria dominate in permafrost soils. Therefore, this
work was mainly focused on these two groups. Aliphatic and aromatic carbohydrates are
utilized by very specialized group of bacteria which use unique enzymatic apparatus. Thanks
to this ability these bacteria play crucial role in carbon cycle in specific cryoturbated soil
horizons typical for Arctic permafrost soils, where high amount of aliphatic and aromatic
compounds was confirmed. These pure isolates may also be used in treating contaminated

areas by oil or other pollutants.
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1 Uvod

Proteobakterie a Aktinobakterie patii mezi nejvétsi bakterialni kmeny a také patii
k dominantnim kmentim identifikovanym v permafrostu Arktidy. Oba kmeny obsahuji velké
mnozstvi ¢eledi S riznorodym metabolizmem, osidlujici Sirokou skalu habitatli od ptdy, pies
oceany, po arktické oblasti. Obsahuji ale také velké mnozstvi patogent, a to nejen lidskych,

ale 1 zvifecich a rostlinnych.

Dulezitou roli piedstavuji tyto kmeny z hlediska schopnosti rozkladat celou fadu
sloucenin. Aktinobakterie vyskytujici se v pudé se vyznamné podili na kolob¢hu uhliku
a také rozkladu celé tfady slouc¢enin. Naptiklad rod Streptomyces degraduje celulozu a je
schopen rozkladat i nékteré aromatické uhlovodiky. Rod Rhodococcus dokaze degradovat
latky znecist'ujici prostiedi, a proto se hojné€ vyuziva v procesech biodegradace. Dokaze napft.
ucinné odstraniovat ropné uhlovodiky, ¢i uhlovodiky halogenované, které se do prostiedi

dostavaji ve forme pesticidu.

Dalsi dulezitou schopnosti obou kmenti je schopnost produkovat sekundarni
metabolity, které nachazeji vyuziti v riznych odvétvich. Oba kmeny se tak fadi mezi
producenty latek s antibakteridlnimi, antiparazitickymi a imunosupresivnimi u¢inky. Jedna se
predevs$im o rod Streptomyces, ktery produkuje antibiotika streptomycin, erytromycin,

vancomycin, atd.

V nésledujicich  kapitolach budou diskutovany vybrani zéastupci z kment

Proteobakterii a Aktinobakterii, jejich vyskyt a biodegrada¢ni vlastnosti.



2 Literarni prehled

2.1 Arktida

Arktida je oblast za severnim polarnim kruhem (66°32), kde pramérna teplota ani
Vv 1ét€ nevystoupa nad 10°C. Arktické klima je typické pro své dlouhé a velmi studené zimy,
pfi kterych se teplota pohybuje kolem - 40°C, a kratka chladna 1ét4, kdy se teplota pohybuje
kolem 0°C. Arktické oblasti jsou charakteristické malou obla¢nosti i mnozstvim srazek,

prevazné ve formé srazek snéhovych (Fitzpatrick, 1997).

Arkticka tundra je oblast rozkladajici se na Severni polokouli od pasu tajgy, kde jsou
pudy trvale zmrzlé (od hloubky 25-90 cm). Osidleni faunou a flérou je zde velmi chudé, kvli
neptiznivym podminkam pro Zivot. Mistni vegetace je zastoupena odolnymi rostlinami, jako
jsou mechy, vies nebo lisSejniky. Béhem letnich teplot taje horni vrstva permafrostu, av§ak
spodni vrstvy zidstavaji zmrzIé, a tudiz pro vodu nepropustné. Voda se drzi na povrchu, ktery
zlstava rozbfedly a zamokieny. Tundra proto byva v obdobi letnich mésict pokryta jezery,
mocaly a bazinami. Stfidavym plisobenim mrazu a tani vznikaji v ptidé€ odli§né vrstvy. Povrch

tvofi hrubsi ulomky hornin a prostor mezi nimi je vyplnén jemnozrnnou zeminou.

Piidni horizonty mizeme rozdé€lit do Ctyt skupin. Svrchni vrstva je nejbohatsi na
organickou hmotu, ve spodnich mineralnich vrstvach obsah organické hmoty klesa. Specificka
vrstva typicka pouze pro arktické oblasti ovlivnéné permafrostem se nazyva kryoturbovana
organickd hmota. Vlivem opakovaného tani a mrznuti aktivni vrstvy piidy béhem léta a zimy
dochazi k ponofovani svrchnich vrstev do pudniho profilu (Bockheim and Tarnocai, 1998).
Timto  zplsobem  dochdzi ke  zvySovdni  heterogenity  arktickych  ptd
a k nerovnomérnému rozlozeni organické hmoty v pudnim profilu. Posledni vrstvu pidy tvofi

trvale zmrzla pida — permafrost.

2.1.1. Arktida a mikrobialni spolecenstva

Vyskyt mikroorganismii nejen v permafrostu, ale i v pidé je ovlivnén piedevs§im
dostupnosti zivin, vody, a teplotou. Teplota urcuje rychlost rastu, enzymatickou aktivitu
1 metabolismus. Permafrost jakozto trvale zmrzla piida predstavuje bariéru, kterd ovliviiuje
vstup vody a mineralizaci zivin (Gilichinsky et al., 2005). I ptes nehostinné podminky se zde

setkdvame s bohatym zastoupenim mikrobialnich spolecenstev, kterd si vytvotila adaptacni



mechanismy Kk zachovani zivotnich procesti za nizkych teplot, naptiklad diky zménam ve

slozeni membranovych lipidi nebo zménou struktury enzymu (Tehei and Zaccai, 2005).

Uvadi se, ze celkovy pocet mikroorganismii v 1 g permafrostu se pohybuje kolem 108
bun&k a pocet Zivota schopnych mikroorganismt v rozmezi 10?-10° bunék (Rivkina et al.,
1998). Z arktického permafrostu jiz bylo izolovano pies 30 bakterialnich roda (Gilichinsky et
al., 1995).

2.2 Aktinobakterie

Kmen Aktinobakterie pfedstavuji gram-pozitivni bakterie, obsahujici ve své DNA
vysoky obsah guaninu a cytosinu (Ventura et al., 2007). Jedna se o jeden z nejvétsich kment.
Zastupci  Aktinobakterii vykazuji Siroké spektrum morfologii, od kokd ptes typické
filament6zni formy. VétSina Aktinobakterii je primarné aerobni. Rozmanitost a vyznam

jednotlivych druhti je velmi Siroky (Brock et al., 1991).

Aktinobakterie tvofi nedilnou souéast pudnich ekosystémt, kde se diky svym
schopnostem rozkladat organické latky, mezi néz patii naptiklad celuldza, fenolitické latky
a chitin, G¢astni celkového kolob&hu uhliku na Zemi. Schopnosti biodegradace aromatickych
¢1 alifatickych sloucenin vyznamné piispivaji k odbouravani polutantii znecist'ujicich zivotni

prostiedi. Nékteti zastupci umi odbouravat také xenobiotika ¢i pesticidy.

Aktinobakteriim vSak neni ptikladdna dtlezitost pouze diky svym saprofytickym
schopnostem, ale také diky primyslovému a medicinskému vyznamu. Vyskytuji se mezi nimi
jak producenti dilezitych sekundarnich metabolitii (antibiotik), tak i zastupci patogennich

rodd, jako jsou Corynebacterium, Mycobacterium nebo Nocardia.

Nejcastéji prumyslové vyuzivanymi producenty antibiotik jsou zastupci zrodu
Streptomyces (Ventura et al., 2007). Jedna se napf. 0 streptomycin, erytromycin, gentamycin,
vancomycin, vermencin. V soucasné dob¢ je k 1éCebné terapii a v zemédélstvi pouzivano
zhruba 100 antibiotik produkovanych Aktinobakteriemi (Jiang et al., 2016). Farmakologicky
vyznamny je i rod Bifidobacterium, zastupce gastrointestinalni flory (Ventura et al., 2007).
Aktinobakterie rodu Frankia jsou vyznamnymi symbionty rostlin, protoze dokazou vazat
dusik.



Vyvoj novych 1ékti z Aktinobakterii je zavisly na pfekonavani mnoha piekazek, jez
jsou zalozené predev§im na genomice. Neobvykli mikrobi totiz mohou vlivem nového
nahromadéni gent syntetizovat nestandardni sekundarni metabolity. Je tedy tfeba studovat
nové uspotradani genli a soustiedit se na nové zdroje Aktinobakterii z novych, malo
prozkoumanych lokalit jakou je i1 Arktida, jejichz produkty mohou mit velky vliv na
farmakologicky primysl a mohou tak poslouzit pro vyvoj novych 1éku (Jiang et al., 2016).

2.2.1 Vyskyt Aktinobakterii

Aktinobakterie osidluji takika celou nasi planetu, at’ uz jako saprofyté, produkujici
fadu vyznamnych produkti, nebo jako symbionti rostlin ¢i patogenni mikroorganismy.
Osidluji nejrizngjsi habitaty, vcetné pudy, jezer, oceanu a zivocichi. Dobie snasSeji
i extrémni podminky, at’ uz se jedna o vysoké teploty, naptiklad v pousti, ¢i nizké teploty

v arktickych oblastech.

Mnozstvi a poéty druhtt Aktinobakterii nalezenych v padé ¢i jejich substratech jsou
ovlivnény hned né¢kolika faktory, mezi néz patii obsah Zivin, pH, teplota, salinita, vihkost
a obsah organickych latek. Pro uspésnou izolaci co nejvice specifickych druhit Aktinobakterii
je nejvhodnéjsi sbirat vzorky plidy z nedotéenych oblasti, jako jsou pralesy, alkalické pudy,

pousté nebo arktické oblasti.

2.2.2 Celed Streptomycetaceae

Zastupce cCeledi Streptomycetaceae I1ze obecné charakterizovat jako aerobni, gram-
pozitivni bakterie, které maji schopnost tvofit mycelium s rozvétvenym substratem. Vlakna
mycelia vytvaii dlouhé fetizky sloZzené ze tii nebo vice spor a jsou vyznamné produkei velkého
mnozstvi pigmentli zodpovédnych za barvu substratu i vldken mycelia. Organismy jsou
chemoorganotrofni a rostou v rizném rozmezi pH. VSechny vySe zminéné rody se hojné
vyskytuji v pidé. Nekteré druhy mohou byt také patogenni a to nejen pro zivocCichy
a ¢loveka, ale také pro rostliny (Dworkin et al., 2006).

Clenové ¢eledi Streptomycetaceae maji velkou linearni genomovou DNA, ktera miize
byt doprovazena linearnimi nebo kruhovymi plazmidy (Schrempf, 2008). Druh Streptomyces
coelicolor se stal diky svému genomu objektem rozsahlych genetickych studii. Obsahuje 8,5
miliont pard bazi a 7,825 predpokladanych genti, a proto patii k jednomu z nejvétsich
sekvenovanych bakterialnich genomu (Schaechter et al., 2006).



2.2.3 Rod Streptomyces

Vyskyt a obecna charakteristika

Druhy, patiici do rodu Streptomyces, zastupuji vétSinu taxonl v Celedi
Streptomycetaceae a tvori pievladajici slozku mikrobialni populace v ptidach na celém svéte.
Jedna se tedy o gram-pozitivni bakterie, které se vyznamné podili na rozkladu organické
hmoty (Schaechter et al., 2006). Podileji se na charakteristickém ,,ptidnim zapachu®, ktery je
zpusoben produkci metabolit typickych pro Streptomycety, nazyvanych geosminy (Brock et
al., 1991). Jedna se o nenasycené kruhové slouc¢eniny uhliku, kysliku a vodiku, jez jsou
produkovany také né¢kterymi sinicemi. N&které Streptomycety se mohou nachazet i ve vodnich
stanovistich, ale pfevazn¢ se jedna o pidni organismy. Pfiznivéjsi podminky pro vyvoj bakterii
rodu Streptomyces piedstavuji alkalické a neutralni pidy oproti pudam kyselejSim. Vyssi

druhové zastoupeni Ize najit obvykle v dobie odvodnénych pudach (Brock et al., 1991).

Streptomycety tvofi vlaknita filamenta nazyvana hyty, kterd svou velmi rozvétvenou
strukturou tvoii sit, nazyvanou mycelium. Diky této skuteénosti lze fici, Ze se svou strukturou
podobaji houbam (Glazer and Nikaido, 2007). Starnutim mycelia vznikaji vzdusné hyfy neboli
sporofory, které  vytvaii vzdusné mycelium  nad  povrchem  kolonie
a tvofi spory. Spory Streptomyces se nazyvaji konidie. Konidie a sporofory obsahuji velmi
Casto pigmenty, které jsou zodpovédné za charakteristicka zbarveni jednotlivych kolonii

(Brock et al., 1991).

Vyznam

Streptomycety jsou ekologicky, pramyslove, medicinsky a védecky vyznamné
(Schaechter et al.,, 2006). Ztohoto davodu jsou piedmétem rozsahlych izola¢nich
a screeningovych studii, jelikoZ jsou dilezitym zdrojem lékatsky 1 komeréné vyznamnych
sekundarnich metabolit. Sekundarni metabolity produkované rodem Streptomyces ziskaly
pozornost pro své antibakteridlni, antifugalni, antiparazitické a imunosupresivni U¢€inky
(Dworlin et al., 2006). Velka vétSina dnes pouzivanych antibiotik se ziskava prevazné

z druht Streptomycet (Schaechter et al., 2006).

Streptomycety jsou ale také schopné degradovat celou fadu biopolymeru jako je
celuloza, lignin a nékteré aromatické uhlovodiky, mezi néz patii fenantren nebo naftalen

(Balachandran et al., 2012). Pro rozklad téchto sloucenin vyuzivaji Sirokou Skalu



extracelularnich enzymu, jako jsou lipazy, esterazy, endoglukanazy, peroxidazy a oxygenazy

(Tuncer et al., 2004).

2.2.3 Celed Nocardiaceae

Rod Rhodococcus

Vyskyt a obecna charakteristika

Zastupci rodu Rhodococcus jsou popsany jako aerobni, gram-pozitivni, nepohyblivé
Aktinobakterie, které byly izolovany z mnoha riznych zdroji, vcetné¢ pud, skal, vrti,
podzemnich vod, mofskych sedimentl, ZivociSného hnoje, stfev hmyzu a ze zdravych
i nemocnych zvifat a rostlin (Bell et al., 1998). Jedna se o vlaknité bakterie, které mohou tvofit

hyfy a dale se vétvit (Dworkin et al., 2006).

Nekteré druhy jsou pivodci onemocnéni u ¢loveéka i zvitat. R. equi je vice nez 70 let
znam jako patogen htibat (Prescot, 1991). OvSem s rostoucim poctem lidi nakazenych HIV se
tento patogen rozsifuje i u lidi, u kterych zpiisobuje nejriznéjsi infekce plic. Mezi dalsi lidské
patogeny patii R. rhodnii, R. rhodochrous a R. erythropolis. R. erythropolis neni pouze

pavodce infekci, ale patii i mezi producenty antibiotik (Winn et al., 2006).

Tvoii vyznamnou slozku pidy diky schopnosti odbouravat fadu latek znecistujicich
zivotni prostfedi. Uplatnéni nachédzeji v chemickém, energetickém ¢&i farmaceutickém
priamyslu (van der Geize et al., 2004). Jsou schopni degradovat alifatické, aromatické
a halogenové uhlovodiky a maji Sirokou $kalu cest pro degradaci a modifikaci aromatickych

sloucenin (Bell et al., 1998).

Vyznam

Bylo prokazano, ze zastupci rodu Rhodococcus produkuji fadu zajimavych
a uziteénych produkti. Napiiklad Rhodococcus rhodochrous se pouziva k vyrobé akrylamidu,
jehoz roc¢ni vyroba piesahuje 30 000 tun. Jednd se soucasné¢ o prvni uspéSny piipad
praimyslové vyroby v oblasti chemie pomoci mikrobu. Nékteré kmeny mohou produkovat
poly-3-hydroxyalkanoat, jiné mohou hromadit cesium a dal§i jsou zdrojem uzite¢nych

enzymt, jako je fenylalanin dehydrogenasa a endoglykosidazy.



Rhodococcus nachazi uplatnéni také v potravinaiském prumyslu, napiiklad pii uprave
hotkosti u ovocnych stav. Nékteré druhy, jako naptiklad Rhodococcus erythropolis, dokazou
produkovat antibiotika (Bell, 1998).

2.3 Proteobakterie

Kmen Proteobakterie byl plivodné nazyvan ,,fialové bakterie a jejich ptibuzni (purple
bacteria and their relatives®. Na podnét amerického mikrobiologa Carla Woese byla tato
skupina gram-negativnich bakterii pfejmenovana na Proteobakterie (Brock et al., 1991). Jedna
se o velmi obsdhlou (vice nez 1300 druhii, zatazenych do nejméné 400 rodi)
a rozmanitou skupinu bakterii. Jednotlivé druhy se od sebe lisi nejen morfologicky, ale také
riznorodosti metabolismu — zahrnuji fototrofy, chemoorganotrofy a chemolithotrofy (Prescott
et al., 2005). Proteobakterie se ¢leni do Sesti téid: Alfaproteobakterie, Betaproteobakterie,
Gammaproteobakterie, Deltaproteobakterie, Epsilonproteobakterie a Zetaproteobakterie plus
za posledni dva roky ptibylo n€kolik novych tzv. kandidatnich tfid, které jesté nemaji pevnou

taxonomickou hierarchii.

2.4 Betaproteobakterie

Betaproteobakterie na rozdil od Alfaproteobakterii vyzaduji velké mnozstvi zivin.
Nékteré druhy predstavuji nebezpecné patogeny — Neisseria gonorhoaea (pivodce kapavky)
¢i Neisseria meningitidis (pivodce meningitidy). Bordetella, z fadu Burkholderiales, je

puvodcem pertuse neboli cerného kasle.

2.5 Celed® Burkholderiaceae

Rod Burkholderia

Rod Burkholderia vznikl rozdélenim rodu Pseudomonas do dal$ich sedmi rodt na
zakladé novych studii zalozenych na sekvenaci specifickych gentli, zejména kodujicich
ribosomalni RNA (rRNA). Clenové rodu Burkholderia patii mezi gram-negativni, acrobni,
chemoorganotrofni, nefermentujici bakterie. Pohyb je umoznén ptitomnosti jedné nebo vice
polarnich biciku, s vyjimkou jednoho druhu (B. mallei), ktery je postrada (Garrity et al., 2005).
Nékteré druhy pouzivaji poly-B-hydroxybutyrat (PHB) jako uhlikovou rezervu (Prescott et al.,



2005). Jiné druhy jsou zase schopny fixovat dusik, jako naptiklad B. cepacia, B. vietnamiensis.
Vice nez polovina druhl je patogennich pro ¢loveka, zvifata nebo rostliny (Garrity et al.,

2005).

Vyznam

Nekteti zastupci tohoto rodu jsou schopni degradovat rtizné latky znecistujici
prostiedi. Burkholderia cepacia ma uzite¢né vlastnosti jako antagonista rostlinnych $kudcu
a také se uplatinuje v procesu biodegradace. Burkholderia byla také pouzivana jako bakterie
podporujici riist rostlin, diky nékolika mechanismiim souvisejicim s riistem rostlin. Rada
druht Burkholderia nachazi uplatnéni ve farmakologickém pramyslu, diky schopnosti

produkovat antibiotika.

2.6 Biodegradace

Rada zastupci Aktinobakterii ¢i Proteobakterii predstavuje dileZitou roli v procesu
biodegradace, pti kterém dochazi k vyuziti mikroorganismu k transformaci nebo Uplnému
rozkladu alifatickych a aromatickych sloucenin ale i Xxenobiotik, tj. latek, vétSinou
organickych, které se do prostedi dostaly vlivem ¢innosti ¢loveéka. V procesu biodegradace
jsou z pudy odstranovany toxické ¢i nebezpecné slouceniny a pifeménény na netoxické nebo
alespont mén¢ nebezpecné latky. V idedlnim piipad¢ je koncovym produktem biodegradace

oxid uhli¢ity, voda, anorganické soli a mikrobialni biomasa (EPA, 1998).

Dtlezitou vlastnosti né&kterych bakterii je schopnost degradovat alifatické
a aromatické uhlovodiky. Napftiklad pifi znecisténi pidy ropnymi uhlovodiky se vyuziva
biodegrada¢niho potencidlu nékterych zastupct pidnich bakterii z kmene Aktinobakterii ¢i

Proteobaktertii.

Degradace alifatickych uhlovodiki zavisi na délce a rozvétveni fetézce a probihd jako
série oxidacnich reakci, kdy z degradovaného uhlovodiku vznikne mastna kyselina, ktera je
dale oxidovana pii f-oxidaci. U aromatickych slou€enin zévisi degradace na struktuie a poctu
benzenovych jader (Biocatalysis/Biodegradation Database, 2011). Bakterie rodu
Rhodococcus jsou schopny rozkladat polycyklické aromatické uhlovodiky, stejné jako rody
Pseudomonas nebo Mycobacterium, pattici t¢Z mezi Aktinobakterie (Atlas, 1981). Napiiklad

Rhodococcus sp. dokaze degradovat naftu (Jain et al., 2005), hexan, BTEX (benzen, toluen,



etylbenzen, xylen). Burkholderia jako zastupce Proteobakterii degraduje téz BTEX (Morlett-
Chavéz et al., 2010).

vvvvv

organické latky, mezi néz patii naptiklad chlorované uhlovodiky, jez se do pfirody dostavaji
ve formé pesticidli, chlorovanych rozpoustédel, apod. Tyto latky jsou vysoce toxické a tézko
odbouratelné. Jednou z moznosti je vyuziti aerobni biodegradace kmene Rhodococcus
erythropolis, ktery obsahuje enzymy umoziujici dehalogenaci aromatickych a alifatickych

halogenovanych uhlovodika, konkrétné trichlorethenu a dichlorethenu (Minafik et al., 2018).

Rhodococcus erythropolis je také schopen metabolizovat a vyuzivat jako jediny zdroj
energie C5 — C16 uhlovodiky a C1 — C12 alkoholy. Byla u né&j prokazana degradace izo —
a cykloalkanti a aromatickych sloucenin, jez jsou pfitomny v topném oleji (de Carvalho,

2005).

Vyss§i zastoupeni alifatickych a aromatickych uhlovodikii bylo také nalezeno
Vv tzv. kryoturbovanych organickych horizontech Arktidy (Gentsch et al., 2015; Dao et al.,
2017). Kryoturbované pudni horizonty jsou specifické pro arktické oblasti ovlivnéné
permafrostem. Vznikaji opakujicimi se cykly zamrzani/rozmrzani, které vytvaieji v pudé
trhliny, do kterych klesaji svrchni organické horizonty a dostavaji se tak hloubé&ji do ptidniho
profilu. Kryoturbace byly prokazany na vice nez 80% uzemi permafrostu. Predpoklada se, ze
az 30% pudniho uhliku v Arktidé€ je ulozeno pravé v téchto tzv. kryoturbovanych organickych
kapsach. Oproti svrchnim nekryoturbovanym horizontim je zde rozklad organického uhliku
vyrazn¢ pomalejsi. Vlivem nizké teploty, anaerobiozy dochazi pouze k ¢astecnému rozkladu
komplexni pidni organické hmoty a dochédzi k hromadéni meziproduktii degradace a také
alifatickych a aromatickych uhlovodika (Dao et al., 2017; Gentsch et al., 2015). Piedchozi
mikrobiologické analyzy ukdzaly, Ze se v kryoturbovaném horizontu oproti svrchnimu
organickému horizontu vyskytuje vétsi zastoupeni skupin bakterii (napt. rody Pseudomonas,
Artrobacter, Cellulomonas) schopnych tyto alifatické a aromatické uhlovodiky rozkladat
(Tab. I, nepublikovano).



Tab. I: Rozdily vybranych skupin bakterii a jejich rodi schopnych rozkladat alifatické
a aromatické uhlovodiky mezi svrchnim organickym horizontem a Kkryoturbovanym

horizontem (data poskytnuta $kolitelem).

svrchni org. horizont kryoturbovany horizont
(n=30) (n=106)
% % % % stat
pramér maximum Pramér maximum

Thermoleophilia (Actinobacteria) 5 18 7 36 ns

Pseudomonadales (Proteobacteria) <1 3 2 80 *

Bacillales (Firmicutes) <1 2 1 32 *

Bakterialni rody

Arthobacter <1 <1 1 38 *

Bacillus <1 <1 1 6 *

Pseudomonas <1 <1 3 28 *

Micrococcus 0 <1 <1 <1 *

Thauera <1 <1 1 3 *
Cellulomonas <1 <1 2 19 Rk
Variovorax <1 <1 1 16 Rk
Alkanindiges <0.01 <1 <1 <1 ns

Dietzia <0.1 <1 <1 <1 ns

Gordonia <0.1 <1 <1 <1 ns

Halomonas <0.01 <1 <1 <1 ns
Rhodococcus <0.01 <1 <1 <1 ns
Streptomyces <0.01 <1 <1 <1 ns
Burkholderia <0.1 2 <1 3 ns
Thalassospira <0.01 <1 <1 <1 ns

ns - nesignifikantni, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001; Welchv t-test

Data dale ukazuji, ze v kryoturbovaném horizontu je obrovska variabilita v zastoupeni
jednotlivych fadi/rodld. Napt. fdd Pseudomonadales tvofil v kryoturbovaném horizontu cca
2% z celkového bakteridlniho spolecenstva, v maximu vSak dosahoval az k 80%. Podobn¢
tomu bylo i1 u rodu Arthrobacter, ktery tvofil cca 1% z celkovych bakterii, v maximu vSak
dosahoval az k 38%. Tato dominance urcitych druh by mohla souviset s riznym stadiem
rozkladu organické hmoty v kryoturbovanych horizontech (tj. rizné zastoupeni aromatickych
a dlouhych alifatickych uhlovodiki), a tudiz by mohla odrazet stafi kryoturbovanych
horizontd, které se pohybuje od stovek az po n€kolik desitek tisic let (Gentsch et al.,

nepublikovana data, 2015).
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Cile prace:

- Izolovat a identifikovat bakterie schopné rozkladat alifatické uhlovodiky
Vv kryoturbovanych organickych horizontech.
- Charakterizovat jejich metabolicky potencidl pomoci testu Ecoplate S vybranymi

substraty.
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3 Metody

3.2 Popis odbérové lokality

Vzorky pudy byly odebrany v srpnu 2017 na ostrové Disko (zapadni Gronsko) cca
4 km SV od CENPERM arktické stanice v udoli ,,Windyvalley“. Vzorky byly odebirany na
trech lokalitach vzdy z organického, svrchniho humusového, kryoturbovaného a mineralniho
horizontu. Pro izolaci bakterii schopnych rozkladat alifatické uhlovodiky byly vybrany
kryoturbované horizonty, kde piedchozi studie prokazaly vyssi zastoupeni alifatickych

uhlovodiku.

3.3 Priprava vzorki a kultivace

Pro kultivaci bakterii bylo pfipraveno tekut¢é medium doporucené pro Kultivaci
zastupcu zrodu Thermoleophilia. Slozeni média je uvedeno v tabulce (Tab. Il.). pH
kultivaéniho média bylo upraveno na 7,2 (pomoci 1M HCI nebo 1M NaOH). Po sterilizaci
v autoklavu (121°C, 15 min) a ochlazeni na 60°C byl do média ptidan heptadekan (2ml/I
media). Ten byl pted tim sterilizovan filtraci ptes 0,3 um filtr. Heptadekan je dlouhy alifaticky
uhlovodik, ktery pfedstavoval jediny zdroj uhliku a energie v médiu.

Tab. II: Doporu¢ené medium pro kultivaci bakterii rozkladajici alifatické uhlovodiky.

Sloucenina g/l
NH4CI 2,00
Na2HPO4 0,21
MgSO4 . 7H20 0,20
NaH2POq4 0,09
KCI 0,04
CaCl 0,015
FeSO4 . 7TH.0O 0,001
ZnS04 . TH0 0,00007
H3BO3 0,00001
MnSQOq . 5H20 0,00001
MoOs 0,00001
CuSO;4 . 5H.0 0,000005
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Ze vzorkl pudy byl odebran 1 gram, ktery byl rozpustén v 10 ml sterilniho media.
Z toho byla piipravena tii rizna fedéni (1:10, 1:100 a 1:1000). Kazdé fedéni bylo piipraveno
dvakrat kvuali kultivaci pii rozdilnych teplotdch (5°C a 20°C). Pro lepsi rist bakterii byla
naockovand media umisténa na tfepacku, kde diky mechanickému michani dochazelo
k vhodnému provzdusnovani. Po nasledném narGstu bakterii v tekutém mediu, které se
projevuje zakalenim (tj. zvySeni optické denzity), bylo mozno pieockovat bakterie na pevna
média - agary.

Pro piipravu pevného média bylo nutno ptidat 15 g agaru, rozlit médium na Petriho
misky a nasledné naockovat pidy narostlymi kulturami v tekutém médiu. Cilem kultivace
bakterii na Petriho miskach bylo ziskani ¢istych bakterialnich kolonii pieockovavanim pomoci

kiizového roztéru.

3.4 1zolace DNA

Z ¢istych kolonii byla vyizolovana DNA pomoci izola¢niho kitu Ultra Clean Microbial
DNA Isolation Kit (MoBio). Izolace byla provedena podle protokolu od vyrobce.

3.5 PCR a elektroforéza

Pro spravnou piipravu vzorkil na amplifikaci pomoci PCR (polymerazova fetézova
reakce) byla zméfena koncentrace DNA v jednotlivych vzorcich pomoci fluorometru
QUANTUS Quanti Fluor® dsDNA System, Promega. Pro reakci bylo pouzito 10 — 20 ng
DNA. Poté byl ptipraven PCR mix, jehoz slozeni je zaznamenano v tabulce (Tab. I11).

Tab. llI; SloZeni PCR mixu.

V (uD)
ddH,0 9,70
FastPCR pufr 12,50
1512uR (R primer)| 0,25
9bfm (F primer) 0,25
BSA 0,30

Finalni koncentrace primerti v PCR reakci byla 1 uM (zasobni roztok byl 100 uM).
Byl ptfidan bovine serum albumin (BSA) 20 mg/ml (ThermoFisher), ktery slouzi jako PCR
enhancer. K 23 ul MasterMixu byly pfidany 2 ul DNA templatu. Do pozitivni kontroly byla
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ptidana DNA E. coli a do negativni kontroly byla misto DNA ptidana PCR voda. Poté byly
vzorky amplifikovany za stanovenych PCR podminek (Tab. IV).

Tab. IV: Piehled jednotlivych PCR cyklu.

faze teplota (°C) | Cas (s) | pocet cykli
pocatecni denaturace 95 180 1
denaturace 95 60
pfipojeni primera 52 60 30
extenze 72 90
dosyntéza produktii 72 600 1

Pro ovéteni byly PCR produkty vizualizovany na 1% gelu pomoci elektroforézy
v IXTAE pufru pti 90 V, 500 mA, po dobu 50 minut. Poté byla DNA pfecisténa pomoci
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), piipadné¢ QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAQEN) a rozpusténa ve 30 pl PCR vody. Vzorky byly nafedény podle pozadavki
sekvenacni firmy SEQme. 16SrDNA obsahuje 1500 part bazi, proto byl templat sekvenovan
dvakrat — spfednim (9bfm) i zpétnym (1512uR) primerem. Koncentrace primeri pro

sekvenacni reakci byla 5 pM.

3.6 Vyhodnoceni sekvenaci

Data byla vyhodnocena pomoci programu Geneious (verze 9.1.8). Sekvence jednoho
izolatu s pfednim a zpétnym primerem byly pomoci softwaru v misté piekryvu spojeny. Pro

analyzu sekvenci v nr databazi bylo pouzito celych 1500 bp.

3.7 Fluorescenéni barveni

K urceni zivotaschopnosti bakterialnich bunék byla pouZita metoda fluorescencniho
barveni pomoci LIVE/DEAD®BacLightvBacterial Viability Kits. Bylo smichano 200 pl
fyziologického roztoku a 0,6 ul SYTO 9 dye (1,67 mMm, Propidium iodide), naneseno na

podlozni skli¢ko (10 ul). Takto pfipravena sklicka byla pozorovana pod mikroskopem.

3.8 EcoPlate

Pro ziskéani vice informaci o rozkladu urcitych latek identifikovanymi bakteriemi byla
aplikovana metoda EcoPlate. Byla pouzita desticka EcoMicroPlate (BiOLOG), v niz je
zabudovano 31 riznych zdroju uhliku. Bakterie byly nejprve kultivovany v tekutém mediu

s heptadekanem na hodnotu optické denzity 0,7 — 0,8 (méteno spektrofotometricky, OD=600,
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BioPhotometer, fa.Eppendorf). Poté bylo zapotiebi centrifugaci vytvofit bunéénou peletu,
odsat médium s heptadekanem a natedit bakterialni kulturu na hodnotu optické denzity
piiblizné 0,1 (pro fedéni bylo pouzito sterilni médium bez heptadekanu). Na desticku bylo do
kazdé jamky napipetovano 150 ul a desti¢ka méfena ve spektrofotometru INFINITE F200
(TECAN), pii vinové délce 595 nm. Takto bylo pripraveno celkem pét desticek, tii byly
inkubovany pii20°C (tj. vybrany tfi bakterie izolované pii 20°C), a dvé pii5°C
(tj. vybrany dvé bakterie izolované pii 5°C). Opticka denzita byla pravideln¢ meéfena
minimalné jednou za den. Pro konec¢né vyhodnoceni byly vypoclteny praméry ze tiech
poslednich bodu rstové kiivky, kdy jiz nedochdzelo k nartstu OD. U destic¢ek inkubovanych
pii 20°C to bylo po tydenni inkubaci, u desticek inkubovanych pii 5°C to bylo po 14 denni

inkubaci z divodu pomalejsiho ristu bakterii.

A1 A2 A3 A4 Al A2 A3 AL Al IA2 A3 AL
Water p-Methyl-D- D-Galactonic |L-Arginine Water p-Methyl-D- D-Galactonic |L-Arginine Water B-Methyt-D- D-Galactonic |L-Arginine
Glucoside Acid Glucoside Acid Glucoside Acid
y-Lactone y-Lactone ’-rl.zctone
[E1 82 I3 IED B1 82 IES I3 1K 82 I3 I3
Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine |Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine |Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine
Methyl Ester Galacturonic Methyl Ester Galacturonic Methyl Ester Galacturonic
(Acid Acid Acid
C1 c2 C3 Cc4 C1 Cc2 c3 C4 c1 C2 C3 C4
Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L- Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L- Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L-
Benzoic Acid |Phenylalanine Acid |P i Benzoic Acid |Phenylalanine
D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine
Benzoic Acid Benzoic Acid Benzoic Acid
|ET I3 IE |E= E1 33 = I £ I3 IE =
a- N-Acetyl-D- |y L-Threonine |g- N-Acetyl-D- |y L-Threonine |q- N-Acetyl-D- |y L-Threonine
Cyclodextrin i y Cy in i y Cy i i y
Acid Acid Acid
[F 72 1 I3 i 13 1 /= = 13 1 =
Glycogen D- Itaconic Acid |Glycyl-L- Glycogen D- Itaconic Acid - Glycogen D- Itaconic Acid |Glycyl-L-
Glucosaminic Glutamic Acid Glucosaminic Glutamic Acid Glucosaminic |Glutamic Acid
Acid Acid Acid
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
D-C: 1- e Y ylethyl- |D-C 1- e yric |P D-C i -1- oK ic |Pheny
Phosphate Acid amine Phosphate Acid amine Phosphate Acid amine
H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 He H1 H2 H3 He
@-D-Lactose |DL-a- D-Malic Acid |Putrescine  |g-D-Lactose [DLl-a- D-Malic Acid |Putrescine |g-D-Lactose |DLl-a- D-Malic Acid |Putrescine
Glycerol Glycerol Glycerol
Phosphate Phosphate Phosphate

Obr. 1: Pfehled substratt na mikrodesti¢ce EcoPlate.

3.9 Uchovani izolatu

Pro uchovani vyockovanych C¢istych kultur byly ztekutych médii ptipraveny
glycerolové konzervy. Do sterilnich kryozkumavek bylo napipetovano 700 pl bakteridlni
kultury a k tomu piidano 300 ul 50% glycerolu. Takto pfipravené konzervy byly uskladnény
do mrazéaku pfti -80°C.
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4 Vysledky a diskuze

Vzorky byly inkubovany pii dvou riznych teplotach s cilem izolace psychrofilnich
(5°C) a mezofilnich druht (20°C). Zakal v tekutych médiich se pfi inkubaci ve 20°C objevil
béhem dvou dnll a po pfeockovani na pevnd média narostly kolonie zhruba za tyden. Tudiz
ziskani ¢istych kolonii pomoci metody kiizového roztéru trvalo od zacatku inkubace zhruba
tfi tydny. Rust kolonii pti 5°C byl znacné ovlivnén inkubaci pfi nizké teploté. Nartst kolonii

byl pomalejsi, a tudiz i proces ziskdni ¢istych kolonii trval déle.

Obr. 2: Ktizovy roztér.

Na obrazku (Obr. 2) je zobrazen kiizovy roztér na agaru s narostlymi koloniemi

bakterii.

Nasledujici obrazek zobrazuje uspésnost amplifikace na gelu pomoci elektroforézy.
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Obr. 3: Gelova elektroforéza.

Z gelu (Obr. 3) je patrné, ze amplifikace genu 16SrDNA byla provedena uspésné.

4.1 Vysledky sekvenace

V nasledujici tabulce (Tab. V) jsou uvedeny vysledky tii sekvenaci PCR produkti
z bakterialnich izolatd, podle kterych byly stanoveny hodnoty HQ neboli High Quality (%)

a GC (%) neboli procentualni zastoupeni guaninu a cytosinu v DNA.
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Tab. V: Vysledky sekvence PCR produkti bakterialnich izolata.

sekvenace | ¢islo izolatu bakterie kmen HQ (%) | GC (%) |teplota (°C)| Fedéni
1 Alkanindiges | Proteobakterie| 90,6 53,0 20 1:10
2 - 0,0 - 20 110
3 - 0,0 - 20 1:1000
1 4 Rhodococcus | Aktinobakterie| 93,4 57,5 20 1:1000
5 Alkanindiges | Proteobakterie | 81,4 53,1 20 1:100
11 Alkanindiges | Proteobakterie| 82,0 53,2 20 1:100
12 Alkanindiges | Proteobakterie| 81,5 53,3 20 1:100
13 Alkanindiges | Proteobakterie | 63,4 53,1 20 1:1000
17 Alkanindiges | Proteobakterie| 92,8 53,1 20 1:10
18 - 0,0 - 20 1:1000
19 Alkanindiges | Proteobakterie| 93,8 53,2 20 1:100
20 Rhodococcus | Aktinobakterie| 89,4 57,6 20 110
2 21 Burkholderia | Proteobakterie| 75,3 55,8 20 1:10
22 - 0,0 - 5 1:10
23 - 0,0 - 5 1:10
24 Rhodococcus | Aktinobakterie| 93,3 57,6 20 1:1000
25 Alkanindiges | Proteobakterie| 76,4 53,1 20 1:1000
35 - 0,0 - 20 1:1000
3 36 Duganella | Proteobakterie| 75,3 53,2 5 1:10
37 Alkanindiges | Proteobakterie| 81,4 54,6 5 110
38 - 0,0 - 20 1:1000

Z tabulky je patrné, Ze u vétSiny vzorki vySlo vysoké procento nukleovych bazi

o vysoké kvalité¢ (HQ), tudiz taxonomické zafazeni je s velkou pravdépodobnosti spravné.

U vzorkt, u nichz vySlo HQ 0 je pravdépodobné, Ze izolovana DNA z kolonie zfejmé nebyla

Cista, tj. obsahovala vice nez jednu bakterii, a tudiZ nebylo mozné izolat spolehliveé

identifikovat a taxonomicky zafadit. Neuspé$na sekvenace vzorkd 22 a 23 inkubovanych

v 5°C byla opakovana v 3. sekvenaci pod Cisly 36 a 37. Zde uz doslo k uspé$nému

identifikovani bakterii. Naopak u vzorkl ¢islo 35 a 38 nedoSlo k identifikovani bakterii,

nejspiSe z diivodu Spatné nafedéné¢ho druhého primeru. Podafilo se vyizolovat zastupce

Aktinobakterii, mezi néz patii Rhodococcus, a zastupce Proteobakterii, mezi néz patii

Alkanindiges, Burkholderia a Duganella. Rod Alkanindiges byl vyizolovan jak z 20, tak

z 5°C.
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4.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Obr. 4: Fluorescen¢ni mikroskopie LIVE/DEAD bakterie Alkanindiges.

Na obrazku jsou zobrazeny bakterie rodu Alkanindiges pod fluorescenénim
mikroskopem zobrazujici mrtvé (oranzové/Cervené) a zivé (zelené) bunky. Je patrny tvar

bunék, ktery by se dal popsat jako kratky tyCinkovity.
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4.3 Riist vybranych bakterii na riiznych zdrojich C (metoda EcoPlate)

Z dat ziskanych méfenim desticek v mikrodestickovém spektrofotometru byly
sestrojeny grafy, které porovnavaji narust bakterii na riznych zdrojich C a energie. Nasledujici
grafy zobrazuji narast bakterii zrodu Burkholderia, Alkanindiges a Rhodococcus na

jednotlivych substratech inkubovanych pti 20°C.

2,800 -
2,100 I
A 1,400 ® Burkholderia
® Alkanindiges
0,700 Rhodococcus
o r-.::
0,000 ! ,j i r By = o =
Phenylethyl-amine Putrescine
Substrat

Obr. 5: NarGst vybranych rodd bakterii na substratech ze skupiny amint pii 20°C.

Z grafu vyplyva, Ze vyraznéjsi narist bakterii je na substratu putrescin a to konkrétné
u bakterie Alkanindiges. Na substratu fenyletyl-amin byl narist vSech rodi nepatrny.
Putrescin se nachdzi bézné v pidé, je produktem rozkladu proteinii a oligopeptidl, ale
i soucasti kofenovych exudati (Kuiper, 2001) a ve vyssi koncentraci ma bakteriostatické
ucinky. Jeho rozklad bakterii Alkanindiges v kryoturbovanych horizontech tak mtze podpofit
narust jinych bakterii, které tuto schopnost nemaji a které by byly vyssi koncentraci putrescinu

inhibované.
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Obr. 6: Narast vybranych rodi bakterii na substratech ze skupiny aminokyselin pii 20°C.

r

Izolat zrodu Alkanindiges vykazoval mnohem vétsi narist na aromatické
aminokyselin¢ L-fenylalaninu a L-asparaginu (Obr. 6). Schopnost vyuzivat aminokyseliny
jako zdroje uhliku a ne jako zdroj dusiku je znama a byla mnohokrat popséana (viz napt. Ogata
et al., 1967). L-arginin je navic prekurzorem pfii syntéze polyamind, kam patii i vySe
zminovany putrescin (Obr. 5), tudiZ je vysoky nartist na L-argininu logicky. U ostatnich roda
neni patrna vyrazna preference substratii. Nejmensi nartst u vSech tii rodu lze vidét na

substratu L-threonin.
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Obr. 7: Narast vybranych rodi bakterii na vybranych uhlovodicich pii 20°C.

Z Obr. 7 je patrny preferenéni nartst izolatu z rodu Alkanindiges na substratech
I-erytritolu, D-manitolu a N-acetyl-D-glucosaminu. I-erytritol je  ¢étyfuhlikaty
a D-manitol pétiuhlikaty cukerny alkohol. Obé slouceniny vznikaji pii rozkladu rostlinného
materialu, manitol je navic produkovan rostlinami pfi osmotickém stresu (Klann, 2016).
Vysoky nartist na N-acetyl-D-glukosaminu ukazuje, ze izolat z rodu Alkanindiges vyuziva

i mrtvé bakterialni biomasy, jelikoz je N-acetyl-D-glukosamin hlavni strukturalni slozkou

21



bunéénych stén bakterii a archaei. Zastupci tohoto rodu se tak ziejmé v kryoturbovanych

horizontech podili na recyklaci mrtvé mikrobidlni biomasy.
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Obr. 8: Narist vybranych rodl bakterii na substratech ze skupiny karboxylovych kyselin pfi
20°C.

Izolat z rodu Alkanindiges preferenéné rostl na 4-hydroxybenzoové kyseling
a D-glukosaminové kyselingé. Kyselina 4-hydroxybenzoova je jednim z meziproduktd
rozkladu ligninu (Bokern, 1991). Polyfenolické a fenolické slouceniny, které pii rozkladu
ligninu vznikaji, byly v kryoturbovanych horizontech nalezeny ve vétSsim mnozstvi
V porovnani se svrchnimi ptidnimi horizonty (Gentsch et al., 2015; Dao et al., 2017). To opét
poukazuje na dlleZitou roli téchto bakterii na rozkladu komplexnich polyfenolickych

slouceninéch a na celkovém kolobéhu uhliku v kryoturbovanych horizontech.

2,000
1,500 -
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Obr. 9: Narast vybranych rodi bakterii na substratech ze skupiny polymert pii 20°C.

Z obr. 9 je opét patrny vysoky narust rodu Alkanindiges na emulgatorech Tween 40

a Tween 80. Tyto slouceniny obsahuji dlouhy alifaticky fetézec odvozeny od kyseliny olejové
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(C18). I tento test tedy potvrdil schopnost izolatu z rodu Alkanindiges ve vétsi mife degradovat

alifatické uhlovodiky a jejich derivaty.

Nasledujici grafy zobrazuji narust vybranych rodu bakterii (Duganella, Alkanindiges)

na jednotlivych substratech pii 5°C.
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B Duganella

0,500 - Alkanindiges
0,000 - = ‘ .

Phenylethyl-amine Putrescine
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Obr. 10: Narust vybranych roda bakterii na substratech ze skupiny amint pii 5°C.

Z grafu (Obr. 10) je patrny narist obou rodti na substratu Putrescine a vyraznéjsi narust
rodu Duganella na substratu fenyletyl-amin, na kterém byl ovSem nartst rodu Alkanindiges

témer nulovy.
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Obr. 11: Narust vybranych roda bakterii na substratech ze skupiny aminokyselin pti 5°C.

Zgrafu (Obr. 11) vyplyvaji u obou roda preference aminokyselin L-arginin,
L-asparagin a L-serin. Naopak velmi nizky narist je vyobrazen u aminokyselin

L-fenylalanin, L-threonin a Glycyl-L-Glutamic Acid.
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Obr. 12: Narust vybranych rodt bakterii na substratech ze skupiny karbohydratt pii 5°C.

Z grafu (Obr. 12) vyplyva vys§i narGst obou rodi na substratech D-Mannitol,
N-Acetyl-D-Glucosamine a stfedni nardst na substratu Pyruvic Acid Methyl Ester. Na
ostatnich substratech byl nartst obou rodd bakterii velmi nizky. Na substratu f-Methyl-D-

Glucosid byl dokonce nartst pro oba rody nulovy.
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Obr. 13: Narust vybranych rodt bakterii na substratech ze skupiny karboxylovych kyselin pii
5°C.

Z grafu (Obr. 13) je patrné, ze bakterie rodu Duganella i Alkanindiges preferuji pro
svij rust substraty D-Galactonic Acid y-Lactone, D-Galacturonic Acid a 4-hydroxy
benzoovou kyselinu. Na D-glukosaminové kyseling€ byl nartist sttedni a na zbylych substratech

zcela nepatrny u obou rodi.
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Obr. 14: Narust vybranych rodt bakterii na substratech ze skupiny polymeru pti 5°C.

Z grafu (Obr. 14) je patrna preference substrati Tween 40 a Tween 80, ktera se
projevila vyraznym ndrGstem obou rodi. Naopak je vidét nizky nartist na substratech

a-cyklodextrin a glykogen.

Pfedchozi grafy také ukazuji rozdily nardstu bakterie Alkanindiges sp. pii dvou
teplotach. Pti 20°C rostl Alkanindiges preferen¢né na jednoduchych uhlovodicich, kdezto
pii 5°C na polymerech. Pfi obou teplotach byl utilizovan putrescin. Z aminokyselin oba
izolaty preferuji L-arginin, coz se projevilo velmi dobrym ristem, ale u L-asparaginu se
vysoky rast projevil pouze u izolatu z 5°C. Témét shodné hodnoty vykazovaly oba izolaty na

substratech ze skupiny polymert, z nichz je patna vyrazna preference Tween 40 a Tween 80

a naopak velmi nepatrny nartst na a-cyklodextrinu a glykogenu.




5 Zavér

Z permafrostu bylo celkem izolovano 19 izolatl, které byly identifikovany jako
zastupci Aktinobakterii ¢i Proteobakterii. Jako zastupce Aktinobakterii byl ze tfi izolath
identifikovan Rhodococcus. Rhodococcus nejvice rostl na D-glukosaminové kyseling. Jako
zastupce Proteobakterii byl z deviti izolat identifikovan Alkanindiges, ktery byl vyizolovan
pti 20 i 5°C inkubaci. Rozdilna teplota inkubace ovlivnila i nariist na jednotlivych uhlikatych

zdrojich a to konkrétn¢ u fenyletyl-aminu, L-asparginu a I-erytritolu.

Jako dalsi zastupce Proteobakterii se podaftilo vyizolovat rod Burkholderia, a pak také
psychrofilni bakterii z rodu Duganella, ktera byla vyizolovana pii 5°C. Burkholderia

prokazala nejvétsi nartist na D-manitolu, kdezto Duganella nejlépe rostla na polymeru Tween
40.
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