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1 Uvod

Arktické oblasti jsou v poslednich desetiletich stfedem pozornosti mnoha védnich
obort, vcetné mikrobialni ekologie. V Arktid¢ probihaji Cetné studie napiiklad v oblasti
motskych ledovct (Smith et al. 2022) nebo ekologie polarnich ekosystému. Svou stanici
zde provozuje i JihoCeskd univerzita. Je umisténa na souostrovi Svalbard a lze ji vyuzivat
pro védecké ucely. Aktualni pozornost védci i Siroké vefejnosti se upira smérem ke
zménam klimatu a s nimi spojenym globalnim oteplovanim. Globalni oteplovani ma za
nasledek tani arktického permafrostu, ¢imz dochazi k zpfistupnéni do té doby nedostupného
organického uhliku mikrobiadlnimu rozkladu a uvolfiovani sklenikovych plynu do

atmosféry.

Dutlezitou roli v piidnim ekosystému Arktidy hraji bakterie osidlujici permafrost.
Diky rozkladu tajiciho organického uhliku (C), ktery Arktické pidy uchovavaji ve velkém
mnozstvi, Se ucastni jeho kolob&éhu. Recentni studie ukazuji, ze dominantnimi bakterialnimi
kmeny jsou Acidobacteriota, Actinobacteriota, Chloroflexi a Proteobacteria (Varsadiya et
al. 2021).

Tato prace si klade za cil v teoretické Casti predstavit klicové bakteridlni kmeny
vyskytujici se v arktickych ptidach, okolni prostfedi a adaptacni mechanismy, které tyto
kmeny vyuZivaji, aby mohly v tak extrémnim prostfedi nejen piezit v pasivni formé, ale
také aby byly schopné aktivniho metabolismu a reprodukce. Cilem praktické casti
bakalarské prace bylo ur€eni diverzity bakteridlnich spolecenstev piid Arktidy na zékladé
poskytnutych sekvenacnich dat. K vyhodnoceni diverzity bakteridlnich kment v riiznych
hloubkach a abiotickych prostfedich permafrostu byly pouzity sekvence ziskané¢ z DNA,
které umoziuji studium celkového bakteridlniho spolecenstva, a sekvence RNA, jejiz
analyza umoziuje studium aktivné metabolizujicich bakterii. DNA a RNA byly izolovany
z permafrostu na dvou raznych lokalitach predstavujici rizné scénate odtavajiciho
permafrostu (tzv. ,,mokry scéndi“, kdy je piida nasycena vodou a vice anaerobni a ,,suchy

scénai, kdy vétsina odtaté vody z permafrostu odteCe a plida je sussi a vice aerobni).



2 Literarni reSerse

2.1 Arktida

Arktidou je nazyvéana oblast na severni polokouli nachazejici se mezi polarnim
kruhem a severnim poélem. Rozklada se na izemi osmi statti, kterymi jsou USA, Norsko,
Finsko, Rusko, Kanada, Island, Gronsko a Svédsko. Nejvetsi ¢ast Arktidy zaujima Severni
ledovy ocean. Nejvyssi teploty se pohybuji v rozmezi od 0 °C do +10 °C. Na celém tzemi

vvvvv

z velké casti pokryvaji ledovce a vééné zmrzla piada (permafrost).

2.1.1 Arkticka pida

Severni polokouli pokryva permafrost, a to zhruba v rozsahu 23 milionti km?, coz
predstavuje 25 % z celkového povrchu severni polokoule (Hrbacek a Nyvit 2019).
Permafrost je soucasti v Arktid¢ rozsifenych ptidnich typl nazyvanych jako kryosoly.

Permafrost je dle ptivodni definice vé¢n¢ zmrzla ptida. Avsak podle soucasnych
definic mizeme jako permafrost oznacit pudu, jejiz teplota neptesahne 0 °C, a to po dobu
alespon dvou za sebou jdoucich let (Hrbacek a Nyvlt 2019, IPA © 2008-2015). Permafrost
Ize délit v zavislosti na mnozstvi obsazené vody v ném. V piipadé, Ze se jedna o permafrost
bez obsahu vody, oznacujeme jej jako suchy. Dal§imi moZnostmi je pfitomnost vody ve
stavu zmrzlém, nezmrzlém nebo jen &asteéné zmrzlém. Céstednd zmrzlym permafrostem se

mysli permafrost obsahujici vodu i led (Dobinski 2011).

Nizinné permafrostové oblasti Ize €lenit dle pokryvu a Clenitosti permafrostu na
souvisly, nesouvisly a sporadicky permafrost, pii kterém se Casto vyskytuje terén bez
permafrostu a rozlozeni permafrostu je nejednotné (IPA © 2008-2015). Permafrost je
unikatni, diky své stabilité teplot pod bodem mrazu (Hansen et al. 2007) umoznuje piezivat
mikroorganismiim v zakonzervovaném stavu az miliony let (Vorobyova et al. 1997).). Co
se tyCe chemickych vlastnosti permafrostu s rostouci hloubkou klesa dostupnost
organického uhliku, zvySuje se mnozstvi huminovych latek (Wagner et al. 2005) a redoxni

potencial (Frank-Fahle et al. 2014).

Nad véén¢ zmrzlym permafrostem je lokalizovana takzvana aktivni vrstva
permafrostu. Jedna se o tu ¢ast pudy, ktera na jafe do urcité hloubky rozmrza. Na této vrstve

zavisi zivot v pudnich substratech, protoze je bohata na organickych uhlik. Naopak



v blizkosti permafrostu se vyskytuje anoxické, chladné prostiedi, kde probiha konkurence

0 vodik a oxid uhli¢ity (Frank-Fahle et al. 2014).

Permafrost a aktivni vrstva jsou od sebe oddéleny nepropustnym ledem, ktery
zabranuje vymeén¢ plynt a zivin mezi vrstvami. Dle méfeni fyzikalné-chemickych vlastnosti
byla na hranici vé¢éné zmrzl¢é ptidy naméfena oproti aktivni vrstvé a zmrzl¢é padé lehce vyssi
salinita, vyssi koncentrace rozpusténého i celkového uhliku, dusiku i fosforu (Gentsch et al.
2015). V této ¢asti pudy byla také oproti zmrzlému permafrostu namétena nizsi vihkost, coz

mize byt nasledek promrzani nebo slabé infiltrace (Wilhelm et al. 2011).

Arktické pady maji nekteré jedine¢né fyzikalni projevy odlisujici je od ostatnich
typt pid. Jsou jimi zejména deformované a porusené horizonty, tvorba ledovych ¢ocek a
vy$$i mnozstvi vertikdlné nerovnomérné rozlozené pudni organické hmoty (Ping et al.
1998). Tyto vlastnosti arktickych pid vychézi z procest, jako je tvorba ptizemniho ledu
nebo kryoturbace (Ping et al. 1998).

Kryoturbace je proces, pfi némz dochéazi pisobenim teplot pod bodem mrazu k
prostorovym zméndm v pid€. Voda obsazena v piid¢ zacne zamrzat, zvétSovat svlij objem
a tim vytvaret tlak, kterym pisobi na horniny v okoli. Ty se pod vlivem vysokého tlaku
pohybuji. Jejich pohyby vedou k vifeni a vzniku typickych struktur.

Kryoturbace ma vliv nejen na morfologické vlastnosti plid, ale také na chemické a
vrstvach permafrostu, ktery je zplisoben promichdvanim organickych materiali z povrchu
(Bockheim a Tarnocai 1998). Jako kryoturbace se mimo jiné oznacuji i oblasti bohaté na
organicky material, které byly diive soucasti svrchnich pld, avSak nyni jsou pohibené

hloubéji pod povrchem (Barta et al. 2020).

Dalsi utvary, které lze v permafrostu najit jsou kryopegy. Kryopegy mtizeme oznacit
za jakési kapsy naplnéné tekutinou, které jsou umisténé pod povrchem permafrostu
(Iwahana et al. 2021, Gilichinsky et al. 2003, 2005). Kapalina v kryopezich kvtli vysokému
obsahu soli a jinych rozpusténych latek nezamrza, a to ani pfi teplotach pod bodem mrazu
(lwahana et al. 2021, Gilichinsky et al. 2003, 2005). Kromé& kapalin se v kryopezich
vyskytuje také metan, ktery pii nahromadéni ptisobi vysokym tlakem a zapficini vytrysknuti
kapaliny na povrch. Kryopegy jsou charakteristické stabilni teplotou pod bodem mrazu po

cely rok. Dle dostupnych studii byla pozorovana tato teplota v Sibifskych kryopezich



v rozsahu od -9 °C do -11 °C (Gilichinsky et al. 2005) a v krypoezich na Aljasce byl tento
rozsah od -6 °C do -8 °C (Colangelo-Lillis et al. 2016).

Dalsimi ptidnimi formacemi, které permafrost vytvari jsou polygony. Vznikaji jako
pudni trhliny a shromazduje se v nich voda zachycena vrstvou permafrostu
(Klappenbachova ©2022). Tyto polygon jsou si ve druhovém slozeni bakterii podobné. A
to 1 v ptipad¢ ze jsou od sebe vzdalené az desitky kilometri. Na druhou stranu se v nich
nachazi i fada mikroorganismt jedine¢nych pro dany polygon, které jsou charakterizované
specifickym prostfedim. Spolecnym pozorovanym trendem pro polygony je pfibyvani
bakterii z kmene Bacteroidetes a ubyvani Alpha — a Betaproteobacteria smérem od aktivni

vrstvy K hranici permafrostové vrstvy (Frank-Fahle et al. 2014).

2.1.2 Uhlik v permafrostu

Permafrost se v Arktidé zachoval ze stepné-tundrového ekosystému doby ledové
(Zimov et al. 2006), kde se rozrustal tak, ze se na humus chudé ¢astice hliny pfendsené
vétrem nebo vodou hromadily na povrchu pid. Spodni ¢ast aktivni rozmrzajici vrstvy se
stala dal$i soucasti permafrostu. Navzdory malému obsahu humusu jsou tyto ptindSené
castice bohaté na organicky uhlik (C), jehoz obsah muze byt 10 az 30krat vyss$i nez u
rozmrzlych mineralnich pid (Zimov et al. 2006). V né¢kolika studiich bylo zjisténo, Ze v
arktickém regionu je uchovano do metrové hloubky horni ¢asti permafrostu zhruba 50 %
celosvétového obsahu ptidniho C (Tarnocai et al. 2009, Michaelson et al. 1996). Pidni
mikroorganismy tuto na uhlik bohatou organickou hmotu aktivné rozkladaji a vyuzivaji ji
k ristu a energetickému metabolismu, jehoz vyslednymi produkty jsou CO2 nebo CHa
v pripadé¢ mineralizace (Barta et al. 2020). V anaerobnich podminkach putdni
mikroorganismy produkuji ptevazné CHa. Tato situace nastava napiiklad kdyz je ptda
zaplavena a difuze kysliku je omezena. V opa¢ném piipad€, za aerobnich podminek,
mikroorganismy produkuji vice CO2 (Barta et al. 2020). Zimov et al. (2006) ve své studii
poukazuji na schopnost uhliku ziistat v hlubsich ¢astech plidy ve zmrzlém stavu stovky az
miliony let, ale i na jeho relativné vysokou rozlozitelnost a schopnost rychlého uvolnéni do

atmosféry po rozmrznuti permafrostu.

2.1.3 Oteplovani Arktidy
Box et al. (2019) provedli v letech 1971-2017 studii, ve které ukazali, Ze teplota
vzduchu kazdych deset let vzrusta v Arktidé v chladném obdobi 0 0,7 °C a v teplém obdobi
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0 0,4 °C. Dale bylo zjisténo pomoci vrtl rozmisténych po celé Arktide€, ze v letech 2007-
2016 doslo k otepleni taméjSich ptid o 0,4 °C v oblastech se souvislym permafrostem a o
0,2 °C v oblastech s nesouvislym permafrostem (Biskaborn et al. 2019). Védci se shoduji,
7ze S globalnim oteplovanim a odtavanim permafrostu se zasobarny uhliku stavaji
pristupnéjsi mineralizaci a rozkladu pidnimi mikroorganismy, které jsou se zvysujici se
teplotou aktivnéjsi. Vyraznéjsi aktivita mikroorganismii vede k rozkladu organického
materidlu a k zvySenému uvoliiovani oxidu uhli¢itého do atmosféry ( Barta et al. 2020).
Tento jev zapii¢inény klimatickymi zménami mize vyustit Ve dva mozné extrémni scénare.

Jedna se o tzv. ,,suchy* a ,,vlhky* scénaf.
wduchy* scénar

V piipadé¢ suchého oxického scénare dojde k odvodnéni svrchnich ¢asti pid a
k vys8i aktivit¢ aerobnich mikroorganismi a efektivnéjSimu a rychlejSimu rozkladu
pudniho organického C, kterého se ucastni aerobni bakterie a houby. Suché podminky
podporuji rust kofent do vétsi hloubky a tim se hloubéji do pudy dostava i C (Evgrafova et
al. 2018). Za aerobnich podminek bakterie a houby u¢innéji rozkladaji komplexni organické

latky (napf. polyfenoly jako je lignin).
» VIhKy* scénar

Naopak v pfipad¢ vlhké anoxické varianty zustanou vrstvy pudy zaplaveny a
vznikne anoxické prostfedi, ve kterém dojde ke sniZeni aerobni aktivity mikroorganismi.
Anaerobni Zivo¢ichové nemaji tak uc¢inné enzymy jako ty aerobni, tudiz prosttedi s nizkym
obsahem kysliku pravdépodobné vyusti v omezeni schopnosti mikroorganismu rozkladat
latky zejména lignin. Mineralizace v anoxickém prostiedi je energeticky méné vytézna.
Anoxické prostiedi je vhodnym prostiedim pro psychrotolerantni a fakultativné nebo

obligatné anaerobni rozkladace (Gittel et al. 2014).

2.2  Bakterialni spolecenstvo v pudach Arktidy
Bakterie piedstavuji velkou ¢ast piidnich mikroorganismi. Jejich mnozstvi v pudach
se odhaduje na vice nez je 10° bunék na gram pidy s diverzitou kolem 10° riiznych genomi
(Goldfarb et al. 2011). V permafrostu bylo mnozstvi bakterii odhadnuto na 10°-108 bungk
na gram vzorku suché hmotnosti pidy (Gilichinsky et al. 2003).

Role bakterii v ptidach Arktidy je velice vyznamna. Ugastni se procesiti rozkladu

biomasy a hraji dulezitou roli ve spravném kolob&hu uhliku. V Arktidé mikroorganismy
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obsadily jak aktivni vrstvu, tak vééné zmrzly permafrost. V aktivni vrstvé se vyskytuje 100
az 1000krat vice zivotaschopnych bunck nez v zmrzlém permafrostu, avSak zmrzla ptida
piekvapivé vykazuje vétsi diverzitu izolovanych bunék (Wilhelm et al. 2011). Ewert a
Deming (2014) méfenim ukézali, ze bakterie v hlubSich vrstvach ledu zazivaji stabilngjsi

cey

prostfedi nez bakterie zijici v blizkosti povrchu motského ledu a pokryvu slaného snéhu.

Mezi mikrobialnimi spoleCenstvy aktivni vrstvy a permafrostu existuji kvali riznym
podminkdm zna¢né rozdily, jako napiiklad mikrobialni spolecenstva trvale zmrzlého
permafrostu maji vyS$Si respirani rychlost zpdsobenou pravé adaptaci na Zzivot
v podminkéch, kde se teplota nachézi v stupnich pod bodem mrazu (Waldrop et al. 2010).
Velmi dilezitou podminkou pro zivot a fungovani metabolismu bakterii je teplota.
S poklesem teplot se zpomaluji fyziologické procesy bakterii. Jakkoliv se od sebe odliSuji
mikrobialni spolecenstva téchto dvou prostiedi, u 0bou se v prub&hu ¢asu méni pocet bungk,

avsak jejich struktura ztstava zachovana (Ewert a Deming 2014).

Z permafrostu byla jiz posbirana data o celd fad¢ bakterii, mezi nimiz nechybi
acrobni a anaerobni heterotrofni mikroorganismy, metanogenni Archaea, bakterie
redukujici zelezo a siru, nitrifika¢ni a dusik vazajici bakterie (Steven et al. 2006). Ptes 30
znamych druhd v¢etné Bacillus, Arthrobacter, Micrococcus, Nitrosospira, Nitrosomonas,
Nitrobacter, Exiguobacterium, Myxococcus, Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium,
Rhodococcus, Cellulomonas, Streptomyces bylo popsano v rozli¢nych studiich (Vorobyova
et al. 1997, Gilichinsky 1995, Shi et al. 1997).

2.2.1 Adaptac¢ni mechanismy bakterii na podminky v permafrostu
Pro bakterie vyskytujici se v extrémnich prostiedich je kli¢ové zvladnuti
adaptac¢nich mechanismu, které jim umozni nejen takovéto podminky preckat, ale také

zprostiedkuji obyvani tohoto nehostinného prostiedi po delsi dobu.

Permafrost je fazen mezi extrémni prostfedi z fady divodi. Stresové podminky
zahrnuji vysoké nebo naopak nizké hladiny salinity, vysoké nebo nizké hodnoty pH, teploty
pod bodem mrazu, opakujici se cykly zamrzani a roztavani ptdy, dlouhé obdobi tmy béhem
zimniho obdobi (Hoover a Pikuta 2010), pomaly transport zivin a metabolitd (Steven et al.
2006) nebo vystaveni vysoké urovni ultrafialového UVB (280-314 nm) zafeni v obdobi 1éta

(Knudsen et al. 2005). Toto ultrafialové zatfeni je pro zivé organismy zhoubné, protoze je



schopné degradovat nebo narusovat bilkoviny a jiné organické slouceniny dulezité pro

spravné fungovani dulezitych zivotnich funkei.
Adaptace na nizké teploty

Za jeden z klicovych stresovych faktorti, na ktery si mikroorganismy vytvotily
rozlicné adaptacni mechanismy, je chlad. Mezi nejdiilezité¢jsi adaptace fadime regulaci
tekutosti (fluidity) bunééné membrany (Methé et al. 2005), ktera je umoznéna zménou délky
uhlovodikovych fetézcl, vysSim zastoupenim dvojnych vazeb, pfitomnosti riznych
mastnych kyselin v lipidech a riznym mnozstvim cholesterolu. Tekutost membrany klesa
s klesajici teplotou a ovlivituje naptiklad bunécéné signalizace, transport membranovymi
proteiny do/z bunky. Soucast adaptivnich mechanismii je také akumulace molekul, ktera

snizuje Krystalizaci vody uvniti bunék (Walker, Palmer a Voordouyergyergw 2006).

Proti nahlému poklesu teplot se mikroorganismy chrani pomoci takzvanych proteint
teplotniho Soku. Regulaci téchto proteinti Se mohou psychrofilni a psychrotrofni bakterie na
rozdil od mezofilnich a termofilnich bakterii velmi nizkym teplotim nejen ptizpusobit, ale

dokonce pii nich rist (Phadtare et al. 1999).

Dalsi moznou odpovédi na nahly pokles teploty je zastaveni rdstu, ¢imz dojde
k zablokovani metabolickych drah produkujici béZzné proteiny (Jones et al. 1987). Odpoveéd’
chladového Soku byla intenzivnéji studovana na proteinu Escherichie coli CspA (cold shock
protein A) (Phadtare et al. 1999), jehoz regulace je na Grovni transkripce, stability mRNA a
translace (Gerday a Glansdorff 2007). Homologie tohoto proteinu jsou Siroce rozsifeny
mezi ostatnimi druhy bakterii (Phadtare et al. 1999). U sinic nebyly tyto homologni proteiny
dosud popsany, pii poklesu teplot jsou u nich aktivovany RNA vazajici proteiny (Ato 1995).

Dalsi strategie jsou dulezité pro piijem uhliku a s nim spojené piekonani teplotné zavislych
bariér a zmény ve slozeni proteomu pravdépodobné indikujici navySeni enzymatické

¢innosti pii nizkych teplotach (Methé et al. 2005).
Adaptace na salinitu prostiedi

Mikroorganismy musi Celit také vysoké salinité. Takové prostiedi se vyskytuje ve
vySe zminénych utvarech oznacovanych jako kryopegy nachazejicich se pod zmrzlym
permafrostem. Adaptace mikroorganismii na tyto podminky, které umoziuji jejich
dominanci v neménnych extrémnich podminkach ztstavaji vsak stale neobjasnéné (Rapp et

al. 2021). Studie navzdory tomu piinesla urc¢ité poznatky, kterymi Se mikroorganismy
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v téchto utvarech odlisuji. Rapp et al. (2021) zjistili, ze mikroorganismy v kryopezich vice
investuji do stavby bunécnych obald, a to konkrétn€ do transportu fosfolipidli a biosyntézy

mastnych kyselin, peptidoglykanu, lipopolysacharidi a lysinu.
Adaptace k vyrovnani osmotického tlaku

Mikroorganismy potiebuji stalé vyrovnavani osmotického tlaku, aby nedoslo
k plazmolyze nebo plazmoptyze. Zpusob, jak se vyrovnat s timto stresovym faktorem, je
pomoci osmolyti, malych molekul produkovanych v cytoplazm¢. Diky riznému
osmotickému tlaku uvnitt a vné bunék muize dojit ke dvéma extrémnim scénartm.
Plazmolyza nastava, pokud je osmoticky tlak vyssi v okolnim prostiedi. Dusledkem je
prostup vody ven z vnitiniho prostiedi a degradace buiiky. Naopak pii plazmoptyze voda
proudi do bunky, kde je tlak vyssi nez v prostfedi. Bunika se postupné plni aZz nakonec
praskne. Pokud dochazi k zvySovani osmolarity okoli, zaénou bakterie hromadit rozpusténé
latky, jako jsou glycin betain a prolin, které jsou souhrnné oznacovany jako kompatibilni
slouceniny (Ewert a Deming 2014). Kompatibilni slouc¢eniny pfedstavuji rozpusténé latky
nenarusujici metabolismus. Hromadi se v cytoplazmé piimou syntézou nebo diky
transportu z okoli (Anton 2011). Naopak na snizeni osmolarity bakterie reaguje otevienim
mechanosenzitivnich kanalli, pomoci nichz dojde k rychlému uvolnéni rozpusténych latek

(Ewert a Deming 2014).
Extremofilni mikroorganismy

Extremofilni mikroorganismy se dokazaly pomoci riznorodych mechanismu
adaptovat na stresové podminky, které Zivot v polarnich oblast pfinasi, a utvofily tak
vyznamnou a dominantni slozku arktického spolecenstva mikroorganismii (Hoover a Pikuta

2010).

V jiz zminénych kryopezich s vysokym mnozstvim soli a teplotach pod bodem
mrazu zjistili Rapp et al. (2021) pomoci izolace a sekvenace DNA pfitomnost pouze

nékolika taxontl. Nejvice zastoupenym rodem byl rod Marinobacter.

Extrémofilni mikroorganismy miiZeme rozd¢lit na psychrofilni a psychrotolerantni

bakterie.



Psychrofilni bakterie

Za psychrofilni bakterie oznacujeme ty bakterie, pro které je 15 °C nebo méné

Vw7

moznou teplotou pro rist (Morita 1975).

Jednim ze zastupct psychrofilnich bakterii, ktery byl izolovan z permafrostu, je
bakterie Nestrenkonia sp. (Singh et al. 2021). Byly na ni provedeny genomické analyzy a
bylo zjisténo, Ze neni virulentni ani patogenni (Singh et al. 2021). Singh a jeho kolegové
(2021) dale zjistili, ze k ochran¢ viici chladovému stresu je vybavena proteiny, které se

podileji na zménach tekutosti membrany, osmotické a oxidacéni stresové odpovédi.
Psychrotolerantni bakterie

Optima pro rist psychrotolerantnich bakterii se nachazi ve stejném rozsahu jako u
mezofilnich organismi a to mezi 20 a 40 °C (Hoover a Pikuta. 2010). Cetné rozsifeni
psychrotolerantnich mikroorganismi v chladnych prostfedich vysvétluji ve své studii
Hoover a Pikuta. (2010) tim, Ze je to mozna zpusobeno leps$i nutrini pfizpisobivosti nebo

ziskdnim gent horizontalnim piesunem od mezofilnich organismd.

2.2.2 Kmen Actinobacteriota

Actinobacteriota jsou pocetnou a diverzifikovanou skupinou bakterii, kterou fadime
mezi grampozitivni bakterie s DNA bohatou na guanin a cytosin (Ventura 2007). Zastupci
kmene Actinobacteriota jsou rozsifeni Vv terestrickém i vodnim prostiedi a byli diive fazeni
k houbam, kvili tvorbé vlaknitych kolonii pfipominajici houbova mycelia (Anandan 2016).
Sekvenace genomu zastupci kmene Actinobakteriota vyrazné ptispéla k porozuméni
genetiky, fyziologie a evolu¢niho vyvoje téchto bakterii (Ventura 2007). V pudé plni
vyznamnou roli pti tvorb& humusu a pii recyklaci biomaterialti. Funguji jako dekompozitoti
riznych druhd polymert z odumielych rostlin, zivoc¢isnych a houbovych materiald. Nékteti
zastupci dokazi jako jedni z mala mikroorganismi rozkladat celulozu a chitin, druhy
nejzastoupengjsi zdroj uhliku v ptirodé¢ (Lewin et al. 2016). Jsou vyznamni pfi produkei
antibiotik, enzymu, vitamint, pigmentd, fytohormoni a povrchové aktivnich latek
(Anandan 2016), diky ¢emuz jsou hojné€ uzivani pro farmakologické a komercni ucely. Mezi
rody kmene Actinobacteriota se nachazeji i ty pro ¢lovéka patogenni (Corynebacterium,

Nocardia, Rhodococcus).



Jak vyplyva ze studie Wilhelma et al. (2011), pravé kmen Actinobacteriota tvofil
dominantni slozku (26 %) zmrzlého permafrostu a zaroven vykazoval nejvétsi diverzitu
spoleCenstev v ramci ruznych vrstev. Celkové vétsi vyskyt kmene Actinobacteriota v
permafrostu podporuje teorii, ze ptisluSnici tohoto kmene, ktefi netvofi spory, se
ptizpusobily formé dlouhodobé nizkoenergetické anabidzy, ktera jim umoziuje piezivat po

delsi dobu v kryoprostiedi, jako je permafrost (Johnson et al. 2007).

2.2.3 Kmen Cyanobacteria

Cyanobacteria (sinice) jsou nejrozsitenéjsimi fotoautotrofy zijicimi v polarnich
prostfedich a jsou vysoce odolné proti ultrafialovému zareni a vysychani. Diky své
schopnosti fixovat CO2 a N2 hraji vyznamnou roli pfi kolobéhu dusiku a uhliku
(Makhalanyane et al. 2015). O diverzité a poctu sinic v pudé rozhoduji fyzikalni a chemické
faktory, jako je mnozstvi vody v ni obsazené, struktura pidy i mnozstvi dusiku (Kastovska

et al. 2005).

Mnozstvi aktivnich sinic je v permafrostu mnohonasobné¢ mensi nez mnozstvi
heterotrofnich bakterii (Kastovska et al. 2005), ale i ve vzorku permafrostu z hloubky 2 m
byl detekovan klicovy enzym fixujici N2 u sinic (nitrogendza) (Yergeau et al. 2010). V
Arktidé byly sinice objeveny v hypolitech, endolitech a krykonitech (Stibal et al. 2006).
V hypolitech byly identifikovany druhy zahrnujici Gloeocapsa cf. atrata Kiitzing,
Gloeocapsa cf. punctata Négeli, Gloeocapsa cf. kuetzingiana Négeli (Cockell a Stokes
2004). Arktické endolity zahrnovaly druhy jako Nostoc sp., Loriellopsis sp. a
Chroococcidiopsis sp. (Ziolkowski et al. 2013).

2.2.4 Kmen Myxobacteria

Kmen Myxobacteria je jedine¢ny svym zpiisobem zivota, ve kterém se bakterie
pfemistuji po povrchu v rojich pomoci klouzavého pohybu (Mohr 2018). Ve Svédské
arktické tundie byly zjistény ctyfi druhy: Myxococcus fulvus, Myxococcus virescens,
Corallococcus corallodes a Archangium Gephyra (Norén 1952). Myxobacteria piedstavuji
vyznamny zdroj biologicky aktivnich sekundarnich metabolitii. Mnoh¢é z téchto ptiblizné

600 popsanych latek vykazuji antibakterialni, antimykotickou nebo cytostatickou aktivitu.

2.2.5 Metanogenni Archaea a metanotrofi bakterie

Metanogenni Archaea byly pozorovany v aktivni vrstvé i v zmrzlém permafrostu,
kde byla pomoci analyzy qPCR zjisténa piitomnost genu kodujici methyl-koenzym M
reduktazu (mcrA gen). Methyl-konezym M reduktaza piedstavuje tstfedni gen pii tvorbé
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methanu a slouzi k presné identifikaci metanogennich archaei. Z permafrostu byly
identifikovany vSechny dosud zname metanogenni Archaea jak hydrogenotrofni, tak
acetoklasticky, véetné rodia Methanomicrobia, Methanobacteria, Methanococci a
Methanopyri (Yergeau 2010). Nejvyssi aktivita metanogeni byla naméfena v hloubkach
s nejvyssim mnozstvim dostupného uhliku (Wagner et al. 2005). Metanogenni Archaea
dominuji ve svrchnich vrstvach permafrostu, kde se podileji katalyzaci na poslednim kroku
rozkladu organického uhliku (Frank-Fahle et al. 2014). SpoleCenstva metanogennich
bakterii mohou byt ovlivnéna kofenovym systémem Vvegetace, ktery poskytuje
nizkomolekularni latky (Frank-Fahle et al. 2014).

Oproti tomu metanotrofni bakterie se vyznamné¢ podileji na oxidaci metanu a na
snizovani jeho obsahu v atmosféfe. Dulezitou soucasti tohoto procesu je piitomnost enzymu
methanmonooxygenaza, ktery umoznuje pfeménu methanu na methanol (Altshuler et al.
2022). Altshuler et al. (2022) ve své studii dokazali pomoci znageni 3 CH4-SIP in situ a
sekvenovani amplikoni identifikovat jeden z dosud malo popsanych metanotrofnich rodt

rod Methylocapsa, ktery se u€astni oxidace metanu v oligotrofnich kryosolech Arktidy.

2.2.6 Kmen Acidobacteriota

Kmen Acidobacteriota byva dominantni slozkou (vétsinou kolem 30 %)
mikrobiomu aktivni vrstvy permafrostu (Wilhelm et al. 2011). Z arktickych pid bylo
identifikovano mnoho zastupci kmene Acidobacteriota zahrnujici mimo jiné druhy
Granulicella mallensis, Granulicella tundricola a Terriglobus saanensis. Studie odhalila
geny a biochemické mechanismy, které umoznuji rozklad, vyuZziti a biosyntézu rliznych
zasobnich a strukturnich polysacharidi a vyrovnani s Castymi zménami teplot a malou
dostupnosti zivin. Acidobacteriota vyznamné piispivaji k rozkladu biomasy a k spravnému
kolob&hu uhliku (Rawat et al. 2012).

2.2.7 Kmen Chloroflexi

Kmen vlaknitych bakterii Chloroflexi ziskal svij nazev diky fotosyntetizujicimu
zelenému pigmentu, ktery je obsazen v specialnich téliscich — chlorozomech. Tento kmen
je ruznorodou skupinou mikroorganismi zahrnujici fototautotrofy, termofilni a anaerobni
bakterie (Garrity et al. 2001). Byly u nich objeveny molekularni struktury CSI (conserved
signature indels) v proteinech, které jsou specifické pro tento kmen. Diky pouziti téchto
struktur jako markert Ize tento kmen odlisit od ostatnich bakterialnich skupin (Gupta 2013).

Chloroflexi hraji v pudé vyznamnou roli pti fermentaci cukri, degradaci zbytki
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bakterialnich bun¢k a rozkladu slozitych polymernich organickych sloucenin na
nizkomolekuldrni substraty, ¢imz pfispivaji k ristu heterotrofnich bakterii (Speirs et al.

2019).

2.2.8 Kmen Proteobacteria

Gramnegativni kmen Proteobacteria je velkou, vysoce diverzifikovanou skupinou
bakterii. Proteobacteria jsou dilezité pro spravny kolob&éh uhliku, dusiku a siry (Spain,
Krumholz a Elshahed 2009). Proteobacteria jsou dale déleny do péti tiid: Alpha-, Beta-,
Gammma-, Delta- a Epsilonproteobacteria. Zastupci tfidy Alphaproteobacteria jsou
oligotrofni bakterie, schopné Zivota v prostiedi, které je chudé na ziviny. Takovymto
prostiedim jsou hlubsi vrstvy pid. Eutrofni ttida Betaporteobacteria se ¢asto vyskytuje na
rozhrani aerobniho a anaerobniho prostiedi. Do tifidy Gammaproteobacteria patii
fakultativné anaerobni skupina Enterobacteriaceae schopna fermentace cukri. Zastupci
bakterii, ktefi redukuji sirany patii do téidy Deltaproteobacteria. Nejmensi téidou je t¥ida
Epsilonproteobacteria. Bakterie pattici do této téidy potiebuji ke svému Zivotu jen malé

mnozstvi kysliku. Kmen Proteobacteria obsahuje i pro ¢lovéka patogenni zastupce

3 Cile

Cilem bylo porovnat celkové slozeni bakterii (DNA analyza) a slozeni aktivnich
(RNA analyza) bakterii v rtuznych hloubkach aktivni vrstvy permaforstu a mezi
jednotlivymi scénafi tdni permafrostu.

4 Metody

4.1  Popis odbérovych lokalit

Vzorky ptidy byly odebrany z riznych hloubek a lokalit (,,suchy scénaf, mokry
scénaf, kontrolni plocha) v roce 2019 ve vytipovanych lokalitach v okoli mésta Fairbanks,
Aljaska. Byly rozdéleny do nékolika kategorii dle hloubky 0-15 cm, 16-30 cm, 31-45 cm,
46-60 cm, 61-75 cm, 76-90 cm, 91-105 cm a 160-120 cm. Vzorky pudy byly fixovany
pomoci roztoku LifeGuard (MoBio, USA), aby se zabranilo degradaci DNA a RNA. Po
ptevezeni do laboratofe byla izolovana DNA a RNA pomoci kitu Power Soil RNA/DNA
extraction kit (MoBio, USA). Byla zméfena koncentrace DNA/RNA pomoci fluorimetru,
kvalita byla ovéfena pomoci elektroforézy. 40ul z kazdého vzorku o koncentraci 1ng/ul
bylo zaslano na sekvenacni analyzu 16SrRNA genu (hypervariabilni usek V3-V4). Bylo

ziskano cca 1,5miliony sekvenci z celkem 75 vzorka permafrostu (pramér 20 000
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sekvenci/vzorek). Nasledna bioinformaticka analyza zahrnovala odfiltrovani malo
kvalitnich sekvenci, urceni operativnich taxonomickych jednotek (tzv. OTU) na zaklad¢
97% podobnosti v sekvenci 16SrDNA a vytvoieni tzv. OTU tabulky (zastoupeni
jednotlivych OTU v riznych vzorcich). OTU tabulka byla poskytnuta skolitelem pro
nasledné vyhodnoceni v programu STAMP v 2.0.9 (Statistical Analysis of Metagenomic
Profiles).

5 Vysledky

51  Metagenomicka analyza vrstev permafrostu Arktidy
Je tfeba upozornit na fakt, Ze pocet kopii genli 16STRNA se v genomu, tj. v DNA,
pohybuje od 1 do 15. OvSem pocet 16STRNA v celkové RNA je mnohem vyssi, jelikoz
rRNA je soucasti aktivnich ribozom, kterych mizou byt v buiice stovky az tisice kopii.
Nizsi nebo vyssi zastoupeni jednotlivych skupin bakterii a zastoupeni rRNA/rDNA muze

ukazovat na oligotrofni/kopiotrofni charakter jednotlivych skupin bakterii.

Nejprve byly pozorovany domény Bacteria a Archaea. Data ukazuji, ze dle DNA
sekvenci dominuje ve vSech hloubkach doména Bacteria. Nejvice vzorki domény Archaea
bylo v hloubkach 31-45 cm, kde tvorily pfiblizné¢ 0,75 % celého prokaryotického
spolecenstva (Tab. 1). Doména Archaea byla zastoupena i ve vSech ostatnich hloubkach.
Tabulka 2 ukazuje zastoupeni bakterialnich domén ve vSech hloubkach zkoumanych lokalit
dle RNA sekvenci. Lze pozorovat 100% zastoupeni domény Bacteria v hloubkach 0-15 cm
a 106-120 cm. Doména Archaea méla nejvétsi zastoupeni v hloubce 46-60 cm. V ostatnich

hloubkach se vyskytovala minimalné.

Tabulka 1.: Procentudlni zastoupeni celkovych Archaea a Bacteria v hloubkdch 0-120 cm.

H'O‘(Jfr';‘; 0-15 16-30 3145 4660 6175 76-90 91-105 106-120

Archaea 002 02 0,8 0,3 0,2 0,3 0,6 0,6
(%)

BaCt(e(f/L‘;‘ 9998 998 992 997 998 997 994 994
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Tabulka 2.: Procentudlni zastoupeni aktivnich Archaea a Bacteria v hloubkdach 0-120 cm.

Hloubka
0-15 16-30 31-45 46-60 61-75 76-90 91-105 106-120

(cm)
Archaea (%) 0 0,04 0,3 0,4 0,1 0,1 0,2 0
Bacteria (%) 100 99,96 99,7 996 99,9 99,9 99,8 100

Analyza celkového bakterialniho spoleCenstva (DNA analyza) ukdzala znacnou
variabilitu v zastoupeni jednotlivych kmenti v riznych hloubkach a na vsech tfech
lokalitach (Obr. 1). Celkové dominovaly kmeny Actinobacteriota (21 %), Proteobacteria
(19 %), Chloroflexi (19 %) a Acidobacteriota (13 %). Zastoupeni bakterii kmene
Chloroflexi rostlo se zvétsujici se hloubkou, coz mize byt dano faktem, ze tento kmen
preferuje anaerobni prostiedi. Naproti tomu kmen Proteobacteria byl nejvice zastoupen
(40 %) na povrchu v hloubce 0-15 cm a s piibyvajici hloubkou jeho vyskyt klesal. Bakterie
kmene Acidobacteria byly ve vSech hloubkach pomérné stabilni. Nejméné byly zastoupeny
bakterie skupiny WPS-2 (kandidatni kmen Eremibacterota 0,16 %) s maximem v hloubce

0-15 cm, kde toto procento zastoupeni v celkovém spolecenstvu bylo 1,24 %.

Analyza RNA vSak ukdazala odlisné zastoupeni aktivnich bakterii. Nejaktivnéjsi
kmeny byly v porovnani s celkovym spolecenstvem opét Proteobacteria (33 %),
Actinobacteriota (17 %) a Chloroflexi (11 %). Jejich procentni zastoupeni se vsak lisilo
(Obr. 2). Nejvetsi rozdil byl pozorovan u predatorskych bakterii z kmene Myxococcota.
Oproti celkovému zastoupeni byl kmen Myxococcota (9 %) mnohem vice zastoupen mezi
aktivnimi bakteriemi. Jeho nejvétsi vyskyt byl zaznamenan v hloubce 106-120 cm (24 %).
Dalsimi aktivnimi bakteriemi byli zastupci kmene Gemmatimonadota. Oproti obr. 1 se v
obr. 2 vyskytuje i kmen Cyanobacteria (0,14 %) a naopak bakterialni skupina WPS-2 zde
nedosahuje v zadné hloubce vyss§iho zastoupeni nez 1 %. Také nekultivovana skupina
bakterii oznacena jako RCP2-54 (0,87 %) je hojné&ji zastoupena ve spolecenstvech RNA
sekvenci. V obou obrazcich si muzeme vSimnout, ze Se zastoupeni kmene

Methylomirabilota objevuje az od hloubky 16 cm.
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Obr. 1.: Celkové prumérné relativni zastoupeni kmend (DNA analyza) v bakterialnim
spoleéenstvu v riznych hloubkach aktivni vrstvy permafrostu Arktidy
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90% B RCP2-54
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Obr. 2.: Celkové primérné relativni zastoupeni aktivnich kmeni (RNA analyza) v bakterialnim
spole¢enstvu v riiznych hloubkach aktivni vrstvy permafrostu Arktidy
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Obr. 3 znazornuje porovnani ,suchého a ,vlhkého* scénafe a zastoupeni
dominantnich kment. Zastoupeni bakterii z kmene Actinobacteriota se mezi jednotlivymi
scénafi téméf neliSilo a bylo v priméru cca 14 %. Podobné tomu bylo u kment
Proteobacteria (25 %) a Acidobacteriota (14 %). Naopak nejvétsi rozdily byly u kment
Chloroflexi a Veruccomicrobiota. Kmen Chloroflexi byl vice zastoupen ve ,,vlhkém*
scénafii (21 %) nez v ,,suchém® (9 %). Naopak kmen Veruccomicrobiota se vyskytoval vice

v suchém prostiedi (11 %) nez ve vihkém (5 %).

V obr. 4 pozorujeme, ze kmeny Proteobacteria (40 %), Actinobacteriota (15 %) a
Acidobacteriota (14 %) zustaly ve ,,vlhkém® i ,,suchém scénafi dominantnimi kmeny
stejné jako v obr. 3. U kmene Proteobacteria bylo zaznamenano zvy$ené zastoupeni (40 %)
aktivnich bakteridlnich kmend oproti primérmému relativnimu zastoupeni vSech
bakterialnich kmenti (DNA analyza) (25 %). Nekultivovana skupina bakterii oznacena jako
RCP2-54 (1 %) a kmen Methylomirabiliota (3 %), ktery lze jest¢ identifikovat na

kontrolnich stanovistich, mély alespon 1% zastoupeni pouze na vlhkych lokalitach.

V ,,suchém® scénafi dominoval kmen Proteobacteria. Nejvetsi zastoupeni tohoto
kmene bylo v hloubce 0-15 cm, a to v celkovém (39 %) (Obr. 6) i aktivnim (47 %) (Obr. 9)
spoleCenstvu. Dal§imi vyrazné zastoupenymi kmeny byly kmeny Acidobacteriota a
Proteobacteria. Nejvétsi zastoupeni v celkovém spoleCenstvu hloubky 91-105 cm bylo
zaznamenano u kmene Actinobacteriota (31 %) (Obr. 6), avSak nejvétsi podil v aktivnim

spole¢enstvu této hloubky pfipadl na kmen Proteobacteria (39 %) (Obr. 9).

V ,mokrém® scénaii byl jednozna¢né nejdominantnéj§im kmenem hloubky
0 - 15 cm v celkovém (40 %) (Obr. 5) i aktivnim (54 %) (Obr. 10) spolecenstvu kmen
Proteobacteria, avsak jeho zastoupeni s hloubkou slablo. Nejvétsi prirastek v zastoupeni se
stoupajici hloubkou tohoto prosttedi bylo zaznamenano u kmene Chloroflexi, ktery
dominoval hloubce 106-120 cm v celkovém (28 %) spoleCenstvu (Obr. 5). Kmen
Chloroflexi byl hojné zastoupen i v aktivnim (24 %) spolecenstvu této hloubky, avsak
absolutné nejvetsi zastoupeni zde mél kmen Myxococcota (24 %) (Obr. 10).
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Obr. 3.: Primérna relativni zastoupeni bakterialnich kmend (DNA analyza) mezi
kontrolni®, , suchym® a ,,vlhkym* scénafem
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0% 1 Chloroflexi

Control Dry Wet

Obr. 4.: Pramérna relativni zastoupeni aktivnich bakterialnich kment (RNA analyza) mezi
kontrolni®, ,,suchym® a ,,vlhkym* scénaiem



6 Diskuse
Cilem prace byla analyza slozeni celkovych (DNA analyza) a aktivnich (RNA

analyza) bakterialnich spolecenstev v riznych hloubkach aktivni vrstvy permafrostu a mezi

riznymi SCénafi tani permafrostu.

Z porovnani RNA a DNA dat z riznych hloubek vyplyva, ze v ptidach Arktidy
jednozna¢n¢ dominuje doména Bacteria. Zastoupeni domény Archaea se od sebe
v jednotlivych hloubkach lisilo, ale jejich zastoupeni nepiekrocilo 1 % z celkového slozeni
prokaryot (Tab. 1). V hloubkach 0-15 cm a 106-120 cm se piekvapivé aktivni doména
Archaea viibec nevyskytovala (Tab. 2). To ukazuje na fakt, Zze se Archaea v dané hloubce
sice vyskytuji, ale nejsou aktivni nebo jen velmi malo a piezivaji ztejmé v klidovém stavu.
I kdyZ je doména Archaea hlavni skupinou oznafovanou za extremofilni organismy se
schopnosti dobré adaptace vici okolnim podminkam, v permafrostu se vyskytuji jen
v minimalnim mnozstvi. Nizké zastoupeni této domény by jak v celkovém, tak aktivnim
mikrobiomu mohlo byt vysvétleno mensi ekologickou nikou a v dasledku byt divodem

nizkého mnozstvi methanu ve svrchnich vrstvach permafrostu (Ferry 2010).

V celkovém bakterialnim spole¢enstvu dominoval kmen Actinobacteriota (21 %) a
do n¢& patici skupina MB-A2-108 a tiidy Actinobacteriota, Thermoleophilia,
Acidimicrobiia (Obr. 1). Jejich nejvétsi zastoupeni v celkovém (25 %) a aktivnim (23 %)
(Obr. 2) mikrobiomu bylo v hloubce 46-60 cm. Mtizeme predpokladat, ze tato hloubka méla
idedlni vlastnosti pro rist, kterymi jsou lehce alkalické prostfedi s niz8i koncentraci soli
(Basilio et al. 2003). Primérné relativni zastoupeni tohoto kmene v celkovém i aktivnim
spolecenstvu bylo ve ,,vlhkém* 1 ,,suchém* scénafi stabilni (Obr. 3,4). Tyto dva scénate
pfinaseji rozdilné prostiedi pro vyskyt bakterii. V prvnim scénaf, ve kterém voda neodtéka,
vznikaji mokfady a jeji vysoky obsah v pidé¢ brani vstupu kysliku, se vyskytuje anaerobni
prostiedi. Permafrost zde figuruje jako nepropustna bariéra. Naopak odtékani vody
z rozmrzajiciho povrchového snéhu navozuje aerobni suché prostfedi. Vysoky vyskyt
kmene Actinobacteriota v tak odlisnych podminkach a hloubkach Ize vysvétlit tim, ze mezi
zastupci tohoto kmene se vyskytuji jak aerobni, tak anaerobni bakterie, které vyuzivaji
mnozstvi adaptacnich mechanismid. Vyskytuji se jak ve vySSich vrstvach, kde hraji
dualezitou roli v kolobéhu C a rozkladu organickych latek, tak v hlubSich vrstvach, kde
vyuzivaji svych adaptaci na nizké hladiny C a jsou i1 na takovychto mistech schopné
aktivniho metabolismu a reprodukce. Kmen Actinobacteriota patii mezi skupiny s aktivnim

mechanismem oprav DNA, ktery jim umoziuje piizpisobeni se energeticky méné narocné
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anabioze, diky které se vyhnou dormanci (Johnson et al. 2007). Johnson et al. (2007) ve své
studii popsali, ze takové skupiny jsou v mikrobiomu permafrostu Castéjsi nez ty, které

prochazi dormanci.

Dalsim dominantnim kmenem byl kmen Proteobacteria. Tato dominance je
umoznéna vysokou diverzifikaci tohoto kmene. Patii do néj aerobni i anaerobni tfidy,
zastupci oligotrofni, eutrofni, metanogenni, metanotrofni, tfidy vazajici dusik, redukujici
sirany nebo tfidy schopné kvasit cukry. Hojné se tento kmen vyskytuje hlavné v ptdach
obohacenych o uhlik a dusik (Niederberger et al. 2008). Tyto prvky se dostavaji do pudy
rozkladem t¢l rostlin a zvifat. S vySe zminénymi fakty koresponduje nejvétsi podil RNA
sekvenci kmene Proteobacteria zaznamenany v hloubce 0-15 cm (51 %), kde byva
dostupnost uhliku a dusiku nejvys$si (Obr. 2). Jejich vySsi zastoupeni také souvisi s niz§im
pH. S pribyvajici hloubkou procento vyskytu klesalo. V zastoupeni v celkovém
bakterialnim spoleenstvu (DNA analyza) oproti zastoupeni v aktivnim spolecenstvu byl
vétsi rozdil mezi nejsvrchnéjsi vrstvou (0 — 15 cm), kde bylo procento vyskytu cca 40 % a
ostatnimi hloubkami, kde toto procento kolisalo v priméru kolem 15 % (Obr. 1). Tento
fakt by mohl znamenat, ze kmen Proteobacteria byl v minulosti vice omezen na svrchnéjsi
Casti pudy, které byly vice odlisné od ostatnich hloubek. Dnes dochazi vlivem klimatickych
zmén K rozostfovani jednotlivych hranic mezi hloubkami, tudiz i tento kmen je vice aktivni
1 v dalSich hloubkéch, protoZze mu to podminky dovoluji. Podivame-li se na zastoupeni
tohoto kmene v ,,suchém® a ,,vlhkém* scénati bylo jeho celkové (26 %) (Obr. 3) 1 aktivni
(43 %) (Obr. 4) zastoupeni vyssi v pfipadé ,,suchého scénare*. Tento trend potvrzuje vyse
zminéna fakta. Ackoliv jsou zastupci kmene Proteobacteria schopni existence v $iroké

Skale prostiedi, preferuji suché na ziviny bohaté lokality.

Kmen Acidobacteriota spole¢né s kmeny Actinobacteriota a Proteobacteria
dominoval svrchnim vrstvam permafrostu. Zastupci kmene Acidobacteriota se nejvice
vyskytovali v celkovém (16 %) (Obr. 1) 1 aktivnim (17 %) (Obr. 2) spolecenstvu bakterii v
hloubce 0-15 cm. Toto dominantni zastoupeni je logické, jelikoz bakterie patiici do kmene
Acidobacteriota jsou vyznamnymi rozkladac¢i biomasy a v téchto vrstvach je biomasa dobie
ptistupna. Jejich vyskyt s ptribyvajici hloubkou slébl, coz je zplisobeno nejen mensim
obsahem organického materialu, ale i zménou pH, které se zvysuje se zvétsujici se hloubkou
(Kim et al. 2014). Procentudlni zastoupeni v celkovém a aktivnim spoleCenstvu v riznych
hloubkach bylo témét shodné. Lze tedy predpokladat, Ze tento kmen ma vysoké adaptacni

schopnosti, které mu umoziuji prizptisobit se témer cele riznym podminkam. At uz to bylo
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klima, které se v Arktid¢ vyskytovalo pfed zamrznuti permafrostu, nebo podminky, které
jsou nyni charakteristické pro rizné vrstvy permafrostu. Ptiblizné stejné bylo i zastoupeni
Vv celkovém a aktivnim spolecenstvu ,,suchého* a ,,vlhkého* scénare (Obr. 3,4). Lehce vyssi
podil zastupcti kmene Acidobacteriota se vyskytoval v obou piipadech v ,,suchém® scénafi,
kde toto procento Cinilo 16 % v ptipadé DNA analyzy a 17 % v ptipadé RNA analyzy.
Avsak rozdil mezi ,,suchym* a ,,vlhkym* scénatem nebyly nijak vyrazné, coz znovu
poukazuje na schopnost zastupct kmene Acidobacteriota osidlit prostiedi s riznymi

chemickymi vlastnostmi.

Zastoupeni jedinci kmene Verrucomicrobiota s piibyvajici hloubkou v celkovych
i aktivnich bakterialnich spoleCenstvech klesalo. Zastupci tohoto kmene se nejvice
vyskytovali v hloubce 16-30 cm, kde v aktivnim spolecenstvu tvoiili 8 % a v celkovém
13 % (Obr. 1,2). Stejn¢ jako u kmenti zminénych vyse spole¢né s vétSim vyskytem ve
svrchnich vrstvach se vice vyskytuji v ,,suchém® scénati nez ve ,,vlhkém* (Obr. 3,4). Tyto
dvé skutecnosti spolu neodmyslitelné souvisi, protoze jak ve svrchnich vrstvach, tak
v suchém prostiedi je dostupnost kysliku a organické hmoty vyS$si nez v hlubsich vrstvach
a vlhkém prostiedi. Jedinci kmene Verrucomicrobiota patii mezi metanotrofni bakterie. Ty
spotfebovavaji metan a kratké fetézce uhliku, proto se vice vyskytuji pravé ve svrchnich
vrstvach permafrostu. Carere et al. (2017) ve své studii vSak popsali, Ze zastupci kmene
Verrucomicrobiota jsou adaptovani i na omezeni metanu a kysliku, a to pomoci oxidace
vodiku. Timto faktem muZe byt vysvétlen jejich vyskyt i v hlubSich vrstvach a vlhkém

prostredi.

Zastoupeni kmene Chlorofllexi mélo s ptibyvajici hloubkou zvySujici se tendenci.
Nejvétsi zastoupeni kmene Chloroflexi bylo jak v aktivnim spolecenstvu (24 %), tak
v celkovém spolecenstvu (28 %) v hloubce 106-120cm (Obr. 1,2). U analyzy celkového
spolecenstva dochdzelo k postupnému navySovani procenta zastoupeni s piibyvajici
hloubkou. U analyzy aktivniho spoleCenstva bylo zjisténo v hlubsich vrstvach rizné
kolisani zastoupeni ne vSak postupné nariistani. To miize byt zptsobeno, jak uz bylo vyse
feceno, tim, ze jednotlivé vrstvy byly diive ostieji vymezeny, ale nyni dochazi vlivem tani
k promichavani jednotlivych vrstev. Z obr. 3 a 4 vyplyva, ze zastupci kmene Chloroflexi
upiednostiuji prostiedi ,,vlhkého scénafe, a to v ptipadé slozeni celkového (21 %) i
aktivniho (13 %) spolecenstva. To Ze jejich vyskyt byl dominantnéjsi ve vétSich a vlh¢ich
hloubkach, které jsou charakteristické nizsi difuzi kysliku a mensi dostupnosti organického

materialu, poukazuje na fakt, ze zastupci kmene Chloroflexi nepotiebuji ke svému
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fungovani slunecni zareni a upfednostiiuji rozklad organického materidlu v anoxickém
prostfedi, 1 kdyz v takovém ptipad¢ je degradace dostupnych zivin méné G¢inna a

energeticky mén¢ vytézna.

Zastoupeni kmene Myxococcota se v ptipad¢ celkového i aktivniho spolecenstva
zvySovalo s pribyvajici hloubkou (Obr. 1,2). V pfipadé aktivniho spoleCenstva tvorili
zastupci tohoto kmene ve vSech hloubkach vyrazné vys$si procentualni zastoupeni nez
v piipad¢ celkového spoleCenstva. To lze odlivodnit tim, Zze se dokazali v urc¢ité mite
ptizpuisobit podminkam permafrostu, na rozdil od jinych kment, které zustaly
v permafrostu zachované v neaktivni formé z obdobi s jinym klimatem. V hloubce
106 - 120 cm byl jejich podil v celkovém spolecenstvu 6 % a v aktivnim spolecenstvu 24 %
z celkového bakteridlniho sloZzeni. V analyze vzorkii z mozného ,,suchého* a ,,vlhkého*
scénaie byl zaznamenan vétsi vyskyt ve ,,vlhkém™ prostredi (Obr. 3,4). Rozdil mezi té¢mito
dvéma scénafi nebyl v piipad¢€ analyzy celkového slozeni spolecenstva (DNA analyzy) tak
markantni jako v pfipad¢ analyzy aktivniho spolecenstva, kde bylo procentualni zastoupeni
v ,,suchém* scénafi 3 % a v ,,mokrém* scénati 10 %. To, ze DNA analyza z téchto dvou
prostfedi byla podobnd, a naopak v RNA analyze byly mezi prostfedimi vyssi rozdil mtze
znamenat, ze kmen Myxococcota pieziva v obou moznych scénafich v dormantnim stavu,
avSak jeho aktivita je vyraznéj$i v anoxickych podminkéch, cemuZ nasvédcuje i1 fakt, Ze
jeho nejvyssi vyskyt byl zaznamenan nejhloubéji v sebranych vzorcich. Dravy kmen
Myxococcota je pivodné aerobni kmen, ktery je schopny v neptiznivych podminkach
vytvaret plodnice, av§ak v rdmci tohoto kmene se vyskytuje fada nekultivovanych skupin,
které se vyskytuji na anaerobnich stanovistich, které se nesou geny pro fermenatci a redukci
dusitanl a sirand (Murphy et al. 2021). Kmen Myxococcota se tedy chovd podobné jako
kmen Chloroflexi.

Kmen Methylomirabilota byl dle DNA sekvenci zastoupen jak v ,,suchém* (2 %),
tak ,,vIhkém* scénaii (3 %). Avsak RNA sekvence ukazaly, ze jejich aktivita byla vyrazngjsi
v prostiedi ,,vlhkém* (10 %) (obr. 4) a to pravdépodobné& diky jejich schopnosti spojit dveé
zivotni strategie: anaerobni oxidaci metanu a redukci dusitanii v anoxickém prostiedi
(Versantvoort et al. 2018), kter¢ kvili horsi prostupnosti kysliku vlhké ptidy nabizeji. Tento
jev potvrzuje fakt, ze zastoupeni tohoto kmene bylo nejvyssi v hloubce 106-120 cm
v celkovém 1 aktivnim spoleCenstvu a Ze v hloubce 0-15 cm jejich zastoupeni v celkovém i

aktivnim spolecenstvu nedosahovalo ani 1 %.
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Kmen Cyanobacteria je kmenem fotoautotrofnich bakterii zavislych na dostupnosti
svétla. Energie ze svétla zachycuji pigmenty pfeménuji v chemickou energii, ktera
umozuje fixaci uhliku a dal$i metabolické procesy. Vétsi podil byl zaznamenan v aktivnim
(0,13 %) (obr. 2) nez v celkovém spolecenstvu (obr. 1). Oproti bakteriim se sinice vyskytuji
v permafrostu mnohonasobné méné. V této studii byly zjistény v hloubce 76-90 cm

aktivniho spolecenstva, kde predstavovaly 1 %.

[ Zavér

Bakterie v pudé hraji dilezitou roli v kolob&hu Zivin. S rostouci teplotou roste jejich
aktivita a zasadné ovliviiuje rozklad organického materialu. Jednim z klicovych problému
dnesni doby je, Ze se doposud zmrzly uhlik v permafrostu stdva oteplovanim prtistupnéjsi
pro mikrobialni rozklad a dochazi tak k uvolinovani sklenikovych plynt do atmosféry.

Tato studie zahrnuje vysledky sekvenci DNA a RNA a porovnava slozeni
jednotlivych spolecenstev z riznych hloubek a moznych scénait pii odtavani permafrostu.
Z vysledka vyplyva, ze arktickym pudam dominuje doména Bacteria. DNA sekvence
domény Archaea se také nachazeji ve vSech hloubkach, ale nepfesahuji 1 %. Dominantnimi
kmeny vsech hloubek a ,,suchého i ,,vlhkého* scénaie byly kmen Actinobacteriota,
Proteobacteria a Acidobacteriota a to diky Siroké Skale adaptivnich mechanismu a zastupcti
s riznymi Zivotnimi strategiemi, které jim umoziuji obsadit rizné prostfedi. Tyto kmeny
dominovaly vS§em ¢astem pudy, ale nejhojnéji byly zastoupeny ve svrchnich vrstvach, kde
figuruji jako vyznamni rozklada¢i organického materialu. Kmen Chloroflexi a
Verrucomicrobiota vykazovaly protichtidné trendy. Kmen Chloroflexi se spise vyskytoval
ve vlhkém prostiedi a vétSich hloubkach, coZz naznacuje preferenci anaerobniho zptsobu

zivota, naopak zastoupeni kmene Verrucomicrobiota s ptibyvajici hloubkou klesalo.

Celkoveé lze v této studii pozorovat n¢které opakujici se trendy. Ty kmeny, které se
vice vyskytovaly ve svrchnich vrstvach permafrostu preferovaly sussi prostiedi s vysokym
obsahem kysliku, naopak dominantni kmeny hlubsich vrstev se vice vyskytovaly na
anoxickych vlhkych stanovistich. Dale z porovnani DNA a RNA sekvenci 1ze odhadovat,
ze diive ptred zamrznutim permafrostu byly hranice jednotlivych vrstev ostieji odliSeny a
bylo v nich pfitomno vétsi mnozstvi aktivnich bakteridlnich kmend. Odtavanim
permafrostu dochazi k promichavani jednotlivych vrstev, ke zmén¢ chemickych vlastnosti
a vymezeni vrstev neni tak striktni. Z RNA sekvenci lze fici, Ze ve vzorcich nebylo tolik
aktivnich kment, jako tomu bylo pfed vznikem pemafrostu, avSak zastoupeni

Vv jednotlivych vrstvach je pestiejsi. Diky témto RNA sekvencim vime, ze bakterie
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v arktickém permafrostu aktivné metabolizuji a nejsou jen piezivajici v dormantnim stavu.
Podobné vysledky jsou uvedeny i v jinych studii z této oblasti (Venkatachalam et al. 2021,
Kim et al. 2014).

Do budoucna lze predikovat zmény slozeni aktivnich spolec¢enstvech v dusledku
zvysujicich se teplot a tim zvySeni zpracovani tak piistupnéjSiho uhliku. Zaroven aktivni
nebudou jen psychrofilni organismy, které jsou schopné aktivniho metabolismu v teplotach
pod bodem mrazu, ale i mikroorganismy, které jsou pouze chlad tolerujici, tudiz bude
vzrustat | konkurence mezi témito skupinami (Ricketts et al. 2020). Ditkkazem tohoto tvrzeni
muze byt i pfitomnost aktivnich, ale dosud nekultivovanych skupin bakterii i v analyze dat
této studie. Takovychto skupin bude s nejvétsi pravdépodobnosti pfibyvat, proto je nutné
dale pokradovat ve vyzkumu jednotlivych skupin bakterii a pozorovani odpovédi

bakterialnich spolecenstev na ménici se podminky.
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Obr. 7.: Procentualni zastoupeni bakterialnich kmenti v DNA sekvencich v riznych hloubkach
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