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1 Uvod

Mezi mikroorganismy, které se vyskytuji na ledovcich, patfi fasy, sinice, bakterie, viry,
mensi bezobratli avyjimec¢né¢ houby. Tyto mikroorganismy se nejcasteji vyskytuji
v pfirodnich nadrzkéch, které jsou znamé pod nazvem kryokonitové otvory, ty se vyskytuji
na velké Casti ledovct na Zemi. Na dné téchto nadrzek se nachazi tmavy sediment, ktery je
jak organického, tak anorganického ptvodu. Tento sediment slouZzi jako zdroj potravy pro

mikroorganismy (Rozwalak et al. 2022).

O zivoté v téchto otvorech a jeho fungovani vime stale relativné malo. Jeho porozuméni by
nam mohlo prozradit mnoho o mikroorganismech a jejich adaptacich na klima, které tplné
neposkytuje vhodné podminky pro zivot, a mohlo by nam to odpovédét na otazku, jak byly
mikroorganismy schopné prezit béhem doby, kdy byla témeéf cela nase planeta pokryta
snéhem a ledem. Déle by nam to mohlo prozradit mnoho o nasi planeté a o zménach, kterymi
si béhem svého zivota prosla. Navic by nam to také mohlo poskytnout nové zdroje materiald,
které by se mohly pouzivat 1 ve zdravotnictvi (Anesio a Laybourn-Parry 2012). Nakonec by
nam to mohlo pomoci pochopit historicky vyvoj a vznik rezistence na antibiotika. Mizeme
zde totiz sledovat vyvoj rezistence na antibiotika mimo klinické podminky. Poly jsou na to
totiz skvélym mistem, jelikoz to jsou mista s mensSi antropogenni cinnosti. (Depta

a Niedzwiedzka-Rystwej 2023).

Nanestésti pro nas kvili globalnimu oteplovani ustupuji ledovce po celé nasi planeté a s nimi
spolecné pomalu mizi i kryokonitové otvory (Constable et al. 2022). Proto je dulezité tyto
otvory a spoleCenstva v nich studovat, dokud jesté mame piilezitost. Mlze se stat, ze za par
let nékteré tyto jedine¢né utvary z nékterych oblasti nasi planety Zemé zmizi a my piijdeme
o dualezité informace, které by pro nas jednou mohly byt velmi uzite¢né. Navic by se mohlo
ukazat, ze v ledovcich jsou uschované mikroorganismy, které jsou patogenni. Pokud by se

tyto organismy dostaly z ledovcti ven, mohlo by to zpusobit celosvétovou epidemii.

Tato prace se zaméfuje na spoleenstva mikroorganismu z kryokonitovych otvort, ktera

pochazeji z Arktidy, konkrétné z Islandu a dale ze souostrovi Svalbard.



1.1 Pouzité zkratky
EPS Extracelularni polymerni latky

OTU operational taxonomic units

1.2 Arktida

Nase planetarni poly, Arktida na severu a Antarktida na jihu, pfedstavuji nejchladnéjsi mista
na Zemi. Arktida, charakterizovand zamrzlym mofem, kontrastuje s pevninskou
Antarktidou, pokrytou masivnimi ledovci. Oba tyto odlehlé regiony jsou charakteristické
svou drsnou, ledem pokrytou krajinou. Klicovym aspektem jejich klimatu je vysoké albedo,
tj. schopnost odrazet vétsSinu dopadajiciho slunec¢niho svétla zpét do atmosféry, diky cemuz
absorbuji pouze malé mnozstvi tepla. Tato unikatni vlastnost pfispiva k jejich extrémni
chladnosti. Nicménég, paradoxné se tyto oblasti ohfivaji rychleji nez zbytek planety, coz
poukazuje na slozity vliv klimatickych zmén v polarnich regionech. Nejniz§i teplota, ktera
byla kdy zaznamenana, byla —89 °C v Antarktid€. Pro organismy je velmi obtizné zit jak na
jednom, tak na druhém polu, nejen kvuli nizkym teplotam a krutému mrazu, ale i velmi
nepfiznivym povétrnostnim podminkdm (Rootes 1996). Jak v Arktidé, tak v Antarktidé
doslo béhem poslednich desetileti k velkému otepleni. Primémé rocni teploty se v Arktidé
od 80. let 20. stoleti zvysily priblizné o 4 az 6 °C (Constable et al. 2022). Oteplila se hlavné
pevnina, ale objevily se i oblasti, které se naopak ochladily, napfiklad v jiznim Groénsku,
Davisové prulivu a ve vychodni Kanadé (ACIA 2005). 1kdyz se Arktida i Antarktida
v mnoha mistech li§i, maji pfece jen n€kolik spolecnych rysu. A to hlavn€ jejich sezénnost,
tedy stfidani polarni noci a dne. To je zpusobeno sklonem osy rotace Zemé vzhledem k jeji
obézné draze kolem Slunce. Kdyz je pravé polarni noc, tak to znamena, ze Slunce na
minimalné jeden den nevystoupi nad obzor. Opakem polarni noci je polarni den. Jak dlouho
Slunce nevyjde, zavisi na zemepisné §ifce. Délka polarni noci spolu s nizkym thlem dopadu
slune¢niho zateni, kdyz je Slunce nad obzorem, ma za nésledek dlouhé zimy a kratka 1éta

(Crawford 2014).

Severni pol se nachazi na vrstvé ledu, ktery pokryva hluboky Severni ledovy ocean. Tento
led je neustale v pohybu diky moiskym proudim. Severni ledovy ocean pokryva piiblizné
14 miliont km?. Severni ledovy ocean ohraniCuje na jedné strané Severni Amerika a na

druhé Eurasie (Rootes 1996). Jediné spojeni s Arktidou je diky pralomim v Beringové
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prulivu a v severnim Atlantiku (ACIA 2005). Prazdné prostory v Severnim ledovém oceanu

jsou téméf zaplnény ostrovy, jako jsou Gronsko a Svalbard (Rootes 1996).

Severni pol se rozprostira presné na 90° severni Sitky. Pokud by se zde nékdo nachazel,
kamkoli by se podival, pokazdé by hledél na jih. Nejblizsi pevnina od Severniho pdlu je
ostrov Gronsko vzdaleny 560 km (Rootes 1996). Z klimatického hlediska je Arktida Casto
definovana jako oblast, kde je prumérna teplota v ¢ervenci nizsi nez 10 °C, ale primérné
ro¢ni teploty vzduchu se znacné lisi v zavislosti na lokalité. Dale je také charakteristicka
pritomnosti souvislého permafrostu, i1 kdyz existuji vyjimky (ACIA 2005). Pokud jde
o fyzickou hranici, tak ta neni zcela upfesnéna a védci se neshodnou, jak ji pfesné urcit.
Nejcasteji je urCena tzv. severni hranici lesa. To je pomyslna Cara, za kterou je pfili§ chladno
na to, aby tam mohly rist stromy. Na mofi se tato hranice zase udava pomoci ledového
ptikrovu mote. V zimé se ledova plocha rozsifi daleko do nitra Atlantského oceanu

a Beringova mote (Rootes 1996). Tato hranice je znazornéna na obr. 1.
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Obr.1: Severni hranice lesa. Ilustrace Robina Green

1.3 Svalbard

Svalbard je norské souostrovi v Severnim ledovém oceanu. Je to skupina ostrovi
roztrouSenych mezi 74° a 81° severni §itky a mezi 10° a 34° vychodni délky. Nejvét§im
ostrovem souostrovi je Zapadni Spicberk, nasleduji Severovychodni zemé a Edgetv ostrov.

Celkova rozloha ostrovi je 62 248 km? a z toho je pouze 59 % pokryto ledem (Liestol 1993).

Svalbard byl v cervnu 1596 predstaven modernimu svétu diky prazkumnikim Willemovi
Barentsovi a Jacobu van Heemskerckovi z Nizozemska. Pozdé&ji az v roce 1611 se sem
vypravili velrybati z Nizozemska, Anglie a dalsich statti. Od roku 1800 poklesl lov velryb
a ostrovy se zacaly vyuzivat k tézbé uhli. Dnes se Svalbard vyuziva k tézbé a rybolovu

(Britannica 2023).



Pro védecké ucely vzniklo na Svalbardu mnoho zakladen pro polarni expedice. Prvni
pruzkum provedl britsky kapitan C. J. Phipps v roce 1773. Nasledné v 19. stoleti v prizkumu
pokraCovali norsti, §védsti a némecti prizkumnici. Dalsi geologické prizkumy probihaly

v 20. stoleti a probihaji stale (Britannica 2023).

Za posledni Ctyfi az pét desetileti se teplota vzduchu na Svalbardu zvysila 03 az 5 °C
(Hanssen-Bauer et al. 2019). Pramérna teplota béhem zimy je pozoruhodné vysoka,
vezmeme-li v uvahu severni polohu Svalbardu. To je zpisobeno teplym Severoatlantickym
proudem, ktery dopravuje teplejsi atlantskou vodu na zapadni pobiezi Svalbardu. Tento
proud také ovliviiuje klima a udrzuje mote bez ledu 1 béhem zimy. Velké teplotni vykyvy
jsou pro Svalbard charakteristické a jsou zpusobeny predevsim stiidavym prechodem teplé

a studené fronty (Liestol 1993).

Primémé ro¢ni srazky na Svalbardu jsou kolem 700 mm, z toho nejvice srazek spadne na
jthozapadé Svalbardu (Hanssen-Bauer et al. 2019). Na zapadnim pobtezi Svalbardu je také
mnohem vyssi teplota nez na vychodé a severu, pfiblizné o 5° C. Primérna teplota se na
zapadé v Cervenci pohybuje asi kolem 5° C. Ve stejné oblasti se primérna teplota za obdobi
unor az bfezen, coz se povazuje za nejchladnéjsi ¢ast roku, obvykle pohybuje mezi —8

a—16 °C (Liestol 1993).

Vegetace na Svalbardu je zastoupena hlavné mechy a liSejniky, ale nalezneme zde i mnoho
cévnatych rostlin. Vyskytuji se zde 1 dfeviny, a to vrba polarni a briza zakrsla. Suchozemska
zvifata jsou zde chranéna zakonem. Patii mezi né€ sobi a polarni liSky. Mezi motskymi

zivocCichy zde mizeme nalézt ledni medvédy, tulené, mroze a velryby (Britannica 2023).

1.4 Island

Island je ostrov, ktery se nachazi v severnim Atlantském oceanu. Je rozprostieny mezi 63°
a 65° severni §irky a 13° a 24° zapadni délky. Celkova rozloha zeméje 103 100 km?a z toho
je pokryto pouze 11,5 % ledovci. Nejblizsi evropska pevnina je Skotsko, které je vzdaleno
od Islandu 800 km, ale Uplné nejblize je Gronsko, které je vzdaleno 290 km (Einarsson

1984).

I kdyz se Island nachazi na jizni hranici Severniho po6lu, ma pomérné mirné primoiské
podnebi. V Cervenci zde panuje teplota kolem 10—15 °C. (Thordarson a Hoskuldsson 2014).
Island se také nachazi mezi dvéma motskymi proudy: ato teplym Golfskym proudem

a studenym Vychodnim gronskym proudem, akvali tomu zde dochazi k rychlym
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a drastickym zmeénam pocasi (Einarsson 1984). Island je také znam svoji vulkanickou

¢innosti (Thordarson a Hoskuldsson 2014).

1.5 Ledovce

Ledovec je obrovska masa ledu, kterda se formuje z nahromadéného snéhu, jez se
transformuje béhem stovek, nékdy i tisict let (Sepehri 2007). K vytvoreni ledovce kromé
sn¢hu mohou pfispivat i destové srazky nebo mlha. Tento proces tvorby ledovcového ledu
je slozity a zdlouhavy (Paterson 1994). Cerstvé napadany snih se sklada z viogek oddélenych
vzduchovymi kapsami. Kdyz napadne dalsi snih, niz§i vrstvy jsou stlacovany a snéhové
vlocky se deformuji pod tlakem. Dochézi také k procesu CasteCného tani a naslednému
opétovnému zamrzani, které pfeméfiuje snéhové Castice na mensi, kulatéjsi ledové granule.
Tyto granule se postupné spojuji a tvoii nejprve firn, slozeninu z vétsich zrn. Dalsi stlacovani
firnu novym snéhem vede k jeho transformaci na husty, tvrdy ledovcovy led (Luhr 2004).
Tento proces vzniku ledovcového ledu je ilustrovan na obr. 2. Rychlost a charakter premény
snéhu na ledovcovy led zavisi predev§im na lokalni teploté a vlhkosti. Nejintenzivnéjsi
pfeména obvykle probiha v oblastech s Castym stfidanim obdobi tani a nasledného zamrzani

roztatého snéhu (Paterson 1994).
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Obr. 2: Tvorba ledovce. Ilustrace Betsy Wilkening
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Velikost ledovcli miize byt rizna. Malé ledovce mohou mit velikost mensi nez 1 km? a ty
vétsi mohou zaujimat rozlohu az 50 000 km? (Sepehri 2007). Nejvétsi ledovce se nazyvaji
ledové §tity, v dneSni dobé mame pouze dva ledovcové §tity, a to Gronsky a Antarkticky.
Tyto Stity nabyvaji rozsahu kontinentti. Ledovce predstavuji nejen klicovy zdroj sladké
vody, ale funguji také jako unikatni archivy historickych informaci (Luhr 2004). V jejich
vrstvach je zakonzervovan vzduch, ktery poskytuje cenné udaje o minulém klimatu
a atmosfére, sahajici az statisice let do minulosti. Vedle vzduchu se zde nachazi 1 ¢astice
jako prach, zavaty z dalekych oblasti, a vulkanicky popel, ktery byl po erupcich sopky
rozptylen do atmosféry a nasledné dopraven k ledovcim vétrem a srazkami. Tyto Castice 1ze

Casto nalézt ve spodnich vrstvach ledovcového ledu (Edmaier a Jung-Hiittlova 2005).

Mame mnoho typt ledovct, vétsinou jsou fazeny podle jejich tvaru nebo lokace. Mezi dva
nejzakladnéjsi patii: kontinentalni ledovec (také nazyvan ledovy S§tit) a horsky (tdolni)
ledovec. Kontinentalni ledovce jsou obii ledové desky, které se rozprostiraji po pevninach.
Muzeme je najit pouze na Jiznim poélu (Sepehri 2007). Pisobenim gravitace odtéka jejich
led ven z center k okrajum, kde z nich vybihaji ledovcové proudy a vytokové ledovce.
Horsky ledovec je naopak plocha ledu ve vysoké nadmotské vysce. Casto se oznaluje jako
feka ledu, ktera pod vlastni vahou stéké po svazich hor a do udoli. (Luhr 2004). Jak rychle
se bude ledovec pohybovat zalezi na tom, jak je svah piikry. Cim prikiejsi je, tim se ledovec
pohybuje rychleji, ale ovliviiuji to 1 dalsi faktory. Kdyz se ledovec pohybuje, obrusuje okolni
skaly a nasledné vytvorené tlomky tlaci pfed sebou ze svahu doli. Ledovce takto tvori
koryta ve tvaru pismene U a z materialu, ktery tlaci pted sebou, vytvareji valy, kterym se
tika morény (Slégl 2006). Horské ledovce miizou mit riizné tvary, zalezi hlavné na tvaru

pohoti, kde se nachazeji (Luhr 2004).

Ledovce na vrcholu posledni doby ledové zabiraly ptiblizné€ 30 % povrchu Zemé. V dnesni
dobé to je pouze asi 10 %. Skoro vSechny ledovce se dnes vyskytuji hlavné v oblasti
Antarktidy a Arktidy, dale je mizeme najit v horach mirného pasu a v tropickych oblastech
(Paterson 1994) a vyskytuji se na vSech kontinentech kromé Australie (Sepehri 2007). Aby
mohl ledovec vzniknout, musi byt splnény dvé podminky. Za prvé to je dostatek snéhovych

srazek a za druhé nizké teploty béhem 1éta, aby snih pretrval (Paterson 1994).

Ackoliv by se mohlo zdat, ze ledovce neposkytuji pfiznivé podminky pro zivot kvuli svym
extrémnim charakteristikam, skryvaji v sobé prekvapivé rozmanité formy zivota. VétSinou

jsou tyto zmrzlé krajiny osidleny mikroorganismy (Zawierucha et al. 2015; Anesio et al.
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2017). Aktivita téchto mikroorganismu je ovliviiovana fadou faktora (Laybourn-Parry et al.
2012). Zéasadni pro jejich preziti je piitomnost kapalné vody, ktera je nezbytna pro jejich
metabolické procesy. Na ledovcich a ledovych prikrovech nalezneme rtizné biotopy, jako
jsou snéhové vrstvy, povrchovy led, kryokonitové otvory, nebo prostor mezi ledem
a prekrytou horninou ¢i pudou, které poskytuji dostatecné mnozstvi kapalné vody pro
potifeby mikroorganismii (Anesio et al. 2017). Dalsimi faktory, které ovliviuji Zzivot
mikroorganismi v téchto podminkach, jsou zdroje energie, obsah zivin, teplota a pH

prostfedi (Garcia-Lopez a Cid 2017).

1.6 Zmény klimatu a globalni oteplovani

Klima na nasi planeté se velmi vyrazné méni a tim ovliviiuje nejen pfirodni ekosystémy, ale
1 zivot nés lidi (Ara et al. 2022). Zmeéna klimatu ma za nasledek vyrazné celosvétové
zvySovani teplot, rozsahlé tani ledovca, tani permafrostu a zmensovani rozsahu motského
ledu v Severnim ledovém oceanu, zvysovani hladiny moii a spousty dal§ich zmén (ACIA
2005 a Ara et al. 2022). Tyto zmény pfispivaji ke ztraté anebo k poruseni ekosystému, jako
jsou treba koralové utesy, dale snizuji kvalitu vody a potravin, deformuji infrastrukturu,
mohou se podilet na mortalit¢ a ovlivilovat zdravi populace, zapficifiuji migraci

a vysidlovani, a dokonce mohou mit vliv i na dusevni zdravi (Ara et al. 2022).

Vlivem globalniho oteplovani doslo béhem nékolika poslednich desetileti k rapidnimu
ustupu jak horskych ledovcu, tak ledovych stitd (Diolaiuti et al. 2011). Oteplovani je
doprovazeno narustem srazek, ale poklesem délky trvani snéhové pokryvky (ACIA 2005).
Oteplovani je zpusobeno sklenikovym efektem. Tento efekt zapficinuji sklenikové plyny,
které se nachazeji v nasi atmosfére. Mezi tyto plyny patii oxid uhlicity, metan, oxidy dusiku
avodni pary. Sklenikovy efekt zpusobuje to, Ze nase Zemé absorbuje cCast tepla ze
slune¢niho zéfeni, a tim se ohfiva jeji povrch. Dalsi Cast zareni se odrazi od povrchu a méla
by opustit nasi atmosféru. V atmosfére je ale absorbovana pravé sklenikovymi plyny, které
ji ven propousti jen v malé mife. Kvili tomu je teplota Zemé vyrazné vy$si, nez by byla,
kdyby neexistoval sklenikovy efekt. Velikost sklenikového efektu zalezi na mnozstvi vyse
zminénych plynd v atmosfére. Pokud jich v atmosféie bude vice, bude se zvedat i teplota

nasi Zemé (Kutilek 2004).

K podstatnému tstupu ledovci kvili oteplovani doslo po Malé dobé ledové (Houghton
1998). Mala doba ledova byla obdobim chladngjsiho klimatu, které probéhlo piiblizné od
14. do 19. stoleti. Bylo to obdobi, kdy se teploty v Evropé a Severni Americe vyrazné snizily
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a doslo k rozsahlym zménam v podnebi (Wanner et al. 2022). Tani ledovci napomaha
k zvySovani hladiny oceanu (Barry 2006). Hladina moti se rychle zvysuje a bude se zvySovat
i nadale. Do roku 2022 byl primérny kazdoroc¢ni nartist hladiny mofii odhadovan na pfiblizné
3,3 milimetrti. Mezi hlavni pficiny patii jiz zminéné tani ledovct a ledovych prikrovi, ale
také termalni roztaznost oceant. Predpoklada se, Zze do roku 2050 bude vice nez jedna
miliarda lidi, ktefi obyvaji pfimofské zony, v ohrozeni kvuli zménam klimatu (Glavovic et
al. 2022). Tyto oblasti, které lezi nejnize, jsou ¢asto nejurodnéjsi a nejhustéji zalidnéné
(Houghton 1998). Ustup ledovcd také ovliviiuje zdroje vody — nejen pitné, ale i vody

vyuzivané v zemeédelstvi (Barry 2000).

1.7 Kryokonit

Kryokonitové otvory jsou malé nadrzky, které jsou naplnéné vodou, jak je vidét na obr. 3.
Tyto nadrzky mohou mit velikost jen nékolik milimetrii, ale mohou dorust i velikosti desitek
centimetri (Anesio et al. 2017). Béhem velmi nizkych teplot, tedy hlavné v zimnich
mesicich, mohou kryokonitové otvory zamrznout, zcela nebo caste¢né. Oproti tomu
v teplych obdobich byvaji otvory oteviené, ale samoziejmé existuji 1 vyjimky (Zawierucha
et al. 2015). Na dné téchto otvort se nachazi tmavy sediment, ktery tvori granule. Tento
material je jak organického, tak anorganického pavodu ahraje dulezitou roli
v biogeochemickych cyklech (Rozwalak et al. 2022). Organickd hmota zahrnuje Zzivé
amrtvé mikroorganismy, jejich exsudaty, produkty rozkladu, alochtonni biotickou
a biogenni hmotu. V anorganické hmoté pfevazuji mineralni ulomky, Casto fylosilikaty,
tektosilikaty a kfemeny (Cook et al. 2016). Cela tato hmota se nazyva kryokonit. Termin
pochazi ze starovéké fectiny a v prekladu to znamena doslova chladny prach (Rozwalak et
al. 2022). Kryokonitové otvory miizeme nalézt pouze na ledovcich, které se nachazeji ve
vysokohorskych oblastech a vysokych zemépisnych Sitkach (MacDonell a Fitzsimons
2008).
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Obr. 3: Kryokonitové otvory. Foto Cook J. M.

Smés, ktera tvoii kryokonit, se na ledovce dostava z raznych zdroji. Bud’ mize jit o material
z mistnich zdroju, jako jsou morény, stény okolnich udoli, roztaty ledovcovy material, anebo
z Castic transportovanych vétrem ze vzdalenych pousti nebo vulkant, z antropogenni
¢innosti, a dokonce i z mimozemské hmoty (Rozwalak et al. 2022). To, odkud smes pochazi,
muze dale ovliviiovat velikost kryokonitovych granuli, které se v kryokonitovych otvorech
vytvareji. Ovliviiuje to také seskupeni mikroorganismu, ato hlavné diky chemickému
slozeni. Dale barva sedimentu muze také ovlivnit rychlost vzniku kryokonitovych otvort.

Cim tmav$i sediment, tim rychleji se otvor vytvoii (Cook et al. 2016).

Otvory se tedy tvoti diky jiz zminénému navatému, tmavému organickému a anorganickému
materialu, ktery zacne snizovat albedo ledu pod timto materialem. Ten zacne pohlcovat
slunecni zafeni misto toho, aby ho odrazel a kvili absorbovanému teplu se tato Cast ledu
zacne rozpoustét a zacne tvorit malé otvory naplnéné roztatou vodou, jak je vidét na obr. 4.
Tvorbu kryokonitovych otvord ovliviiuji také mikroorganismy, které jsou na led
transportovany spolecné s materialem pomoci vétru (Kaczmarek et al. 2016). Nejcasteji maji
kryokonitové otvory tvar valce, ale miizeme nalézt i slozit&jsi tvary, zalezi samoziejmé na
mnoho faktorech jako je poloha, typ ledu, hydrologie a rozprostfeni sedimentu (Cook et al.
2016). Vétsinou nedokazeme urcit stafi kryokonitovych otvoru, ale geochemické podminky
v chladnych, ledem pokrytych antarktickych kryokonitovych otvorech naznacuji stari
izolace neyméné deset let. Dale studie sledujici ¢astice na tajicich ledovcich ve Svalbardu

naznacuji pretrvavani déle nez jednu sezonu tani (Laybourn-Parry et al. 2012).
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Obr. 4: Tvorba kryokonitového otvoru. Ilustrace Kaushik Patowary

Mikroorganismy nachéazejici se v kryokonitovych otvorech mohou pomoci latek, které
produkuji, zmeénit povahu sedimentu, a tim se vytvareji kryokonitové granule. Tyto granule
jsou smesi sedimentu a mikroorganismu a vyskytuji se na dné kryokonitovych otvort
(MacDonell a Fitzsimons 2008). K tvorbé granuli pfispivaji nejvice extracelularni
polymerni latky (EPS), které funguji jako lepidlo a drzi celou smés pohromadé¢. EPS jsou
produkovany zejména sinicemi (Anesio et al. 2017). Kryokonitové granule jsou povazovany
za zcela nejrozmanitéj§i supraglaciadlni mikrobialni stanovisté. Obsahuji spolecenstva
mikroorganismu s nékolika riznymi trofickymi stupni. Tato spoleCenstvi si na urcity Cas
vystaci s produkty, které jsou zde produkovany, a mohou existovat i izolovana od vn¢jsiho
svéta, aniz by potfebovala néjaké produkty z vnéjsku (Cook et al. 2016). Celkova velikost
kryokonitovych granuli je rizna. Velikost ovliviiuje pfipojeni granuli pomoci vlaken sinic,
dale adheze castic pomoci EPS a degradace organické hmoty heterotrofy uvnitt a kolem
granuli (Anesio et al. 2017). Granule byvaji nejcastéji sférické, ale jejich velikost

i morfologie je vysoce prostorove variabilni (Cook et al. 2016).

Kryokonitové otvory tvori homogenni spoleCenstvi mikroorganismu. To je zptsobeno jejich
stabilitou a odolnosti vi¢i rychlym zménam prostiedi po dobu minimalné jedné nebo dvou
sezon. Toto samoziejme neplati pro vSechny otvory, zalezi hlavné na typu ledovce, kde se
kryokonitové otvory nachazeji. I kdyz kryokonitové otvory tvoii homogenni spoleCenstvi,
neznamena to, ze ve vSech otvorech je seskupeni mikroorganismi stejné, praveé naopak.
Kazdy kryokonitovy otvor ma své vlastni jedine¢né seskupeni mikroorganismi (Zawierucha
et al. 2015). Kryokonitové otvory jsou vlastné¢ samostatnymi ekosystémy, které obsahuji

bohaty bakterialni zivot v sedimentech a kapalné vodé, av posledni dobé si ziskaly
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pozornost mikrobialnich ekologt, ktefi je chtéji vyuzit jako ,pfirodni mikrokosmy* ke

studiu mikrobialnich spoleCenstev (Darcy et al. 2018).

1.8 Mikrobialni zivot na ledovcich

VétSina  mikroorganisma, které ziji na ledovcich avpolarnich oblastech, je
psychrotolerantni a psychrofilni. Psychrotolerantni znamena, Zze organismus, ikdyz
preferuje ke svému zivotu a rustu vyssi teploty (pfiblizn€ kolem 20 °C), mtze prospivat i pfi
niz§ich teplotach, které sahaji az k 0 °C. Oproti tomu se psychrofilnim organismim nejlépe
dafi pii teplotach 15°C a méné (Garcia-Lopez a Cid 2017). Mikrobialni spolecenstvi
v kryokonitu jsou nejvice podobna tém, ktera se nachazeji ve sladkovodnich sedimentech
mirného pasma. Ale oproti t€émto organismim jsou mikroorganismy v kryokonitovych
otvorech vystaveny vicenasobnému tlaku v dusledku nizkych teplot a kolisavych podminek
prostiedi (Poniecka et al. 2020). Arktické mikroorganismy jsou nejen odolné vici mrazu,
ale nékteré mohou metabolizovat pii teploté az —39 °C (ACIA 2005). Napiiklad nékteré
mohou produkovat nemrznouci proteiny, které jsou funk¢ni i pfi nizkych teplotach, anebo
dokazi produkovat proteiny, které jsou schopné syntetizovat jiné proteiny za nizkych teplot
(Garcia-Lopez a Cid 2017). Mikroorganismy odolné vuci chladu jsou obvykle také odolné
vuci suchu. Dale jsou tolerantni k mechanickému naruseni a UV zafeni (ACIA 2005).
Ochranu proti UV zafeni jim poskytuji jejich pigmenty. VétSinou jsou tyto organismy tmaveé
barvy, ale vyskytuji se zde i organismy, které jsou pruhledné (Garcia-Lopez a Cid 2017).
Maji také kratkou generacni dobu, ktera muze usnadnit rychlou adaptaci na nové prostiedi

spojené se zmenou klimatu a UV zatfenim (ACIA 2005).

Mikrobialni aktivity na povrchu ledovct zahrnuji primarni a sekundarni produkci uhliku,
fixact dusiku a virovou infek¢nost (Anesio et al. 2017). Pfevazné primarni producenti
zpusobuyji to, ze kryokonitové otvory jsou jednou z nejvétSich zasobaren zivin v ledovcovém
systému (MacDonell a Fitzsimons 2008). Potravni sit' v kryokonitu je udrzovana pomoci
fotoautotrofii. Tito primarni producenti ziskavaji energii ze slune¢niho svétla a diky nému
fixuji atmosféricky CO» a pretvareji ho na organickou hmotu. Ta dale slouzi jako potrava
pro heterotrofy. Heterotrofové metabolizuji organickou hmotu, ktera byla vytvofena pfimo
v otvoru, anebo tu, ktera byla transportovana z vn&jsku. Heterotrofni spolecCenstva
v kryokonitu jsou ¢asto riiznoroda a obvykle v nich dominuje Siroka skala bakterii (Cook et

al. 2016).
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Hlavnimi producenty kryokonitovych otvora jsou jednobunécné a vlaknité fotosyntetizujici
sinice a rosivky (Anesio et al. 2017). Jsou rozsifeny ve vSech suchozemskych a mélkych
vodnich biotopech a ¢asto vytvareji viditelnou biomasu. V mélkych tekoucich nebo stojicich
vodach vytvareji slizovité shluky, které plavou ve vodé€, ale jsou prichyceny k pevnému
materialu pod ni (ACIA 2005). Sinice v kryokonitovych otvorech vytvareji proteiny, lipidy,
polysacharidy a dal§i sekundarni metabolity, které poté uvoliiuji do prostfedi. Na téchto
produktech se zivi ostatni mikroorganismy, které se v otvorech nachazeji. Dale vlaknité
sinice dopomahaji k tvorbé kryokonitovych granuli pomoci svych vlaken (Anesio et al.
2017). Arkticka padni avodni mikrofléra je tvofena predev§im druhy z Celedi
Cyanobacteria, Chrysophyceae, Charophyceae, Ulvophyceae a Zygnemaphyceae (ACIA
2005).

Mezi bakteriemi v kryokonitovych otvorech dominuji hlavné heterotrofni bakterie.
Vyskytuji se nejvice v sedimentech, kde je dostatek organického uhliku, ktery vyuzivaji
k potravé. Jejich pocet se rizni, zalezi na oblasti a obdobi (Laybourn-Parry et al. 2012).
Heterotrofni bakterie v kryokonitovych otvorech rozkladaji organickou hmotu, diky ¢emuz
dopomahaji ke kolobéhu zivin vtomto prostfedi. Jako priklad heterotrofnich bakterii
muizeme zminit Proteobacteria, zejména Alpha a Beta-Proteobacteria, Bacteroidetes
a Actinobacteria. V kazdém kryokonitovém otvoru je trochu jiné slozeni kolonii bakterii.
Slozeni se muze liSit mezi kryokonitovymi otvory na stejném ledovci, mezi sousednimi
ledovei amezi polarnimi oblastmi (Anesio et al. 2017). Bakterialni komunity
z kryokonitovych otvorti jsou znamé svou odolnosti vici antibiotikim. Neékteré bakterie
izolované z kryokonitovych otvorti maji dokonce navic schopnost produkovat specialni

nemrznouci proteiny (Zawierucha et al. 2015).

Viry v tomto prostiedi zastavaji ekologickou roli podobnou predatorim, ktefi se hlavné zivi
na bakteriich. Jde tedy o bakteriofagy, které vniknou do bakterie a nasledné prostrednictvim
virové lyzy svého hostitele zabiji. Diky tomu ovliviuji recyklaci a export uhliku a zivin

v kryokonitovych otvorech. A dale také kontroluji populaci bakterii (Cook et al. 2016).

Houby se na Arktidé€ vyskytuji ziidka. Bud’ se zde nachazeji v malém mnozstvi anebo uplné
chybi. Ani bé&zné houby, jako jsou tieba Aspergillus, Alternaria, Botrytis, Fusarium
a Rhizopus, se zde prosté nevyskytuji, a dokonce i Penicillium je zde vzacné. Naopak vodni

houby se zde vyskytuji hojné, zejména Chytridiales a Saprolegniales. Ty se sem
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pravdépodobné dostavaji s kazdorocni migraci vodnich ptakti na Arktidu. Nejsou tedy

endemické a jsou rozsifené po celém svete (ACIA 2005).

Jednim z nejbéznéjsich bezobratlych, které mizeme nalézt na ledovcich po celém svété, jsou
zelvusky. Zelvusky na ledovcich funguji hlavné jako predatofi. Mohou pozirat jak bakterie,
tak viry, ale mizeme zde nalézt i bylozravé jedince, ktefi se zivi na sinicich a fasach
(Zawierucha et al. 2022). Jak zelvusky, tak napfiklad 1 vifnici, jsou organismy, které jsou
dobfe prizplisobené extrémnim podminkam. Pokud by napfiklad panovaly az moc nizké
teploty nebo by nebylo dostatek vody, mohou tyto organismy vstoupit do anabidzy. To je
stadium, ve kterém se tyto organismy nemohou rozmnozovat a dale vyvijet, dochazi také
k preruseni vSech metabolickych pochodi. Kdyz se vrati pfihodné podminky, stanou se opét

aktivnimi a zac¢nou se rychle rozmnozovat (Zawierucha et al. 2015).
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2 Cile prace

Hlavnim cilem bakalafské prace byla izolace DNA z vybranych ledovcovych biotopt
a analyza dat ziskanych z riznych c¢asti Arktidy a zpracovani reSerSe zabyvajici se

mikrobialnim spolecenstvem ledovct.
Dale byly stanoveny tyto dil¢i cile:

1) Pomoci sekvence urcit taxonomické slozeni mikrobidlnich spoleCenstev. Porovnat,
jak se tato spoleCenstva li§i mezi ledovci a urcit, které taxonomické a funkcni
skupiny na jednotlivych ledovcich prevladaji.

2) Porovnat ziskana data s daty z literatury.

3) Charakterizovat mikrobialni spolecenstva na zaklad€ jejich taxonomie i funk¢ni role

v ekosystému ledovcu.
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3 Materidly a metody

3.1 Pouzité vzorky a jejich sbér

Vzorky byly odebrany celkem z osmi ledovci. Z toho jeden pochazi ze Severovychodni
zemé, dva ze stiedu Zapadniho Spicberku, jeden ze severu Spicberku a étyfi z Islandu.

Dohromady bylo pracovano s 56 vzorky. Bliz§i informace jsou uvedeny v tab. 1.

Odbér probihal za sterilnich podminek pomoci sterilni pipety a za pouziti laboratornich
rukavic, pfiCemz vzorky byly ukladany do Whirl-Pak® sackd. Odbér byl proveden
Skolitelkou této prace. Pred dalSim zpracovanim byly vzorky zmrazeny na —-20 °C
auchovany v mrazdku. Cilem bylo ziskat reprezentativni vzorky z kazdého ledovce.
U vzorkt s vysokym poctem exemplait se jedna o transekty. Kazdy vzorek zde reprezentuje
jeden kryokonitovy otvor. Z kazdého otvoru bylo odebrano piiblizné 50 g materialu. Vzorky
byly sbirané v pravidelnych intervalech od Cela ledovce az do vzdalenosti pfiblizné 1 km do
vnitrozemi. U zbyvajicich vzorka se jedna o smésné vzorky. Ty byly odebirany stejné
pipetou do sacku, akorat bylo odebrano malé mnozstvi z cca 50 kryokonitt po celé ablacni
z6né€ do jednoho az tfi smésnych vzorkd. Cilem bylo maximalni pokryti ledovce, aby byly
vzorky maximalné reprezentativni. Vzorky byly po odebrani zmrazeny a prevezeny do

laboratore na Centrum polarni ekologie, kde jsou uchovavany.
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Tab. 1: Seznam ledovct, ze kterych byly pouzity vzorky a jejich lokace

Datum

Nazev ledovce Podet vzorku Lokace Soufadnice Sbéru

Stred Zapadniho

gpicberku, Svalbard
78.70N, 16.79W 20.07.2017

Ebbabreen 6

Falljokull 2 Island
63.98N, 16.73W 14.09.2020

Severovychodni

Goosbukta breen 16 zem&, Svalbard

80.20N, 19.93E 18.07.2018

Langjokull 15 Island
64.70N, 20.14W
. Sever Spicberku,
Lingbreen 5 Svalbard
79.81N, 12.24W 25.07.2018
Stred Zapadniho

Nordenskioldbreen 2 gpicberku, Svalbard

78.68N, 17.12E  3.08.2019

Skaftafelsjokull 2 Island

64.05N, 16.87W
Solheimjokull 8 Island

63.56N, 19.30W 05.09.2020
Celkem 56

3.2 Izolace DNA

Vzorky byly nejdiive rozmrazeny (pfes noc ve tmé pii teploté +4°C) a poté byly zpracovany

pomoci kitu Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit od vyrobce Zymo research.

Nejdiive bylo do zkumavky ZR BashingBead™ Lysis Tube dano pfiblizné 150 mg
sedimentu a bylo pfidano 750 pl roztoku BashingBead™ Buffer. Takto pfipravena
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zkumavka byla poté umisténa do pfistroje pro mechanické rozruseni DNA (bead beater),
nastaveného na maximalni rychlost po dobu péti minut. Dale byl tento vzorek centrifugovan
jednu minutu pii zrychleni 10 000x g. Nasledné bylo 400 ul supernatantu pievedeno pies
filtr Zymo Spin™ III-F Filter do sb&mé zkumavky a vzorek byl centrifugovan jednu minutu
pfi zrychleni 8 000x g. Do této sbérné zkumavky bylo ke vzniklému filtratu pfidano 1 200 pl
roztoku Genomic Lysis Buffer a smés byla poradné promichéana. Poté bylo 800 pl této smeési
pfesunuto do Zymo-Spin™ IIC Columm, ktery byl vloZen v nové sbémé zkumavce
a zkumavka se nechala centrifugovat po dobu jedné minuty pii zrychleni 10 000x g. Smés
byla ze zkumavky déle vylita a zbylych 800 pl smési bylo pfesunuto do stejného Zymo-
Spin™ TIC Columm a opét probéhla centrifugace po dobu jedné minuty pfi zrychleni
10 000x g. Nasledné byl Zymo-Spin™ IIC Columm z predchoziho kroku pienesen na novou
sbérnou zkumavku abylo pfidano 200 ul DNA Pre-Wash Buffer abyla provedena
centrifugace po dobu jedné minuty pii zrychleni 10 000x g. Déle bylo pfidano 500 ul g-DNA
Wash Buffer aopét byla provedena centrifugace po dobu jedné minuty pii zrychleni
10 000x g. Zymo-Spin™ TIC byl dale ptesunut do 1,5 mililitrové mikrozkumavky a bylo
ptidano 100 ul DNA Elution Buffer a byla provedena centrifugace po dobu 30 sekund pfi
zrychleni 10 000x g. Takto eluovana DNA byla pievedena do Zymo-Spin™ III-HRC Filter
(ten musel byt pfed timto krokem nejdfive procistén, tak ze byl vlozen do Cisté sbérné
zkumavky a bylo k nému pfidano 600 pl Prep Solution a byla provedena centrifugace po
dobu tifi minut pifi zrychleni 8 000x g), ktery byl vlozen v ¢isté 1,5 mililitrové
mikrozkumavce a byla provedena centrifugace po dobu tii minut pfi zrychleni 10 000x g
(Zymo research). Takto pfipravend DNA byla uchovana v mrazéku pii —20 °C, nez byla dale

zpracovana.

3.3 PCR

Pro PCR analyzu byl pouzit Top Bio PP Master Mix. V tomto kroku doslo k amplifikaci
16S rRNA prokaryotickych genii. Pro amplifikaci byl vyuzit forward primer BactF357,
ktery je specificky pro V3 az V4 oblast, oznaCenou sekvenci 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3' a reverse primer BactR805,
ktery je specificky pro oblast V3 az V5 se sekvenci
5" - GTCTCGTGGGCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'. Pro sekvenovani byla
z nékolika divoda vybrana oblast V3 az V4, ktera ma piiblizné 448 bp. Za prvé nam tyto

oblasti poskytuji dobré taxonomické rozliSeni, dale tato oblast je jak konzervativni, tak
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variabilni, a nakonec tato oblast je hojné vyuzivana v mnohych studiich a publikacich, které

se zametuji praveé na téma kryokonitu, coz posléze usnadiiuje porovnani dat.

Do 50 ul mikrozkumavky bylo v digestofi napipetovano:

125w ... Plain PP Master Mix (2x)

| T Primer 1

| T Primer 2

O 5ul ..o PCR H20

T oo Vzorek DNA (mimo digestor)

Tim byl dosazen celkovy objem reakéni smési ve zkumavce 25 pl. Samotna PCR probihala

v BIORAD T100™ Thermal cycle, ktery pouzival nasledujici program:

Inicidlni denaturace ........... 98 °C po dobu 3 min 30 cyklu:
Denaturace ...................... 98 °C po dobu 10 s

Zihani primerd ..................55 °C po dobu 15 s

Elongace ........................72 °C po dobu 30 s

Finalni extenze ................. 72 °C po dobu 10 min

3.4 Elektroforéza

Pro vizualizaci PCR produktd byla pouzita agarézova gelova elektroforéza za pouziti
Agarose SERVA for DNA electrophoresis. Vyroben byl 1,5% agarézovy gel smichanim
0,75 g agardzy s 50 ml 1x TAE pufru. Smés byla zahfivana v mikrovinné troubé&, dokud
nebyla zcela prihledna. Po CasteCném ochlazeni bylo pfidano 5 ul Gelgreen Nucleic Acid
Stain (10 000x koncentrace v DMSO). Ztuhly gel byl nasledné€ umistén do elektroforetické
komory naplnéné 1x TAE pufrem. Vzorky DNA, smichané s DNA Loading Dye Bufter
Double Blue, byly aplikovany do jamek v gelu. Do prvni jamky byl pfidan GeneRuler
1 kb DNA Ladder ready-to-use (0,1 pg/ul). Samotnd elektroforéza probihala pfi
100 V priiblizn€ 45 minut. Po skonceni elektroforézy doslo k vizualizaci vysledkt pod UV

zatfenim v NU Genius syngene.
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3.5 Kvantifikace

Kvantifikace probéhla pied sekvenovanim pro kontrolu vzorku, jestli obsahuji dostatek

DNA k analyze. Ke kvantifikaci byl pouzit Qubit® dsDNA HS Assay Kits.

Nejprve bylo nutné vypocitat hodnotu N, ktera odpovida celkovému poctu standardu
a analyzovanych vzorkt. Pokud byly napiiklad pouzity dva standardy (dva standardy se
pouzivaji vzdy) a bylo analyzovano 10 vzorkl, byla hodnota N = 12 (2+10=12). Dale byl
vytvofen pracovni roztok. Ale nejprve bylo nutné vypocitat, kolik pul Qubit Buffer bude
potfeba na pfipravu tohoto roztoku. Mnozstvi bylo urCeno tak, ze byla N hodnota
vynasobena 199. Pokud tedy hodnota N byla 12, bylo nutné napipetovat do zkumavky
2 388 ul Qubit Buffer. Déle bylo do této zkumavky pfidano ¢inidlo Qubit reagent (200x).
Toto ¢inidlo nesmélo byt vystaveno pfimému svétlu, protoze je fotosensitivni a mohlo by
dojit k jeho znehodnoceni. Mnozstvi pridaného Qubit reagent bylo rovno hodnoté N. Tedy
pokud hodnota N byla 12, tak bylo k Qubit Buffer pfidano 12 ul Qubit reagent. Ani tato smeés
nesméla byt vystavena pfimému svétlu. Pfed dalsim krokem byla zkumavka timto roztokem
zvortexovana priblizné na tfi sekundy. Nasledné byly pfipraveny zkumavky a do kazdé bylo
z ptipraveného roztoku ptfidano 190 ul. Poté bylo do jedné zkumavky ptidano 10 pl Qubit
HS Standart 1 (0 ng/ul), do druhé zkumavky bylo pfidano 10 pul Qubit HS Standart
2 (10 ng/ul) a do zbylych zkumavek byly ptidany vzorky, kazdy také po 10 pl. Nakonec byly

standardy i vzorky vlozeny postupné do Qubit 3.0 Fluorometru (Thermo Fisher Scientific).

3.6 Sekvenovani

Vzorky, u nichz kvantifikace potvrdila dostate¢né mnozstvi DNA, byly nasledné zfedény na
koncentraci 2-5 ng/ul. Tyto pfipravené vzorky byly poté odeslany do sekvenacniho centra
Seqme. Zde bylo provedeno sekvenovani DNA pomoci metody Illumina MiSeq pair-end

sequencing: V3-V4 region.

3.7 Analyza dat

Analyza dat ziskanych z vyzkumu ledovcovych mikrobiéalnich spoleCenstvi byla provedena
pod vedenim Marie Sabacké s vyuzitim systému Qiime2 a nasledovanim pipeline DADA2.
V ramci této analyzy byly DNA sekvence z mikrobialnich vzorki importovany do formatu
kompatibilniho s Qiime2. Nasledovala kontrola kvality a filtrace dat, béhem které byly
odstranény chybné a nekvalitni sekvence. Tento proces zahrnoval eliminaci chybnych

nukleotidi a dikladnou kontrolu kvality ¢teni. Dals§im krokem bylo sestaveni ampliconl pro
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spojeni kratSich sekvenci do delSich reprezentativnich usekd a nasledny clustering sekvenci
do operational taxonomic units (OTU), definovanych na zékladé 97% miry podobnosti. Pro
taxonomickou klasifikaci byla vyuzita databaze SILVA, v niz byly experimentalni sekvence
porovnany s referen¢nimi sekvencemi. Vysledkem bylo vytvoreni ,feature table‘, ktera
sumarizovala zastoupeni jednotlivych mikroorganismii v ramci vzorkd. Tato tabulka
poskytla zaklad pro nasledné statistické analyzy dat. Systém Qiime2 byl pouzit pro rizné
metody analyzy a vizualizace dat, vCetné analyz beta diverzity a tvorby taxonomickych
dendrogramti. Pro vizualizace a tvorbu grafii byl specificky pouzit QIIME2 view, coz

umoznilo efektivni prezentaci a interpretaci ziskanych vysledki (Robeson et al. 2021).
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4 Vysledky

4.1 Elektroforéza
Vysledky elektroforézy jsou zobrazeny na obr. 5 az 7.

Elektroforéza prvniho gelu se nezdafila. VSechny vzorky vysly negativné. Pravdépodobné
mohlo dojit k chybé pfi nanaseni vzorkt na gel. Mezi vzorky, které byly umistény na tento
gel, byly vzorky: Fall 3, Lang 1B, Lang 2B, Lang 3, Lang 4, Lang 5, Lang 6, Lang 4B, Lang
6A, Lang 1A, Lang 3A, Lang 5A, Lang 6B, Skafta 1, Solh 5A, Solh 4, Solh 2A, Solh 5B

2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16

Obr. 5: Gel s produkty PCR. Zleva doprava: 1. ladder GeneRuler 1 kb DNA Ladder ready-
to-use, 2. EBBA 1, 3. EBBA 2, 4. EBBA 1A, 5. EBBA 2A, 6. Nord cry 2A, 7. Goos
bukta breen 3A, 8. Goos bukta breen 4, 9. Goos bukta breen 6A, 10. Goos bukta breen 1,
11. Goos bukta breen 2A, 12. Goos bukta breen 3B, 13. Goos bukta breen 4A, 14. Goos
bukta breen 5A, 15. Goos bukta breen 6B

27



1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

10000 bp ——
3000 bp —

1000 bp ——
750 bp —

500 bp —
250bp —

Obr. 6: Gel s produkty PCR. Zleva doprava: 1. ladder GeneRuler 1 kb DNA Ladder ready-
to-use, 2. Goose bukta breen 2, 3. Ling 3, 4. Goose bukta 8, 5. Solh 3, 6. Lang 1, 7. Ling 2,
8. Ling 10, 9. Lang 3B, 10. Lang 4A, 11. Goose bukta breen 5, 12. Goose bukta breen 9,
13. Solh 5
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10000 bp —

3000 bp ——

1000 bp——
750 bp —
500bp—"

250 bp—"

Obr. 7: Gely s produkty PCR. Levy gel zleva doprava: 1. ladder GeneRuler 1 kb DNA
Ladder ready-to-use, 2. EBBA cryo sed dolni cast, 3. Skafta 1, 4. Ling 8, 5. EBBA Breen
cryo sed, 6. Goose bukta breen 3, 7. Goose bukta breen 6. Pravy gel zleva doprava:

1. ladder GeneRuler 1 kb DNA Ladder ready-to-use, 2. Nord cry 2, 3. Ling 5, 4. Solh 1, 5.
Solh 2, 6. Fall, 7. Goose bukta breen 7

Na gelu na obr. 5 vysly negativné€ pouze vzorky 7, 10 a 11, ostatni vysledky vySly mezi 500—
750 bp. Ztoho vzorky 5, 6, 12, 14 a 15 vySly vizudlné slabsi. VSechny vysledky
elektroforézy z gelu na obr. 6 vysly mezi 500-750 bp. Z toho byly vzorky 5, 6,9, 10 a 13
vizualné slabsi. Na gelu (levy) na obr. 7 opét vSechny vysledky elektroforézy vysly mezi
500-750 bp. Z toho byly vzorky 3, 4 a 5 vizualn¢ slabsi. Na pravém gelu na obr. 6 opét
vSechny vysledky elektroforézy vysly mezi 500750 bp. Z toho byl pouze vzorek 3 vizualné

slabsi.
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4.2 Kvantifikace

Vysledky kvantifikace jsou vidét v tab. 2.

Tab. 2: Vysledky kvantifikace

, , Pavodni Koncentrace Qubit
Nazev vzorku Nazev ledovce koncentrace [ng/uL] tube [ng /mL]Q
Lang 1B Langjokull 0,0200 1,00
Lang 2B Langjokull 0,0172 0,86
Lang 3 Langjokull 0,0266 1,33
Lang 4 Langjokull 0,0248 1,24
Lang 5 Langjokull 0,0212 1,06
EBBA 1 Ebbabreen 0,7460 37,30
EBBA 2 Ebbabreen 0,0924 4,62
EBBA 1A Ebbabreen 9,5400 477
EBBA 2A Ebbabreen 2,4400 122
Nord cry 2A Nordenskioldbreen 1,2100 60,70
Goos bukta breen 3A  Goosbukta breen 4,4400 222,00
Goos bukta breen 4 Goosbukta breen 0,2620 13,10
Goos bukta breen 6A  Goosbukta breen 3,9400 1970
Goos bukta breen 1 Goosbukta breen 2,2000 127,00
Goos bukta breen 3B Goosbukta breen 2,5400 127,00
Goos bukta breen SA  Goosbukta breen 9,4400 472,00
Goos bukta breen 6B Goosbukta breen 8,4200 421,00
Nord cry 2 Nordenskioldbreen  3,7000 185,00
Ling 5 Lingbreen 1,4600 73,20
Solh 1 Solheimjokull 0,0174 0,87
Solh 2 Solheimjokull 0,0134 0,67
Fall Falljokull 0,0732 3,81
Goose bukta breen 7  Goosbukta breen 0,4040 20,20
EBBA cryo sed dol €. Ebbabreen 0,2880 14,40
Ling 8 Lingbreen 1,1500 57,30
EBBA Breen cryo sed Ebbabreen 2,5400 127,00
Goose bukta breen 3  Goosbukta breen 1,4400 72,00
Goose bukta breen 6  Goosbukta breen 1,4200 71,20
Goose bukta breen 2  Goosbukta breen 0,2420 12,10
Ling 3 Lingbreen 0,0612 3,06
Goose bukta breen 8  Goosbukta breen 0,3260 16,30
Ling 2 Lingbreen 0,6300 31,50
Ling 10 Lingbreen 0,5580 27,90
Goose buktabreen 5  Goosbukta breen 0,0956 4,78
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Ve vzorcich Fall 3, Lang 4B, Lang 6A, Lang 1A, Lang 3A, Lang 5A, Lang 6B, Skafta 1,
Solh 5A, Solh 4, Solh 2A, Solh 5B, Goos bukta breen 2A, Goos bukta breen 4A, Skafta 1,
Solh 3, Lang 1, Lang 3B, Lang 4A, Goose bukta breen 9, Solh 5 byla koncentrace pfilis
nizka na to, aby ji zafizeni dokéazalo zméfit. Ostatni vzorky byly méfitelné, ale jejich hodnota

DNA byla nizsi, jak 1ze vidét v tab. 2.
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5 Analyza dat

Pivodné bylo zpracovano 56 vzorkt, ale u vétSiny se nepodafilo izolovat dostate¢né
mnozstvi, nebo neuspély v sekvenacni kvalitativni kontrole. Pro dal$i analyzu bylo vybrano
13 vzorki: jeden vzorek pochazi z Islandu, Sest ze stfedu Zapadniho Spicberku, tii ze
Severovychodni zemé& a 3 ze severu Zapadniho Spicberku. Blizsi informace ke vzorktm,

jako je lokace, pfesné soutadnice a datum sbéru, jsou vidét v tab. 3. V tab. 4 jsou dale

zobrazeny pocty sekvenci pied a po o€isténi u jednotlivych vzorku.

Tab. 3: Informace o poskytnutych vzorcich (nazev ledovcu a jejich lokace)

Pocet

Nazev ledovce o
vzorka

Lokace Soufadnice

Datum sbéru

Ebbabreen 3

Falljokul 1

Goosbukta breen 3

Lingbreen 3

Nordenskioldbreen 3

Stred
Zapadniho
Spicberku,

Svalbard 78.70N, 16.79W

Island
63.98N, 16.73W

Severovychodni
zem¢, Svalbard
80.20N, 19.93E
Sever
Spicberrku,
Svalbard
Stied
Zapadniho
Spicberku,
Svalbard

79.81N, 12.24W

78.68N, 17.12E

20.07.2017

14.09.2020

18.07.2018

25.07.2018

03.08.2019
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Tab. 4: PoCty sekvenci pfed a po ocisténi

Pocet hrubé sekvence Sekvence po ocisténi
EBB-X-EM 34463 22372
EBB_dol_EM 42518 28945
EBB_hor_EM 40378 32679
FALL-X 46131 26128
GBB_01_EM 38152 27078
GBB_03_EM 34841 23496
GBB_06_EM 41589 30608
LIN_02_EM 40704 24088
LIN_03_EM 39413 28816
LIN_05_EM 38787 27035
NORD_2_LH 38080 26436
NORD_3_LH 30722 20611
NORD_6_LH 35707 24301

V tab. 4 jsou zobrazeny pocty hrubych sekvenci, které byly zpracovany sekvenatorem,
a pocet ziskanych sekvenci po ocisténi. Vzorky oznacCené jako EBB pochazi z ledovce
Ebbabreen, FALL z ledovce Falljoku, GBB z ledovce Goosbukta breen, LIN z ledovce
Lingbreen a NORD z ledovce Nordenskioldbreen.

Pocet hrubé sekvence se pohyboval v rozmezi od 30722 (pro vzorek NORD_3_LH z ledovce
Nordenskioldbreen) do 46131 (pro vzorek FALL-X z ledovce Falljokul). Pocet sekvence po
ocisténi se pohyboval od 20611 (pro vzorek NORD_3_LH z ledovce Nordenskioldbreen) do
32679 (pro vzorek EBB_hor_EM z ledovce Ebbabreen).

5.1 Rarefakéni krivka

Rarefakce je technika pouzivana k odhadu a porovnani druhové diverzity ve spolecenstvi.
Tato metoda zohledniuje rozdily ve velikosti vzorku tim, ze redukuje pocet jednotek nebo
vzorkd na konstantni hodnotu za Gcelem standardizace nebo srovnani vzorkd s riznymi
velikostmi nebo pocty jednotek. Cilem je standardizovat a porovnat vzorky s riznymi
velikostmi tak, aby bylo mozné piipadné odhadnout celkovou diverzitu nebo porovnat

diverzitu mezi vzorky. Rarefakce nam umoziuje lépe porovnavat vzorky bez toho, abychom
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observed features

byli ovlivnéni rozdilnym poctem odebranych jednotek v kazdém vzorku. Rarefakéni kiivka
je grafické znazornéni této analyzy. Tato kiivka nam ukazuje, jak se diverzita méni, kdyz
zkoumame vzorky riiznych velikosti. Cim rychleji roste kiivka, tim rychleji jsme objevili
nové druhy, coz mize znamenat, ze jsme zachytili vice biologické diverzity v daném
prostiedi. Naopak, pokud kiivka roste pomalu nebo se stabilizuje, mize to indikovat, Ze jsme

jiz odhalili vétSinu dostupné diverzity ve vzorku.

Obr. 8: Alfa rarefakcni kiivka analyzovanych vzorku
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Na obr. 8 je zobrazena rarefak¢ni kiivka pro analyzovana sekvenacni data. Osa X zobrazuje
hloubku sekvenovani, coz znamena pocet jedinci ve vzorku. Na ose Y je zobrazen pocet
pozorovanych druhd. Je patrné, ze pii dosazeni hloubky sekvenovani kolem 2000 jedincti se
kiivka stabilizuje, coz naznacuje, ze vzorky byly dostatecné pokryté a sekvenacni hloubka

byla adekvatni.

5.2 Taxonomicka analyza

Na obr. 9 je zobrazeno taxonomické porovnani na urovni kmene bakterii.
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Obr. 9: Porovnani taxonomickych jednotek na urovni kmene bakterii

V bakteridlnich vzorcich z Nordenskioldbreen dominoval kmen Cyanobacteria vyskytem
v rozmezi od 36,3 % do 49,1 %. Druhym nejCastéjSim byl kmen Proteobacteria, ptitomny
v Cetnosti od 18,9 % do 24,7 %. Tietim nejhojné§im kmenem byl Actinobacteria,
s vyskytem od 13 % do 17,3 %. Ctvrtym nejhojngjsim byl kmen Bacteroidetes, jehoz vyskyt
se pohyboval od 6,2 % do 7,9 %. Mezi dalSimi zastoupenymi kmeny byly
Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia, Chloroflexi, Acidobacteria a nékolik dal§ich, av§ak

tyto kmeny se vyskytovaly ve vzorcich s Cetnosti mensi nez 5 %.

V bakterialnich vzorcich z Lingbreen byl nevyraznéji zastoupen kmen Actinobacteria, jehoz
vyskyt se pohyboval v rozmezi od 27 % do 35,9 %. Druhym nejcastéj§im byl kmen
Proteobacteria ptitomny v Cetnosti od 30 % do 32 %. Ttetim nejhojné&jSim kmenem byl
Acidobacteria s vyskytem od 85 % do 16 %. Ctvrtym nejhojngjsim byl kmen
Cyanobacteria, jehoz vyskyt se pohyboval od 3 % do 10 %. Mezi dal§imi zastoupenymi
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kmeny byly Bacteroidetes, Firmicutes, Chloroflexi, WPS-2 a né€kolik dalSich, avSak tyto

kmeny se vyskytovaly ve vzorcich s Cetnosti mensi nez 5 %.

V bakterialnich vzorcich z Goosbuktabreen byl nevyraznéji zastoupen kmen Cyanobacteria,
jehoz vyskyt se pohyboval v rozmezi od 14 % do 36,7 %. Druhym nejCastéjSim byl kmen
Proteobacteria ptitomny v Cetnosti od 22,2 % do 31,5 %. Tretim nejhojnéj§im kmenem byl
kmen Actinobacteria s vyskytem od 13,4 % do 18,7 %. Ctvrtym nejhojn&jim byl kmen
WPS-2, jehoz vyskyt se pohyboval od 7,2 % do 9,8 %. Mezi dal§imi zastoupenymi kmeny
byly Chloroflexi a Acidobacteria a nékolik dalSich, avSak tyto kmeny se vyskytovaly ve

vzorcich s ¢etnosti mensi nez 5 %.

V bakterialnich vzorcich z Falljokull byl nejvyraznéji zastoupen kmen Proteobacteria, jehoz
vyskyt byl 28,3 %. Druhym nejcastéjSim byl kmen Cyanobacteria, ptitomny v 24 %. Tietim
nejhojn&j§im kmenem byl Actinobacteria s vyskytem 21,4 %. Ctvrtym nejhojn&j§im byl
kmen Bacteroidetes, jehoz vyskyt byl 7,7 %. Ostatni kmeny se vyskytovaly v tomto vzorku

s ¢etnosti mensi nez 5 %.

V bakterialnich vzorcich z Ebbabreen byl nejvyraznéji zastoupen kmen Cyanobacteria,
jehoz vyskyt se pohyboval v rozmezi od 37,2 % do 50,2 %. Druhym nejcastéj§im byl kmen
Actinobacteria, ptitomny v ¢etnosti od 19,7 % do 24,5 %. Tretim nejhojné&j§im kmenem byl
Proteobacteria s vyskytem od 14,8 % do 19,4 %. Ostatni kmeny se vyskytovaly v tomto

vzorku s ¢etnosti mensi nez 5 %.

Vzorky ze stejného ledovce na obr. 9 jsou si velmi podobné s nékolika malymi vyjimkami.
Existuje zde sice nekolik rozdil(, ale ty nejsou tak viditelné. Jedinou vyjimku tvofi prvni
vzorek z Goosbuktabreen, ktery ma méné zastupci z kmene sinic v porovnani s dal§imi

dvéma vzorky z tohoto ledovce.

Pokud porovname vzorky ledovci mezi sebou na urovni kmene, zjistime, Ze nejvice se od
ostatnich 1i§i vzorky z Lingbreen, které obsahuji znatelné méné sinic nez ostatni vzorky.
Ostatni ledovce si jsou veelku podobné, kromé Nordenskioldbreen, ktery ovSem neobsahuje

kmeny, jez se v ostatnich vzorcich sice vyskytovaly, ale pouze ve velmi malém mnozstvi.

Na obr. 10 je zobrazeno taxonomické porovnani na arovni tridy bakterii.
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[0 «_Bacteriap__Actinobacteria:c__Actinobacteria
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__ Oscillatoriophycideas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaprotecbacteria
k__Bacteria;p__ Proteobacteria;,c__Betaprotecbacteria

- k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Mostocophycideae

. k__Bacteria;p WPS-2;c__

. k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteriia

. k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Synechococcophycideae

. k_ Bacteria;_ ;
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;
k__Bacteria;p__[Thermi],c__Deinococci
k__Bacteria;p__Chloroflexi:c__Ktedonobacteria

- k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaprotecbacteria

. k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Cytophagia

. k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__ Solibacteres

. k__Bacteria;p__Gemmafimonadetes;c_ Gemmatimonadetes

. k__Bacteria;p__Proteobacteria;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaprotecbacteria
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia

. k__Bacteriz:p__Cyanobacteria;__

. k__Bacteriz:p__Bacteroidetes;c__[Saprospirae]

. k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Chloroplast

. k__Bacteriz;p__Bacteroidetes;c__ Sphingobacteriia

. k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia
k__Bacteriz;p__Chloroflexi;c__Anaerolinese
k__Bacteriz;p__Actinobacteria;__
k__Bacteria:p__Chloroflexi;c__C0119

. k__Bacteria;p__Verrucomicrobia:c__Verrucomicrobiae

. k__Bacteriz;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia

. k__Bacteria;p_ TM7:c__TM7-3

. k__Bacteriz;p__Acidobacteria;c__Holophagae

. k__Bacteria;p__Firmicutes;__
k__Bacteriz:p__Armatimonadetes;c__Armatimonadia
k__Bacteriz:p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia
k__Bacteria:p_ TMT7:.c__TM7-1

- k__Bacteria;p__Chloroflexi;:c__Chloroflexi

. k__Bacteria;p__OD1ic__

. k__Bacteria;p__Flanctomycetes;c_ Phycisphasrae

. k__Bacteria;p__Fibrobacteres;c_ Fibrobacteria

. k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiia
k__Bacteria;p__Armatimonadetes;c__[Fimbrimonadia]
k_ Bacterizp o
k__Bacteria;p TM7;c__SC3

- k__Bacteria;p__Chlorobic__

. k__Bacteria;p__Werrucomicrobia;c_ Opitutae

. k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__[Pedosphaerag]

. k__Bacteria;p__\Verrucomicrobiz;c__[Spartobacteria]
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Obr. 11: Legenda k obr. 10

V bakterialnich vzorcich z Nordenskioldbreen na obr. 10 byla nejvyraznéji zastoupena z
Cyanobacteria ttida Nostocophycideae, jejiz vyskyt se pohyboval v rozmezi od 15,6 % do

18,7 %. Druhou nejcastéjsi tiidou z Cyanobacteria byly Oscillatoriophycideae, jejichz
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vyskyt se pohyboval v rozmezi 11,3 % az 21 %. Treti nejCastéjsi tfidou z Cyanobacteria
byly Synechococcophycideae, s vyskytem v rozmezi od 6,1 % do 6,7 %. Nej¢ast¢jsi tfidou
z Proteobacteria byly Betaproteobacteria, ptitomné v Cetnosti od 9,6 % do 11,5 %. Druhou
nejCastéjsi tiidou z Proteobacteria byly Alphaproteobacteria, které byly pfitomny v ¢etnosti
od 6,1 % do 8,8 %, Gammaproteobacteria se vyskytovaly pouze v Cetnosti od 1,1 % do 2,5
%. Cetnost Actinobacteria se pohybovala od 12,2 % do 16,2 %. Z kmene Bacteroidetes byla

nejvice zastoupena tfida Cytophagia, s vyskytem v rozmezi 1,8 % az 2,7 %.

V bakterialnich vzorcich z Lingbreen na obr. 10 byly nevyraznéji zastoupeny Actinobacteria
s vyskytem od 26,5 % do 358 %. Z Proteobacteria byly nejvice pritomny
Alphaproteobacteria v Cetnosti od 21 % do 27 %. Druhou nejcastéj$i ttidou z Proteobacteria
byly Gammaproteobacteria v Cetnosti od 1,7 % do 5,9 %. A tfeti nejCastéjsi tfidou
z Proteobacteria byly Betaproteobacteria v Cetnosti od 1,7 % do 2,8 %. Acidobacteria byly
nejvice zastoupeny s vyskytem v rozmezi od 7,4 % do 12,5 %. Z kmene Cyanobacteria byly

nejvice zastoupeny Oscillatoriophycideae, jejichz vyskyt se pohyboval od 1,6 % do 7,6 %.

V bakterialnich vzorcich z Goosbuktabreen na obr. 10 byly nevyrazn&i z kmene
Cyanobacteria zastoupeny Oscillatoriophycideae, jejichz vyskyt se pohyboval v rozmezi od
10,1 % do 38,6 %. Z Proteobacteria byly nejvice zastoupeny Alphaproteobacteria, které
byly pfitomny v Cetnosti od 18,6 % do 21,7 %. Betaproteobacteria se vyskytovaly pouze
v jednom vzorku s Cetnosti 3,2 % a Gammaproteobacteria se vyskytovaly také pouze
u jednoho vzorku s Cetnosti 3,3 %. Actinobacteria se zde vyskytovaly s Cetnosti od 13,3 %
do 17,8 %. Vyskyt WPS-2 se v téchto vzorcich pohyboval od 7,2 % do 9,8 %. Z Chloroflexi

byly nejvice zastoupeny Ktedonobacteria.

V bakteridlnich vzorcich z Falljokull na obr. 10 byly z kmene Proteobacteria nejvice
zastoupeny Alphaproteobacteria, jejichz vyskyt byl 11 %, dale Betaproteobacteria, jejichz
vyskyt byl 9,9 %, a nakonec Gammaproteobacteria s vyskytem 2,7 %. Z Cyanobacteriabyly
nejvice pritomny Synechococcophycideae, které byly ptitomny v 19,9 %. Actinobacteria se
zde vyskytovaly s Cetnosti 20 %. Z Bacteroidetes se zde nejvice vyskytovaly Bacteroidia

s vyskytem 2,1 % a Cytophagia, jejichz vyskyt byl 1,8 %.

V bakterialnich vzorcich z Ebbabreen na obr. 10 byly z kmene Cyanobacteria nejvice
zastoupeny Oscillatoriophycideae, jejichz vyskyt se pohyboval v rozmezi od 35,4 % do
49 %. Actinobacteria zde byly pfitomny v Cetnosti od 19 % do 24 %. Z Proteobacteria se

zde nejvice vyskytovaly Alphaproteobacteria s vyskytem od 10,8 % do 12,7 %, dale se
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nejvice vyskytovaly Betaproteobacteria s Cetnosti od 1,6 % do 3,9 %, Gamaproteobacteria
se vyskytovaly v Cetnosti od 0,4 % do 0,5 %, z toho Gamaproteobacteria zcela chybéla

v jednom vzorku z Ebbabreen.

Na prvni pohled jsou si vzorky ze stejného ledovce na obr. 10 velmi podobné. Jedinou
vyjimku snad tvoii prvni vzorek z Goosbuktabreen, ktery obsahuje pomérné méné
Oscillatoriophycidea nez dalsi dva vzorky ze stejného ledovce. Dale se na rozdil od téchto

dvou vzorkl v prvnim vzorku objevovaly Betaproteobacteria.

Pokud porovname vzorky ledovcti mezi sebou na urovni tfidy, zjistime, Ze si nejsou
podobné. Pravdépodobné nejvice se od ostatnich 1i§i vzorky z Lingbreen, které obsahuji

znatelné méné tfid z kmene Cyanobacteria nez ostatni vzorky.

Je dulezité zduraznit, ze presné€j$i taxonomické rozliSeni je omezené, jelikoz mnoho
taxonomickych jednotek nelze piifadit konkrétnimu druhu nebo rodu.

5.3 Porovnani dat z ledovci podle Bray-Curtise

Na obr. 12 je znazornéna PCoA analyza podle Bray-Curtise. Tato metoda slouzi k vizualizaci
a porovnani podobnosti nebo rozdilnosti mezi riznymi vzorky nebo skupinami vzorkt na

zakladé€ jejich druhového slozeni.
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Obr. 12: Graf podle Bray-Curtise (¢ervené jsou znazornény vzorky z Ebbabreen, oranzoveé
vzorky z Goosbuktabreen, zelené vzorky z Lingbreen, fialové vzorky z Nordenskioldbreen

a modfe vzorek z Falljokull)

Graf na obr. 12 nam ukazuje miru podobnosti nebo odliSnosti mezi vzorky. Je patrné, ze
vzorky z jednoho ledovce jsou blizko sebe, coz naznacuje vysokou miru podobnosti,
dokonce az shodu ve druhovém slozeni. Naopak slozeni vzorkl z riznych ledovcu se lisi.
To naznacuje, ze tyto vzorky pravdépodobné nemaji mnoho spolecnych druhi nebo vykazuji

nizkou miru sdileni ve druhovém slozeni, coz muze byt zpisobeno odlisnymi lokalitami.

5.4 Porovnani mezi lokalitami

Boxplot byl pouzit k porovnani Islandu, severniho a stfedniho Svalbardu.
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Obr. 13: Boxplot alfa diversity zkoumanych ledovctu

Na obr. 13 je prezentovan boxplot alfa diverzity zkoumanych lokalit. Malo vzorki omezuje
moznosti srovnani, zejména proto, ze z Islandu mame k dispozici pouze jediny vzorek.
Timto omezenim je ovlivnéno srovnani mezi lokalitami ze Svalbardu a z Islandu. Z grafu
1ze vycist, Ze jsou diverzity lokalit rozdilné. Spolec¢né s timto grafem byl proveden i Kruskal-
Wallis test, aby se ovéfilo, zda jsou tyto rozdily statisticky vyznamné. P-hodnoty z Kruskal-
Wallisova testu jsou vidét v tab. 5. P-hodnota mezi Severnim a stfednim Svalbardem byla
podle Kruskal-Wallis testu mensi nez 0,05, coz znamena, ze vzorky ze sttedniho a severniho
Svalbardu prokazatelné vykazuji statisticky signifikantni rozdily. V pfipad¢€ srovnani Islandu
se severnim a nasledné 1 stfednim Svalbardem byla p-hodnota dle Kruskal-Wallisova testu
vys§i nez 0,05, coz naznaCuje nedostatek statisticky vyznamnych rozdili mezi témito
vzorky. Je vSak tfeba poznamenat, ze vzhledem k tomu, Ze z Islandu méame k dispozici pouze

jeden vzorek, mize byt interpretace té€chto dat zkreslena.

Tab. 5: Vysledky P-hodnoty z Kruskal-Wallisova testu

Skupina 1 Skupina 2 P-hodnota
Stredni Svalbard ~ Severni Svalbard  0,044610
Stredni Svalbard  [[sland 0,143235
Severni Svalbard [[sland 0,133614
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6 Diskuse

Tato prace byla zaméfena na slozeni spoleCenstvi mikroorganismi z kryokonitovych otvort,
které pochézely z Arktidy, ptesnéji z Islandu, a déale ze tfi oblasti Svalbardu, a to ze stfedu

Zapadniho Spicberku, Severu Spicberrku a ze Severovychodni zemg.

Drive nez se pustime do porovnavani vzorkd, bych chtéla zdiiraznit, ze porovnani Svalbardu
s Islandem je pouze velmi orientacni, jelikoz disponujeme pouze jednim vzorkem z Islandu.
Ziskané vysledky naznacuji, ze mikrobialni slozeni se 1isi v zavislosti na lokalité a ledoveci,
avSak pocet analyzovanych vzorka byl relativné nizky, proto toto zjisténi nemusi byt
prukazné, i kdyz pro porovnani mezi ledovci by data méla byt dostacujici. Pro potvrzeni
tohoto zjisténi by bylo nezbytné provést dalsi analyzy a studia na Sir§im poctu vzorku

a lokalit.

Z vysledki bylo zjisténo, ze nejvyraznéjsi rozdily mezi vzorky vykazuji vzorky z ledovce
Lingbreen, kde byl zaznamenan nizsi pocet tfid Cyanobacteria nez v ostatnich vzorcich.
Misto toho se zde vyskytovaly vice Actinobacteria, nez bylo zaznamenano u ostatnich
vzorkt. Jednim z moznych vysvétleni muze byt, ze zde vyskytujici se Actinobacteria mohly
inhibovat rist a vyvoj Cyanobacteria. Nékteré druhy Actinobacteria jsou totiz schopné
produkovat sekundarni metabolity, napfiklad antibiotika, ktera mohou byt toxicka pro jiné
bakterie, vCetné cyanobakterii. DalSim faktorem, pro¢ by se ve vzorcich mohlo objevovat
znatelné méné Cyanobacteria, je nedostatek slunecniho zareni. Cyanobacteria jsou totiz
fotosyntetizujici organismy, které potiebuji k fotosyntéze slunecni zafeni. Omezeny ptistup
ke slunecnimu zafeni mohl byt zpiisoben zamrznutim kryokonitového otvoru vrstvou ledu,
1 kdyz to se nejevi jako pravdépodobné, jelikoz vzorky byly odebirany v letnim obdobi, kdy
k zamrzani vétSinou nedochazi. Nedostatek slune¢niho zafeni by ale mohl byt zptsoben
silngjsi vrstvou sedimentu, kterou by svétlo nemuselo projit az k mikroorganismum (Barka
et al. 2016; Cook et al. 2016). To tedy mohlo vést k mensimu zastoupeni Cyanobacteria v
porovnani s ostatnimi bakterialnimi skupinami, jako jsou pravé Actinobacteria. Méfenim

téchto parametru se ale tato prace nezabyvala.

Dalsim rozdilem byly vzorky u Nordenskioldbreen, kde se narozdil od ostatnich vzorka
vyskytovaly z Proteobacteria vice Betaproteobacteria nez Alphaproteobacteria. Toto by
mohlo byt zptisobeno napiiklad odliSnym pH. Alphaproteobacteria totiz preferuji prostiedi

s pH vét§im nez 5 oproti Betaproteobacteria, které uptednostiiuji prostiedi, kde je pH mensi
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nez 5. Dalsim divodem by mohla byt vyssi teplota, jelikoz Betaproteobacteria byvaji
vétSinou mezofilni, 1 kdyz 1 psychrofilni Betaproteobacteria nejsou vyjimkou. Jinym
divodem, proc¢ se v té€chto vzorcich vyskytuje vice Betaproteobacteria, mohl byt nedostatek
kysliku. Je sice pravda, ze obé tiidy Proteobacteria jsou schopné snaset nedostatek kysliku
podobné dobfe, je ale mozné, ze se v naSich vzorcich wvyskytovaly kmeny
Alphaproteobacteria, které nedostatek kysliku snasi znatelné hare (Klann et al. 2016;

Dworkin et al. 2006).

Dale bylo zjisténo, ze kromé vzorku z Nordenskioldbreen byly z Cyanobacteria nejvice
zastoupeny Oscillatoriophycideae, v tomto ptipadé byly Casté&js$i Nostocophycideae. Dale
jesté bylo zjisténo, ze se ve vzorku z Falljokul tyto dvé zminéné tfidy Cyanobacteria vibec
nevyskytuji, misto toho se zde vyskytuje tfida Synechococcophycideae. Vyssi vyskyt
Nostocophycideae nez Oscillatoriophycideae by mohl zpusoben odliSnymi podminkami
v kryokonitovych otvorech. Jednim z faktorti by napiiklad mohlo byt, podobné jako to bylo
zminéno u vysSiho vyskytu Betaproteobacteria v téchto vzorcich, niz§i pH, které by
Oscillatoriophycideae nemuselo vyhovovat. DalSim faktorem by stejné jako
u Betaproteobacteria mohla byt vyssi teplota. Pokud jde o absenci Nostocophycideae
a Oscillatoriophycideae ve vzorku z Falljokul, mohlo by to byt zpisobeno napiiklad
naruSenim zdejsiho ekosystému. Pokud by doslo k naruseni pfirozeného prostiedi, naptiklad
v dasledku lidské Cinnosti, zneCisténi vody nebo zmén v podnebi, mohlo by to vést k ubytku
nebo uplné absenci Nostocophycideae a Oscillatoriophycideae. Dale mohlo dojit
k vyznamnym zménam v podminkach prostiedi, jako je zména teploty, pH, dostupnosti zivin
nebo osvétleni, i toto mohlo mit negativni dopad na rist a preziti t€chto dvou tfid. Pokud by
Nostocophycideae a Oscillatoriophycideae zmizely z téchto kryokonitovych otvorti, mohlo
by to byt duvodem, pro¢ se zde tak dafi Synechococcophycideae, které se v ostatnich
vzorcich vyskytovaly minimalné nebo dokonce viibec. Diky absenci konkurence by jejich
pocet mohl neomezené rist (Singh et al. 2016). Samoziejmé v naSem piipad€ by nedostatek
sinic u vzorku Falljokul, ktery pochazi z Islandu, mohl byt zptisobeny pouhou nahodou,

jelikoz disponujeme pouze jednim vzorkem. Mohlo by se tedy jednat o anomalii.

Rozdily mezi Ledovcem Lingbreen a zbytkem ledovci ze Svalbardu muze byt zpiisobeny
faktem, ze ledovec Lingbreen se na rozdil od ostatnich ledovct ze Svalbardu vyskytuje blize
more. Pokud jde o ledovec Falljokul mize rozdilné slozeni mikroorganismu byt zplisobeno
faktem, ze se tento ledovec nachazi na Islandu oproti ostatnim ledovciim, které se nachazeji

na souostrovi Svalbard. Jak jiz bylo uvedeno, srovnani s Islandem nemé velkou vypovidajici
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hodnotu, protoze mame k dispozici pouze jeden vzorek. Tento vzorek by mohl piedstavovat
anomalii.

Dalsi rozdily v mikrobialnim slozeni mohou byt zptisobeny odli§nym zdrojem organického
materialu, ktery se dostava do kryokonitovych otvort. Tento organicky material je zakladem
pro rust a vyvoj mikroorganismdu, a tak odlisnosti v téchto zdrojich mohou ovlivnit druhovou
diverzitu mikrobu. Se zdrojem nejen organického materialu souvisi i vétrné podminky, které
ovliviiyji transport prachu, sazi a dalSich ¢astic do kryokonitovych otvort. Rlizné vzdusné
proudy mohou pfinaset odlisné materialy do téchto jamek, coz muze ovlivnit slozeni
mikroorganisma. Razné geografické a geologické podminky ruznych Casti Arktidy taktéz
mohou mit odli$ny vliv na dostupnost zivin a minerala v kryokonitovych otvorech. To muze
nasledné ovlivnit sloZzeni mikroorganismt, které jsou schopny prosperovat v daném
prostfedi. Tato prace se na obsah organického materidlu nezamétuje, pro potvrzeni této
hypotézy by bylo nutné provést nové zkoumani (Poniecka et al. 2020; Kaczmarek et al.

2016).

Déle na rozdilnost mikrobialniho spoleCenstvi mohou mit vliv klimatické podminky.
Rozdily v teplot€, sluneénim zafeni a srazkach mohou vyrazn€é ovlivnit podminky
v kryokonitovych otvorech. Riizné oblasti Arktidy maji odlisné klimatické podminky, coz
muze ovlivnit typy a mnozstvi mikroorganismul, které se v téchto prostfedich mohou
vyskytovat. Pokud se zaméfime na nase vzorky a mista, odkud pochazeji, tak zjistime, ze na
Islandu byva v 1été priblizn€ kolem 10 °C, zatimco na Svalbardu byva pfiblizné€ kolem 5 °C,
pfi¢emz na zapadnim pobiezi Svalbardu je vyssi teplota nez na vychodé¢ a severu, piiblizné
0 5 °C. Tyto rozdily v teplotach mohou zpusobovat rozdilné seskupeni mikroorganisma

v nasich vzorcich (Poniecka et al. 2020; Liestol 1993; Thordarson a Hoskuldsson 2014).

Dal§im cilem této prace bylo porovnat ziskana data s daty z genetickych databazi a literatury.
Ve vsech vzorcich ledoveta Cyanobacteria vystupovaly jakozto nejhojnéjsi kmen bakterii,
nebo alesponi patfily mezi nejCastéjsi tfi kmeny. Jedinou vyjimku tvoiil ledovec Lingbreen.
Nejcastéjsi tiidou Cyanobacteria byly u vSech vzorka Oscillatoriophycideae, kromé vzorku
u ledovce Flljokull, kde se nejvice vyskytovaly Synechococcophycideae. Tento nélez se
shoduje s existujici literaturou, ktera taktéz oznacCuje tyto dvé cCeledi za nejcastéji se

objevujici se v kryokonitu (Rozwalak et al. 2022; Gokul et al. 2016).

Neni divu, Ze mezi nejcastéjsi kmeny vyskytujici se v kryokonitovych otvorech patii zrovna

Cyanobacteria. Ty zde diky fotosyntéze funguji totiz jako primarni producenti. Vytvareji
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organickou hmotu z anorganické za vyuziti energie ze sluneCniho zafeni, kterou zahy
uvolnuji do prostiedi. Na této vzniklé hmoté se zivi ostatni mikroorganismy, které se
v kryokonitovych otvorech nachazeji. Dale jsou také Cyanobakteria zapojeny do
biogeochemickych cykli, jako je cyklus dusiku. Nékteré druhy jsou schopny fixovat dusik
z atmosféry, coz zvysuje dostupnost dusiku pro organismy v ekosystémech. Nekteré druhy
cyanobakterii jsou schopny prezit v extrémnich podminkach, jako je nizka teplota, vysokeé
UV zéfeni a omezena dostupnost zivin. Tato schopnost preziti umoziuje sinicim kolonizovat
a prosperovat v téchto extrémnich prostifedich. (Anesio et al. 2017; Zahra et al. 2020; Singh
et al. 2016).

Jako druhy nejhojné€jsi kmen se vyskytuji Proteobacteria. V ramci tohoto kmene byly
vnaSich  vzorcich  nejCastéji  zastoupeny  Alphaproteobacteria,  nasledovany
Betaproteobacteria a Gammaproteobacteria. Pouze u vzorku z Lingbreen prevladaly
Gammaproteobacteria nad Betaproteobacteria. U dvou vzorka z Goosbuktabreen a jednoho

vzorku z Ebbabreen se Gammaproteobacteria nevyskytovaly vibec.

Proteobacteria maji  jako gramnegativni bakterie vn¢j§i membranu slozenou
z lipopolysacharidi, které mohou mit rizné formy vcetné€ koku, tyCinek a spiral. Mnoho
druhi obou tfid muze byt aerobnich, anaerobnich nebo fakultativné anaerobnich.
Alphaproteobacteria jsou obecné spojovany s metabolicky riznorodymi skupinami, zatimco
Betaproteobacteria jsou Casto spojovany s druhy, které jsou schopné vyuzivat rizné formy
dusiku. Alphaproteobacteria jsou Casto spojovany se symbiotickymi vztahy s rostlinami
nebo zivocCichy, veetné riznych druhi rhizobakterii a patogennich druhii. Na druhou stranu
jsou Betaproteobacteria Casto spojovany s prostiedimi, jako jsou pudy, sladké vody
a kontaminované prostiedi, kde mohou hrat roli pfi cyklu dusiku a oxidaci zeleza.
Proteobacteria v kryokonitu zachycuji a recykluji ziviny, ¢imz dopoméahaji ke kolob&hu
zivin, a tim udrzuji kolonii v kryokonitu nazivu. Podle existujici literatury se nejvice
v kryokonitu  objevuji  Betaproteobacteria a az  poté  Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria se z téchto tii tfid v kryokonitu objevuji nejméné Casto. V nasSich
vzorcich byl pomér Alphaproteobacteria a Betaproteobacteria opacny (Gokul et al. 2016;

Edwards et al. 2013; Dworkin et al. 2006).

Ttetim nejhojnéjsim kmenem bakterii byli Actinobacteria. Ty jsou schopné produkovat fadu
bioaktivnich latek, jako jsou napfiklad antibiotika, antimykotika a antivirotika.

Actinobacteria, 1 kdyz se na rozdil od Cyanobacteria nepodileji na vytvareni ekosystému

46



kryokonitovych otvort, jsou podobné dulezité, jelikoz umozinuji dilezité procesy a také
biotické interakce, diky Cemuz déle ovliviiyji strukturu komunity, kterd se v kryokonitu
nachazi. Dokazi napfiklad syntetizovat fadu enzymd, jako jsou proteazy, lipazy, amylazy
a chitinazy. Tyto enzymy hraji zasadni roli v procesech kolob&hu zivin v riiznych biotopech

(Gokul et al. 2016; Barka et al. 2016).

Tato studie nam umoznila ziskat vhled do slozeni spoleCenstvi kryokonitovych otvort. Pro¢
ale tato spoleCenstvi zledovclii vibec zkoumat? Jiz v ivodu bylo zminéno, ze nékteré
mikroorganismy z kryokonitovych otvorli maji antibiotickou rezistenci. Tato schopnost
mohla u mikroorganismi v polarni oblasti vzniknout z vice divodi. Naptiklad mohla
vzniknout pomoci genetickych mutaci, které poté svému majiteli poskytnou rezistenci na
antibiotika, nebo muze dojit k pfenosu gent z mikrobialnich jedinct, ktefi tuto schopnost
maji na ty, které rezistenci neoplyvaji, aniz by byli n&ak pfibuzni, tomuto se fika
horizontalni pfenos genti, dale sem mohly byt rezistentni mikroorganismy zavleceny pomoci
st€éhovavych ptaka anebo prostrednictvim lidského odpadu, jako naptiklad ve formeé potravin
nebo exkrementd (Sjolund et al. 2008). Obecné se za piicinu vzniku a Sifeni antibiotické
rezistence povazuje naduzivani a nespravné uzivani antibiotik. Dale se k faktorim fadi
napfiklad Spatna hygiena v chudsSich zemich, cestovni ruch, nedostateny pfistup k Cisté
vodé, zména klimatu (Depta a Niedzwiedzka-Rystwej 2023), uzivani antibiotickych latek
v hospodarstvi jakozto ristovych faktorti pfi chovu zvifat nebo pro antibiotickou 1écbu
hospodarskych zvirat, kterd jsou vyuzita k produkci potravin. Bylo prokazano, ze se
i v polarnich oblastech nasly organismy, které jsou spjaté s clovékem (pt. Campylobacter
a Salmonella). E. coli a K. pneumoniae jsou schopné prenasSet své geny, které nesou
antibiotickou rezistenci, na jiné bakterie pomoci konjugace. Tuto vlastnost nemusi predat
pouze svému druhu, ale jsou schopné ji odevzdat i uplné€ jinému druhu. Tyto nové bakterie,
které dostanou rezistenci vaci antibiotikim, navic obdrzi také schopnost ji §ifit dale. To ma
za nasledek rapidni zvySeni poctu bakterialnich druhd, které jsou vuci antibiotikiim

rezistentni (Hernandez a Gonzalez-Acuifia 2016).

Je sice pravda, ze nékteré bakterie mély rezistenci vuci antibiotikim mnohem dfive, nez
doslo k znecisténi kvuli jejich nadmémému pouzivani. Napiiklad nékteré pudni bakterie
produkuji antibiotika, aby se zbavily konkurence, ktera by je mohla pfipravit o potravu.
Rezistence vici antibiotikim a t€Zkym kovim se pfirozené vyskytuje u antarktickych
psychrotrofnich bakterii, ale i krilu nebo mofskych jezk(i. Dale se geny antibiotické

rezistence piirozené vyskytuji v povrchovych padach Antarktidy, které inaktivuji
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aminoglykosidy, chloramfenikol a -laktamovéa antibiotika (Morozova et al. 2022). Studie
z roku 2011 popisuje pfitomnost gend, které koduji rezistenci vici modernim antibiotikiim,
ziskanych ze sedimentu arktického sedimentu, ktery je stary priblizn€ 30 000 let (Hernandez
a Gonzalez-Acufia 2016). Ale i presto vSechno nemuizeme piehlizet nebezpeci rozsifovani
antibiotické rezistence po celém svéte, dokonce i do odlehlych oblasti, jako jsou poly (Depta

a Niedzwiedzka-Rystwej 2023).

Pro¢ ale zkoumat antibiotickou rezistenci u mikroorganismu z polarnich oblasti? Poly jsou
totiz skvélym mistem pro zkoumani gend antibiotické rezistence, jelikoz to jsou mista
s mensi antropogenni ¢innosti, ktera by ndm mohla poskytnout vhled do diverzity primarnich
genu a taktéz nam pomoci pochopit historicky vyvoj rezistence na antibiotika. Mizeme zde
sledovat vyvoj rezistence na antibiotika, coZ nam muze pomoci porozumeét puvodu
rezistentnich gent na antibiotika mimo klinické podminky (Depta a Niedzwiedzka-Rystwej
2023). I kdyz je dnes rezistence vuci antibiotikim u mikroorganismt velmi studovanym
tématem, o rezistenci u mikroorganismi v kryosféfe toho zatim moc nevime. Je to
zpusobeno hlavné problematikou hodnoceni citlivosti k antibiotikim. Testy, které se
normaln€ pouzivaji, jsou prizpusobené hlavné lidskym patogeniim, které ke svému rustu
vyzaduji jiné podminky nez ty pochazejici z kryosféry. Musi tedy nejdiive dojit k uprave
téchto testa (Gattinger et al. 2023).

Dalsim dilezitym divodem, pro¢ studovat mikroorganismy z ledovcu je také, ze by se zde
mohly vyskytovat organismy, které jsou patogenni. Nékteré mikroorganismy jsou schopné
prezit zamrznuti v ledu nebo ledovci, kde mohou pretrvavat nékolik let, ale dokonce
i nekolik tisicileti. Pokud se ale led rozpusti, tyto mikroorganismy se zacleni do soucasné
populace a muze dojit k promichani starovékych a modernich genotypl, tomu se fika
,recyklace genomu®. Tento jev mize vést ke zmeén€ poméru alel v populaci, coz mize mit
vliv na miru mutaci, odolnosti, preziti, patogenity a dalSich vlastnosti. U patogennich
dostatecné dlouho, vyvinout mechanismy, které jim pomahaji prekonat odolnosti svych
hostitelt. V ledu se mohou uskladfiovat organismy z riznych ¢asovych obdobi. Muze se tedy
stat, ze zachyti i patogenni mikroby a pozdé&ji je uvolni do populace hostitelt, ktefi postradaji
odolnost vici t€émto patogentim, coz by mohlo mit za nasledek celosvétovou epidemii. Led
je abioticky rezervoar mikrobu, ktery byl pfi sledovani lidskych nemoci dosud ignorovan

(Rogers et al. 2004).
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7 Zaveér

V ramci cili mé bakalaiské prace byla vypracovana reSerSe o mikrobialnim spoleCenstvi
ledovcii. ReserSe byla doplnéna informacemi o kryokonitovych otvorech, kde se vyskytuji
druhové nejbohatsi spoleCenstva mikroorganismu obyvajicich ledovce. Dale byly pfidany
informace o ledovcich a jejich astupu v dusledku globalniho oteplovani, nasledovalo kratké
shrnuti o Svalbardu a o Islandu, odkud pochazely vzorky, které byly v této praci pouzity.
Nasledné bylo specifikovano, jak Arktické podminky ovliviyji tato spoleenstva. DalSim
cilem bylo izolovat DNA z vybranych ledovcovych biotopt z riznych ¢asti Arktidy a urcit
jejich taxonomické slozeni. Byla provedena komparativni analyza, aby se posoudilo, jak se
tato spoleCenstva lisi mezi ledovci. Bylo zjisténo, ze dominantnimi kmeny ve vzorcich byly
Cyanobacteria s 38,3%, Actinobacteriota s 22,5% a Proteobacteria s 20,1% vyskytem
z celkového poctu mikroorganismi. Témeér vSechny ledovce mély na tirovni kmene velmi
podobné slozeni mikroorganisml az na ledovec Falljokul z Islandu a ledovec Lingbreen.
Tato odliSnost mize byt pfipsana jedineCnym geografickym a environmentalnim faktorim:
ledovec Lingbreen se na rozdil od ostatnich ledovct ze Svalbardu vyskytuje blize more,
zatimco rozdilné slozeni mikroorganismt u Falljokul mtze souviset s jeho umisténim na

Islandu. Na trovni tfidy pak ledovce vykazovaly znatelné rozdily.

Tato studie také porovnavala data s existujici literaturou. Podafilo se potvrdit, ze
Cyanobacteria dominuji kryokonitovym spoleCenstvim na vétSiné svétovych ledovca.
Nejcastejsi tiidou Cyanobacteria ve vSech vzorcich byly Oscillatoriophycideae a druhou
nejcastéjsi Celedi byly Nostocophycideae. Druhym nejhojnéjSim kmenem bakterii byly
Proteobacteria. U vSech vzorka nejvice prevladala Alphaproteobacteria a na druhém misté
byly Betaroteobacteria. A déle se podarilo zjistit, ze tfetim nejhojnéjsSim kmenem bakterii

byly Actinobacteriota.

Nakonec bylo v diskusi shrnuto nékolik davodu, pro¢ bychom se méli zajimat o kryokonity
a jejich mikrobialni spolecCenstvi. Bylo zde popséano riziko neustale Sifici se rezistence na
antibiotika napfti¢ bakteriemi po celém svét€, nasledné bylo zminéno nebezpeci, které v sobé

mohou uschovavat ledovce ve formé patogennich mikroorganismu.
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