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ABSTRAKT 

Tato práce se zaměřuje na diverzitu mikroorganismů prokaryotického typu žijících v prostředí 

mikrobiální dekompozice i tvorby sulfidických minerálů a zkoumá zde vztah mezi složením 

mikrobiálních komunit a geochemickými procesy. V prostředí rozsáhlého a částečně 

vytěženého ložiska sulfidických rud byly poprvé charakterizovány mikrobiální komunity v 

gossanu a jejich role v rámci ekosystému. Kromě toho byla srovnána mikrobiální 

společenstva ze stanovišť typických pro tvorbu a přeměny kyselých důlních vod (AMD) a 

byla nalezena diferenciace nik mezi příbuznými mikroorganismy. Nález neobvykle 

variabilních mikrobiálních komunit v biostalaktitech rostoucích na vývěrech AMD byl využit 

pro detekci neutrální variability mikrobiálních společenstev. Bylo zjištěno, že jednoduché 

mikrobiální komunity nevykazují podobnost podle lokality, ačkoliv podobnost prostředí 

lokalitám odpovídala, ale převážně náhodně. Tím se jednoduché komunity liší od vysoce 

diverzifikovaných společenstev z půdy, sedimentů a dalších komplexních substrátů, které 

vykazují vysokou korelaci bioty s faktory prostředí. Předpokládaná příčina tohoto rozdílu je 

kompozitní charakter bohatých komunit a potlačení náhodných fluktuací průměrováním 

velkého počtu fyzicky oddělených mikrokomunit. Tomu nasvědčuje i fakt, že podobnost 

jednoduchých komunit řízená lokalitou byla posílena umělým spojením několika komunit 

dohromady. V další části výzkumu byly studovány mikrobiální komunity srážející realgar 

(As4S4) v mělkém zvodnělém sedimentu. Bylo zjištěno, že tento sediment obsahuje různé a 

kontrastující mikrohabitaty, kde v některých případech patrně probíhají protichůdné děje, 

například autotrofní oxidace a disimilativní redukce arzénu. Tento poznatek vedl k formulaci 

hypotézy, že biogenní tvorba realgaru je závislá na struktuře prostředí podmiňující existenci 

mikrohabitatů s vysoce lokalizovanou tvorbou sulfidické síry.
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ABSTRACT 

This thesis is focused on the diversity of microorganisms of prokaryotic type living in the 

environments, where microbial sulfidic mineral precipitation or decomposition occur. The 

relationship between the microbial community composition and geochemical processes was 

examined. To the best of our knowledge, we were the first to analyze microbial communities 

from gossan and their significance for the ecosystem of a large sulfidic ore deposit. In 

addition, we compared the microbial assemblies at multiple habitats associated with 

generation or transformation of acidic mine drainage (AMD) and described niche partitioning 

among closely related organisms. The unexpectedly variable communities in stalactites 

growing on the AMD springs were utilized as a model for assessing neutral variability of the 

microbial communities. They clustered almost randomly even though the environmental 

conditions corresponded with the localities. This is an important difference of the simple 

communities from stalactites and the common highly diversified microbial assemblies. The 

communities found in sediments, soil, and many other complex substrates usually reveal high 

correlation with their environment. We propose that neutral fluctuations of the community 

composition are suppressed by averaging multiple physically separated microcommunities in 

each highly-diversified microbial community. In agreement with this assumption, the 

clustering of the stalactite communities by locality was enhanced by pooling few communities 

from a single site together. The microbial communities precipitating realgar (As4S4) in the 

shallow saturated sediment were examined in the second part of the study. Various and 

contrasting microhabitats were revealed in the sediment. It is probable that opposing 

processes, for example autotrophic arsenite oxidation and dissimilative arsenate reduction, 

take place in close vicinity. Such a patchy structure of the sediment suggests that the highly 

localized intensive sulfate reduction is essential for the realgar formation. 
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2. ÚVOD 

Geovědní obory zabývající se procesy v podzemních vodách a obecně v mělkých 

oblastech zemské kůry chápou bakterie a archea jako zásadní katalytický prvek. Aktivita 

mikroorganismů zajišťuje, že na zemském povrchu a v mělkém podzemí probíhají redoxní 

reakce mezi sloučeninami, které spolu za daných fyzikálně-chemických podmínek (tlak, 

teplota, koncentrace) spontánně nereagují nebo reagují velmi pomalu. Při maximálním 

zobecnění platí, že tyto organismy ovlivňují životní prostředí prostředí tím, že maximální 

možnou rychlostí odstraňují stav, kdy koexistují na jednom místě sloučeniny s výrazně 

odlišným redukčním potenciálem. Tento vliv je tak silný a rozšířený, že jej ani nejsme zvyklí 

vnímat jako něco mimořádného. Díky své metabolické a ekologické plasticitě hrají v těchto 

procesech zásadní roli bakterie a archea. Dále budeme tyto organismy pro zjednodušení 

souhrnně nazývat prokaryota. Nejde o fylogenetickou skupinu, ale o morfologický pojem 

zhruba znamenající „doplněk eukaryot“ v rámci buněčných organismů. 

 Metabolická variabilita prokaryot je známa již od první poloviny 20. století, 

demonstrují ji i klasické školní pokusy (např. Vinogradského sloupec). Hlubší pochopení 

ekologické role exotických metabolismů však dlouho zpomalovaly obtíže s detekcí a studiem 

bakterií a archeí. Náš vhled do jejich života zaznamenal bouřlivý rozvoj teprve s rozšířením 

metod bezkultivační determinace organismů. První období bylo typické převratnými objevy 

týkajícími se šíře mikrobiální diverzity a faktu, že drtivá většina prokaryot je dosud 

nekultivovaná, a tudíž v minulosti experiměntálně téměř nepřístupná. Nejvýznamnějším 

objevem z této kategorie bylo vyčlenění domény Archaea (původně Archaebacteria) C. 

Woesem v roce 1977. K objevům nových skupin bakterií a archeí na úrovni kmene (ve 

smyslu Phylum, nikoliv „laboratorní kmen“, v tomto významu bude slovo kmen užíváno i 

nadále) dochází stále, stejně jako nelze považovat za vyřešené fylogenetické vztahy těchto 

kmenů vůči sobě. Důkazem je například recentní objev několika desítek kmenů extrémně 

malých a pravděpodobně parazitických mikroorganismů tvořících nejspíše novou hlubokou 

linii bakterií (Hug et al. 2016; Luef et al. 2015). Odhady celkové diverzity prokaryot se dnes 

běžně uvádějí v řádu 10
6 

– 10
7
 klasicky definovaných druhů. Množství popsaných druhů je 

přibližně 12 000 a rychlost izolace a popisu nových typových kmenů dosahuje zhruba 600 – 

700 za rok (Rosselló-Mora 2012). Z toho plyne, že kultivační charakterizece podstatné části 

prokaryotické diverzity je (nechceme-li čekat minimálně 1600 let) technicky neproveditelná i 

v případě, že by se v budoucnu dařilo objevovat metody kultivace stále náročnějších 

environmentálních izolátů nezmenšenou rychlostí. Logickým řešením je využití jiných 

způsobů charakterizace mikrobiálních komunit, což by mělo být doprovázeno celkovou 
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změnou pohledu na mikrobiální diverzitu. Sekvenování téměř kompletních genomů ze 

směsných environmentálních vzorků a rozdělení získaných kontigů do jednotlivých genomů 

už je technicky možné. Díky tomu lze popsat mikrobiální procesy na úrovni metagenomů 

celých komunit a různě kompletních genomů konkrétních nekultivovaných organismů. V 

současné době (květen 2016) je evidováno 8561 publikovaných genomů bakterií z 35 kmenů 

a 580 genomů archeí z 12 kmenů a jejich celkový počet roste rychlostí více než 200 za měsíc. 

Kromě (meta)genomického pohledu je však stále živý přístup využívající 

k charakterizaci mikrobiálních společenstev jejich molekulární determinaci. Jeho výhoda je 

možnost semikvantitativně vyhodnotit velké množství vzorků či společenstev při relativně 

malých nákladech (finančních, časových i výpočetních). Velké a rychle rostoucí veřejné 

databáze sekvencí, např. NCBI, také představují stále účinnější nástroj pro ekologickou 

charakterizaci mikroorganismů známých pouze podle sekvence 16S rDNA (tj. genu pro 16S 

rRNA). Snadná sekvenace mikrobiálních společenstev spolu s možností metaanalýzy dat 

z jiných studií dovoluje klást si otázky týkající se globální distribuce mikroorganismů (např. 

Caporaso et al. 2011; Nemergut et al. 2011). Došlo i k výraznému zlepšení metodiky 

srovnávání mikrobiálních komunit díky zavedení fylogenetické disimilarity (Faith et al. 2009; 

Lozupone a Knight 2005) a celkové optimalizaci statistických metod pro práci se 

společenstvy organismů známých pouze podle podle sekvencí (Caporaso et al. 2010; 

Kuczinski et al. 2010). 

Environmentální mikrobiologie v postgenomickém období je schopná nejen poměrně 

účinně chrakterizovat nekultivované organismy, ale i funkci a metabolický potenciál celých 

komunit. Stále však řeší dosti fundamentální otázky týkající se tvorby a složení mikrobiálních 

komunit. Mimo jiné není dořešeno, zda je složení mikrobiálního společenstva na určitém 

místě víceméně deterministickým výsledkem environmentální filtrace, který je pouze hrubě 

ovlivněn dostupností organismů v dané oblasti, anebo zda hrají významnou roli i náhodné 

procesy během tvorby komunity a interakce mezi mikroby. S tím souvisí problém 

hyperdiverzity mikroorganismů, tedy otázka, zda obrovská diverzita bakterií a archeí, běžně 

dosahující několika tisíc předpokládaných druhů v jednom gramu půdy, reflektuje reálnou 

diverzitu stanovišť a ekologických rolí v prostředí. Drtivá většina mikrobiálních společenstev 

je pro řešení těchto otázek relativně nevhodná z důvodu vysoké diverzity a především 

vysokého podílu nedostatečně charakterizovaných organismů (odhad environmentálních 

preferencí bakterie je podstatně náročnější než rekonstrukce metabolismu). Řešení těchto 

otázek lze usnadnit tím, že využijeme jako model přirozeně jednoduché mikrobiální komunity 

obývající dobře definované prostředí.
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3. CÍLE PRÁCE 

Hlavními cíli dizertační práce bylo: 

 popsat alfa a beta diverzitu prokaryot na různých typech stanovišť koexistujících 

v rámci opuštěného rudného dolu s vyvinutou supergenní zonalitou 

 z informací o složení mikrobiálních komunit a chemismu vod a minerálních fází se 

pokusit rekonstruovat geochemickou funkci přítomných společenstev mikroorganismů 

 analyzovat složení několika skupin mikrobiálních komunit obývajících biostalaktity 

rostoucí na vývěrech kyselých důlních vod 

 pokusit se na tomto modelu o odlišení neutrální variability jednoduchých přirozených 

mikrobiálních společenstev od jejich odezvy na environmentální proměnné 

 

 identifikovat hlavní skupiny mikroorganismů podílející se na redoxních cyklech 

arzénu a síry v prostředí, kde dochází k biogennímu srážení realgaru (As4S4) 

 určit hlavní environmentální faktory ovlivňující složení mikrobiálních společenstev a 

biogeochemické procesy v tomto prostředí 

 blíže charakterizovat složení jednotlivých funkčních skupin pomocí sekvenace genů 

pro enzymy katalyzující redoxní přeměny As a S 
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4. VÝVOJ A SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÝCH PROBLÉMŮ 

 

4.1. Molekulární determinace a druhový koncept u bakterií a archeí 

V mikrobiologii se stále ještě využívá takzvaná polyfázická taxonomie. Tento přístup definuje 

druhy bakterií a archeí na základě kombinace růstových charakteristik (nároky na zdroj 

uhlíku, energie, terminální akceptor elektronů, teplotu, pH a další podmínky), 

chemotaxonomických údajů (složení membránových lipidů, peptidoglykanů, polyaminů, 

profil MALDI-TOF proteinů apod.), obsahu GC párů v DNA, shody sekvence 16S rDNA i 

jiných genů se známými organismy a míry hybridizace genomové DNA zkoumaného 

organismu s potenciálně příbuznými druhy. Tento přístup se dlouhou dobu zdál být robustní, 

zejména díky tomu, že dokázal absorbovat zavádění nových metod pouhým přidáváním 

nových kritérií do definice druhu, a je kompatibilní s fylogenetickým systémem bakterií a 

archeí (Roseló-Mora 2012). 

Ke krizi tohoto přístupu dochází až v posledních letech díky rozšíření sekvenace 

genomů jako běžné metody charakterizace nových mikroorganismů (Thompson et al. 2015). 

Jedna kategorie nevýhod polyfázické taxonomie spočívá v tom, že stále ještě považuje za 

jádro charakterizace mikroorganismů kultivaci a provádění technicky náročných metod, 

jejichž výsledky často nelze zobecnit na další taxony, což platí například pro měření míry 

hybridizace DNA. To může být limitující. Například v rodu Streptomyces (Bacteria: 

Actinobacteria) je platně popsáno asi 600 druhů (Euzéby 2012). Není představitelné, že by 

byla testována DNA-DNA hybridizace všech 179 700 dvojic, které z nich lze vytvořit. Trvání 

na takovýchto procedurách je v době studií popisujících stovky nových genomů z desítek 

nových hlubokých fylogenetických linií pochopitelně neudržitelné (Brown et al. 2015; Rinke 

et al. 2013). Pokud by existovaly pouze tyto potíže, bylo by teoreticky možné polyfázický 

přístup zachránit nahrazením hybridizačních metod analýzou a srovnáváním genomů (Roseló-

Mora 2012). Druhý a závažnější zdroj zpochybnění polyfázické taxonomie vychází z krize 

zavedeného druhového konceptu bakterií a archeí. Používané přístupy v mnoha případech 

týkajících se nejrůznějších mikrobiálních skupin vedou ke slučování geneticky izolovaných a 

ekologicky odlišných linií. Tento problém však nelze řešit pouhým zpřísněním požadavků na 

vzájenmou podobnost pro sloučení sekvencí či izolátů do jednoho druhu vzhledem k tomu, že 

speciace je dynamický proces a jednotné kritérium z principu neexistuje (Shapiro a Polz 

2014). Další zdokonalení druhové definice by tedy mělo spočívat v tom, že za druh 

prohlásíme skupinu populací, jejichž genomy tvoří monofyletickou skupinu, v níž jsou vnitřní 
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evoluční vzdálenosti kratší než vzdálenosti ke genomům jiných populací (Thompson et al. 

2015). Takováto formulace by se principiálně nelišila od tradiční definice, z níž původně 

vycházela i polyfázická taxonomie a která říká, že druh je skupina kmenů podobnějších si 

navzájem než jiným kmenům. Vlastně jde jen o adaptaci tradiční definice pro nový typ dat a 

autoři sami přiznávají, že tato definice je pragmatická a nečiní si nárok na zcela věrný popis 

biologické reality. Recentní studie jasně potvrzují, že genomicky blízké organismy zároveň 

sdílejí ekologické vlastnosti a pokud sdílí stanoviště několik příbuzných, avšak genomicky 

odlišných linií, vytvářejí zřetelně oddělené populace (shrnuje Thompson et al. 2015). 

Takovéto rysy je možné očekávat u „pravých“ druhů odpovídajících biologickým vztahům. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Různé skupiny 

prokaryotických genů 

vymezené na základě 
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představovaly paralelu tradičních biologických druhů definovaných pro pohlavně se 

rozmnožující organismy. Je samozřejmě známo, že bakterie i archea sdílejí geny i se zcela 

nepříbuznými organismy, takže použití tradiční definice druhů jako geneticky izolovaných 

jednotek je předem vyloučené. Historicky se objevily i představy, že by pojem druhu měl být 

u těchto skupin opuštěn a nahrazen jakýmsi genetickým kontinuem, přinejlepším s ostrůvky 

relativní stability. Genomické studie ale ukazují, že genový tok u bakterií a archeí není prostý 

zákonitostí ani není determinován jen bezprostřední potřebou funkčních genů. Díky tomu 

umožňuje vznik geneticky soudržných skupin. Cadillo-Quiroz et al. (2012) nalezli populaci 

archea Sulfolobus islandicus (Archaea: Crenarcheota) prodělávající nejspíš časnou fázi 

sympatrické speciace. Genomy různých izolátů z jediného termálního vývěry tvořily dvě 

vnitřně homogenní a navzájem odlišné skupiny. Srovnání jejich genového obsahu neodhalilo 

žádné jasně interpretovatelné funkční rozdíly a kultivační charakterizace zjistila pouze rozdíl 

v růstové rychlosti a dosažitelné populační hustotě obou skupin. Ze srovnání genomů ovšem 

vyplynulo, že obsahují několik oblastí, z nichž některé byly zjevně předmětem relativně 

častého horizontálního přenosu v rámci obou linií, zatímco jiné byly homogenní uvnitř linií, 

ale nesly stopy, že přenos genů mezi liniemi byl výrazně potlačen. Studie neobjasňuje, zda je 

příčinou neznámá náhodně vzniklá bariéra v přenosu DNA, která vyústila v izolaci obou 

populací, disruptivní selekce, která eliminuje jedince se směsným genotypem, anebo jiný, 

cílenější mechanismus. Podobný jev byl popsán i u Vibrio cyclitrophicus (Bacteria: 

Gammaproteobacteria). V tomto případě bylo dokonce doloženo, že rozdílný tok genů 

umožnil specifické rozšíření adaptivních alel v jedné subpopulaci (Shapiro et al. 2012). Pět 

skupin definovaných rozdílným tokem genů v rámci skupiny a mezi skupinami bylo rozlišeno 

u fytopatogenního druhu Ralstonia solanaceum (Bacteria: Betaproteobacteria). Geny s větší 

mezipopulační variabilitou tvořily ostrovy v genomu a častěji souvisely s tvorbou 

sekundárních metabolitů nebo kódovaly méně běžné proteiny s neznámou funkcí (Lefeuvre et 

al. 2013). V populaci termofilní sinice Mastigocladus laminosus (Bacteria: Cyanobacteria) 

obývající vodní tok s teplotním gradientem byl nalezen variabilní úsek genomu se silně 

teplotně závislým výskytem jendotlivých forem. Distribuce jednobázových polymorfií 

prokazuje potlačení horizontálního přenosu tohoto lokusu souvisejícího se syntézou 

ochranného pouzdra heterocyst. Jiné lokusy vykazovaly značnou homogenitu, avšak byla 

zkoumána jen část genomu (Wall et al. 2014). Acidofilní autotrof Leptospirillum ferrooxidans 

(Bacteria: Nitrospirae) se vyskytuje v několika varietách lišících se minimálními rozdíly 

v sekvenci 16S rDNA a drobnými metabolickými odchylkami (např. využívání různých 

kompatibilních solutů). Tato bakterie vytváří v extrémních prostředích téměř monotypické 
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biofilmy, v nichž existují domény tvořené téměř čistě jednotlivými varietami. Tyto 

mikrodomény koexistují v těsném kontaktu a podíl jejich zastoupení se mění během stárnutí 

biofilmu (Denef et al. 2010). 

Cordero a Polz (2014) na základě těchto a podobných výsledků navrhují rozlišit 

jádrový genom obsahující geny nezbytné pro život a přítomné u všech populací daného 

organismu či skupiny organismů, geny související s adaptací na určitý typ prostředí a 

přítomné ve vysoké frekvenci v některých populacích a chybějící v jiných a konečně geny 

přítomné ve střední až nízké frekvenci ve všech populacích a podléhající frekvenčně závislé 

selekci. Tato hypotéza nabízí interpretaci prokaryotického druhu jakožto skupiny populací, 

které se samy rozpoznávají a jsou spolu schopné sdílet všechny geny včetně těch klíčových 

pro přežití na svém typu stanoviště. Tato definice ještě není dokonalá, vzhledem k tomu, že 

vlastnosti nutné pro přežití na stanovišti lze rozdělit do dvou skupin. V první skupině jsou 

vlastnosti pro přežití sice zásadní, typicky schopnost odolat určitému toxinu nebo využívat v 

energetickém metabolismu určitý iont, ale nevyžadující velké přizpůsobení buněčné 

fyziologie a podmíněné často několika geny v jednom operonu. Takovéto vlastnosti bývají 

široce sdílené mezi příbuznými i nepříbuznými organismy a jejich narušení přenosem DNA z 

jiného ekotypu není pravděpodobné. Typická ukázka takové vlastnosti je rezistence na arzen 

popisovaná v kap. 4.7 (Villegas-Torres et al. 2011). Podobným způsobem nejsíš vznikla i 

zmiňovaná divertiza rodu Streptomyces. Mnozí zástupci se liší jen konkrétním typem 

sekundárních metabolitů, což je typická vlastnost přenosná omezeným počtem genů, a 

podobnost jejich 16S rDNA přesahuje 99,5 %. Kromě snadno přenosných metabolických drah 

existují komplexní vlastnosti, mající charakter spíš vyladění různých regulačních okruhů nebo 

současné přizpůsobení mnoha enzymů a buněčných komponent. Ukázkou je adaptace na 

teplotu prostředí nebo na konkrétní režim přísunu určitého metabolického sbustrátu. Tyto 

vlastnosti jsou závislé na mnoha genech a náhodná náhrada některého genu za jeho ortholog z 

jiné populace je může narušit. Je možné, že výše zmíněný útlum rekombinace v rozsáhlých a 

funkčně nejasně definovaných částech genomu Sulfolobus islandicus nebo Ralstonia 

solanaceum je příkladem prevence takovéhoto děje. Pokud by takovéto populace bránící se 

vzájemné výměně nezanedbatelné části genomu existovaly dlouhodobě, byly by to nejlepší 

kandidáti na přirozeně definovanou nejnižší taxonomickou úroveň. Takovéto druhy (či 

poddruhy apod.) by měly sice velmi podobné vlastnosti a ekologické nároky, ale v případě 

své koexistence na jednom místě by obývaly disjunktní stanoviště. Podle této teorie by 

definování druhů nejvíce odpovídajících reálným biologickým interakcím bylo možné jedině 

studiem genomů skupiny příbuzných, ale nemísících se populací a pochopením zákonitostí 
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horizontálního přenosu genů mezi nimi. Prozatím pro takový přístup u většiny skupin 

neexistuje dostatek dat, rozhodně však jde o směr, který si zaslouží být rozvíjen. Důsledek, 

který by ještě nedávno byl dosti kontraintuitivní, je to, že pro biologicky věrnou klasifikaci 

prokaryot je nevhodné používat kultivační přístup. Ten nejen není dostatečně univerzální a 

operativní, ale především míjí jádro problému. 

 

4.2. Fylogenetická disimilarita a bioindikační potenciál mikrobiálních komunit 

Z předchozí kapitoly vyplývá, že pro environmentální studie je věrné rozlišování 

biologických druhů prokaryot při použití molekulární determinace na základě 16S rDNA 

nedosažitelné. Většina studií proto slučuje podobné sekvence do operačních taxonomických 

jednotek (OTU), které jsou definované vzájemnou podobností sekvencí. OTU sdružující 

sekvence 16S rDNA shodné minimálně z 97 % (v novějších studiích též 98,7 %) bývají 

používány jako ekvivalent druhů (Thompson et al. 2015). Je pravděpodobné, že řada hojněji 

zastoupených OTU odpovídá i v rámci jedné lokality spíše několika vzájemně podobným 

biologickým druhům než jednomu. Samozřejmě platí, že pokud se podařilo jednoznačné 

přiřazení OTU ke kvalitním sekvencím z popsaného druhu, tak s velkou pravděpodobností 

můžeme ztotožnit OTU a tímto druhem alespoň v základních vlastnostech. Na druhou stranu 

o přesném ekologickém vyladění totéž říci nelze, jak ukazují výše citované studie. Z 

uvedených důvodů budeme v této práci v kontextu determinace pomocí 16S rDNA hovořit o 

genotypech nebo OTU a nikoliv druzích bakterií a archeí. Je nutné mít na paměti, že při jejich 

identifikaci jde o přiřazení druhům vymezeným podle biologicky ne zcela korektní definice, a 

to i v případech, kdy kvůli plynulosti textu relativní charakter identifikace OTU 

nezdůrazňujeme. 

 Vzhledem k výhodám molekulární determinace bakterií a archeí ve srovnání 

s jakoukoliv jinou metodou jejich detekce je velmi přínosné najít analytické postupy, které by 

nebyly zatíženy umělým charakterem OTU a umožnily by vytěžit ze sekvenčních dat 

maximální množství užitečných informací. V zásadě lze rozlišit dva základní typy přístupů. 

První je srovnání většího počtu mikrobiálních komunit a detekce odezvy na přítomnost 

environmentálních gradientů, rozhraní či změn v čase i prostoru. Druhý přístup je rozpoznání 

signálů daných prostředím ve složení a struktuře individuální mikrobiální komunity, tedy 

vlastně obdoba klasické bioindikace. 

Srovnávání mikrobiálních společenstev, většinou založené na metodách 

mnohorozměrné analýzy, je v mikrobiální ekologii velmi běžné. Jejím základem je obecně 

uznávaný názor, že prokaryotické mikroorganismy mají unimodální odpověď na faktory 
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prostředí (Faith et al. 2009). Z toho vyplývá, že by při postupné změně prostředí mělo 

docházet k postupné změně struktury mikrobiálního společenstva a že rozdílnost 

mikrobiálních komunit by měla korelovat s rozdílností stanovišť (Ferrier et al. 2007). 

Experimenty na simulovaných i reálných datech potvrzují, že detekce gradientů i rozlišení 

mikrobiálních komunit z různých prostředí je možné a stačí (při jinak dobré kvalitě dat) 

překvapivě malá hloubka prosekvenování dosahující 100 sekvencí/vzorek (Kuczynski et al. 

2010). Hluboké prosekvenování 16S rDNA z desítek environmentálně blízkých vzorků však 

jednoznačně ukazuje, že překryv OTU mezi vzorky bývá velmi nízký (Nemergut et al. 2011; 

Falteisek et al. 2016). Z toho vyplývá, že veškeré metody převzaté z ekologie 

makroorganismů, které vycházejí ze vzájemného srovnání vzorků na základě podílu shodných 

organismů, budou v případě mikrobiálních OTU využívat velmi malou část informace. Jako 

dnes již rutinní řešení tohoto problému se prosadila náhrada disimilarity založené na 

sdílených taxonech takzvanou fylogenetickou disimilaritou. Ta je definovaná jako poměr 

délky fylogenetických větví, které vedou k OTU zastoupeným pouze v jednom vzorku k délce 

větví (včetně vnitřních větví) vedoucích k zástupcům obou srovnávaných vzorků (Faith et al. 

2009; Lozupone a Knight 2005). Díky tomu, že hodnota unikátní frakce fylogenetických větví 

vlastně nahrazuje míru druhové disimilarity komunit, lze ji použít jako extenzi mnoha 

klasických metod (Ferrier et al. 2007). Srovnání různých metod založených na fylogenetické 

disimilaritě potvrdilo jejich velkou robustnost vzhledem k přesné hodnotě prahu pro vymezení 

OTU, vůči náhodnému zakořenění stromu a přítomnosti dalších taxonů nezahrnutých do 

srovnání (Parks a Beiko 2013). Nízká citlivost na přesnou determinaci OTU je logická 

vzhledem k tomu, že variabilita na úrovni blízce příbuzných OTU tvoří zanedbatelný 

příspěvek k celkové délce unikátních větví. Efektivitu metodiky ilustruje to, že ke klastrování 

komunit podle základního typu prostředí (např. voda, půda, stolice apod.) dojde již při analýze 

deseti sekvencí na vzorek (Caporaso et el. 2012). Metaanalýza širokého spektra volně žijících 

mikrobiálních komunit převzatých z celkem 111 studií řešila otázku, které environmentální 

faktory zanechávají v různých komunitách navzájem ztotožnitelné signály (Lozupone a 

Knight 2007). Ukázalo se, že nejsilnější signál ve složení komunit zanechává salinita 

prostředí, následovaná tím, zda byl sekvenován environmentální vzorek nebo odvozená 

kultura, a rozdělením na pevné substráty a vody. Nejdůležitější závěr je, že projev určitých 

environmentálních faktorů je shodný v mikrobiálních komunitách pocházejících z různých 

prostředí a není překryt projevem jiných rozdílů. Díky tomu lze ekologicky klasifikovat i 

mikrobiální společenstva z komplexního prostředí, které je proměnlivé ve více různých 

parametrech současně. Při mnohorozměrné analýze založené na fylogenetické disimilaritě 
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komunit bude oblak vzorků v různých osách rozdělen podle různých parametrů, a to i v 

případě, že některé mikrobiální komunity nesdílejí s ostatními žádné OTU (např. Falteisek a 

Čepička 2012; obr. 2). 

Obr. 2. Mnohorozměrná analýza mikrobiálních komunit z polymetalikého ložiska Zlaté Hory. Vlevo 

PCA (analýza hlavních komponent) založená na výskytu a abundanci OTU, vpravo PCoA (analýza 

hlavních koordinát) založená na fylogenetické disimilaritě komunit. Vzorek ZH6 musel být z PCA 

vypuštěn, protože nesdílel žádnou OTU s ostatními. Vzorky z gossanu vykazují typickou mikrobiální 

hyperdiverzitu a významně snižují rozlišení pro ostatní komunity. Fylofenetická PCoA poměrně 

přesně rozdělila vzorky podle typu stanoviště. Rozkládající se biostalaktity kromě ZH4 (tj. ZH9 a 12) 

byly vymezeny na základě složení mikrobiální komunity, ostatní skupiny byly rozlišeny podle 

chemismu a lokalizace v dole (podle Falteisek a Čepička 2012, upraveno). 

 

Je samozřejmé, že ne všechny environmentální proměnné ovlivňují fylogenetické 

složení mikrobiálních komunit detekovatelným způsobem. Významný faktor, který nevytváří 

příliš silný signál, je přítomnost toxických látek, například arzenu (Drewniak et al. 2012; 

Drahota et al. 2013). Tento jev je pravděpodobně vysvětlitelný tím, že rezistence k arzenu se 

snadno šíří pomocí horizontálního přenosu genetické informace, takže při dostatečně dlouhé 

době existence arsenové anomálie dojde ke vzniku dostatečně velkého množství rezistentních 

organismů, aby se mohla projevit selekce jinými faktory (Villegas-Torres et al. 2011). 

Takovýto překryv faktorů s nevýrazným projevem ve fylogenetické disimilaritě komunit s 
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faktory, na které je možná adaptace přenosem genetické informace, je logický a konzistentní s 

hypotézou, že adaptace na podobné faktory u prokaryot není spojená se speciací. Rozhodně 

by byla přínosná studie zaměřená na testování této korelace stejně jako na srovnání síly 

projevu co nejširšího spektra různých environmentálních proměnných, bohužel dosud žádná 

taková práce nebyla publikována. 

 Druhý z možných přístupů při analýze mikrobiálních komunit je využití individuálních 

společenstev pro bioindikaci. Tento přístup má uplatnění při detekci biogeochemických 

procesů například v podzemních akviferech. Takovéto procesy často nejsou dostupné pro 

přímé pozorování či vzorkování a nelze je odvodit z pouhého chemického složení vody nebo 

jiného média. Z výše uvedeného popisu fylogenetické disimilarity vyplývá i rozsah 

použitelnosti tohoto konceptu pro bioindikaci. Díky relativně nezávislému projevu minimálně 

některých environmentálních faktorů na strukturu komunity můžeme klasifikovat i jedinou 

zkoumanou komunitu s využitím referenčních mikrobiálních komunit z podobných prostředí. 

Tak lze posoudit její asociaci s předpokládanými typy prostředí či procesů (auto- či 

heterotrofie, vztah k pH, přednostně využívané donory a akceptory elektronů apod.). 

Nevýhoda je, že výsledek je ovlivněn volbou referenčních komunit, tedy i očekáváním, které 

faktory budou významné. Pokud platí, že složení celé komunity je ovlivněno určitými faktory 

prostředí, musí být na stejné faktory se zvýšenou pravděpodobností adaptovány i organismy, 

které komunitu tvoří. Bylo sice ukázáno, že ani obtížně přenosné adaptace nemusí být nutně 

sdíleny všemi blízkými organismy, lze ale předpokládat jejich alespoň částečnou konzervaci. 

Pokud tedy zjistíme environmentální preference u organismů geneticky velmi blízkých tomu 

zkoumanému, pravděpodobně poznáme i preference zkoumaného organismu. Podobné tvrzení 

platí i o základních metabolických vlastnostech organismů. Díky existenci obrovských 

mezinárodních databází sekvencí (např. NCBI) je nalezení podobných genotypů snadné a 

díky těmto rozsáhlým „faunistickým“ datům lze odvodit poměrně přesné informace i o 

vlastnostech dosud nijak necharakterizovaných organismů. 

 Rozpracování konceptu fylogenetické disimilarity mikrobiálních komunit tedy nabízí 

teoretický rámec a vymezení použitelnosti pro dosud pouze empiricky provozovanou 

charakterizaci prokaryotických sekvencí pomocí nejbližších BLAST hitů. Definitivní ověření 

by vyžadovalo náročnou studii, které se zatím nejvíce blíží práce Langille a kol. (2013). Tito 

autoři rekonstruovali genomy nositelů sekvencí 16S rDNA pomocí jejich zařazení do 

fylogenetického stromu obsahujícího organismy se známým genomem a vytvoření hypotézy o 

fylogenetickém rozšíření jednotlivých genů. Následně predikované genomy srovnali s reálně 

osekvenovaným metagenomy komunit z projektu lidského mikrobiomu i dalších velkých 
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studií. Korelace predikovaných a skutečných metagenomů pro běžná málo extrémní prostředí 

dosahovala téměř maximální hodnoty už po analýze 105 sekvencí 16S rDNA ze vzorku. Pro 

dosažení stejné přesnosti bylo nutné z každé komunity analyzovat 15 000 anotovaných 

metagenomických sekvencí (což odpovídá asi 72 000 metagenomických čtení). To sice není 

nijak vysoké číslo, ale existence silného vztahu mezi fylogenetickým zařazením a 

přinejmenším jádrovou částí genomu bakterie je nesporná. Jde také o další nezávislý výsledek 

ukazující, že při charakterizaci mikrobiální komunity lze získat většinu informací analýzou 

přibližně 100 sekvencí. 

Je tedy zřejmé, že sekvenací a fylogenetickým zařazením relativně malého počtu 

mikroorganismů můžeme získat informace o biogeochemických procesech i prostředí, v němž 

probíhají. To usnadňuje studium komplexnějších systémů, ve kterých je nutné pro pochopení 

jejich funkce znát biotu většího počtu stanovišť. Jedním z takových dosud komplexně 

neprozkoumaných prostředí, v němž navíc prokaryotické mikroorganismy zcela dominují, 

donedávna byla ložiska sulfidických rud a s nimi asociované podzemní vody. Rudní 

ekosystém je navíc díky své jednoduchosti a značné prozkoumanosti geologických a 

geochemických procesů dobrým modelem pro studie zkoumající vztah mezi mikroorganismy 

a prostředím. 

 

4.3. Kyselé důlní vody 

Za kyselé důlní vody (AMD - acidic mine drainage, resp. ARD - acidic rock 

drainage) se považují extrémně mineralizované roztoky vzniklé při zvětrávání sulfidických 

rud. Ve složení těchto roztoků typicky dominuje vysoký obsah síranů, dosahující od stovek 

miligramů až po první desítky gramů na litr, a srovnatelně vysoké obsahy iontů Fe
2+

 a Fe
3+

. 

Nejvýznamnější zdroj této mineralizace představují snadno oxidovatelné minerály pyrit 

(FeS2), arsenopyrit (FeAsS) a chalkopyrit (CuFeS2). AMD kromě toho obsahují další kovy a 

polokovy podle charakteru ložiska (Cu, Zn, Mn, Pb, As, Cd, Hg aj.). Podstatnou složkou 

AMD jsou i látky uvolněné při jejich reakci s okolní horninou (rozpouštění uhličitanů, 

přeměna živců a slíd na jílové minerály), zejména jde o ionty Al
3+

, Ca
2+

, Mg
2+

, Na
+
, K

+
 a 

sloučeniny křemíku. Obecně platí, že okolní horniny pufrují kyselou reakci AMD, takže 

výsledné pH závisí nejen na obsahu pyritu, ale i na míře kontaktu AMD s nerudními minerály 

(Dopson et al. 2008). V extrémních případech může být nižší než 1 (Schrenk et al. 1998), v 

alumosilikátovém horninovém prostředí je však zpravidla utlumeno na hodnoty přibližně 

kolem 2,5 až 3 i vyšší (např. Falteisek a Čepička 2012; Falteisek et al. 2016; García-Moyano 

et al. 2012; Martyčák et al. 1993; Ziegler et al. 2009). V případě další alkalizace dojde při pH 
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nad cca 3,5 k hydrolýze Fe
3+

, která působí proti změně pH, ale vede k segregaci železa a 

většiny těžkých kovů do pevné fáze (Michalková et al. 2013). Vody tímto způsobem ztrácejí 

charakter AMD a dochází i k velkým změnám jejich mikrobioty. 

Zvětrávání sulfidů je mikrobiálně katalyzované a patří mezi tradiční modely pro 

výzkum interakcí mezi minerály a mikroorganismy. První popsaná chemoautotrofní bakterie 

schopná žít díky oxidaci krystalického minerálu jako jediného zdroje energie je 

Acidithiobacillus ferrooxidans (Bacteria (Proteobacteria): Acidithiobacillia) (Colmer a 

Hinkle 1947). Tento primát a relativně snadná kultivace zástupců rodu Acidithiobacillus 

způsobila, že tito byli dlouho považováni za jedinou či hlavní příčinu tvorby AMD a jejich 

role v environmentálních dějích byla až neuvěřitelně nadhodnocována (např. Golyshina a 

Timmis 2005). Další významný oxidátor pyritu, Leptospirillum ferrooxidans (Bacteria: 

Nitrospirae), byl objeven v 70. letech 20. století (Markosian 1972). Další výzkumy ukázaly, 

že podstatnou roli v oxidaci pyritu hrají archea ze skupiny Thermoplasmatales (Golyshina et 

al. 2000; Golyshina a Timmis 2005), a především rozlišily výrazně větší počet ekotypů 

mikroorganismů podílejících se na genezi AMD (Johnson 2012). Postupně byla rozpoznána 

také důležitost habitatů existujících v rámci toků AMD. Hlavním zdrojem enerzie tu je 

autotrofní oxidace železa. Produktem oxidace sulfidů železa je roztok obsahující převážně 

Fe
2+

 (Johnson 1998), v prostředí pórových roztoků a zvodnělých puklin navíc vzniká díky 

respirativním pochodům anoxie a dochází tu k další mikrobiální redukci Fe
3+

. Vývěry AMD 

do prostředí, která jsou v kontaktu s volnou atmosférou (povrch, důlní chodby) proto 

představují významný habitat pro oxidátory Fe. Mikroorganismy na takovýchto stanovištích 

často vytvářejí masivní biofilmy obsahující značné množství polysacharidové mezibuněčné 

hmoty a tvořené nápadně jednoduchými komunitami obsahujícími v extrémně kyselých a 

mineralizovaných AMD zástupce rodu Leptospirillum a archea ze skupiny 

Thermoplasmatales (Bond et al. 2000; Denef et al. 2010), nebo při hodnotách pH 2 – 3 a nižší 

mineralizaci kombinaci zástupců rodů Acidithiobacillus a Ferrovum (Bacteria: 

Betaproteobacteria) (Hallberg et al. 2006, 2010; Johnson et al. 2014). Komunity obsahující 

Ferrovum spp. mají podle studií založených převážně na metodě tRFLP pozoruhodně velkou 

stabilitu v čase a malou prostorovou proměnlivost (Kay et al. 2012). Za hlavní faktor udržující 

dominanci této bakterie lze považovat jeji schopnost vytvářet mezibuněčnou hmotu a tak 

kolonizovat tekoucí vody (Johnson et al. 2014). 

Rostoucí počet mikroorganismů nalezených v AMD přirozeně vyvolal otázku, jaké 

jsou zákonitosti jejich distribuce a preference stanovišť v rámci ekosystému rudního ložiska. 

Většina studií se však zabývala především charakterizací konkrétních taxonů nebo popisem 
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celkové diverzity mikroorganismů bez důrazu na prostorové rozlišení (např. Golyshina et al. 

2000; Hallberg et al. 2006, 2010, 2011; Heinzel et al. 2009; Johnson et al. 2001; Okabayashi 

et al. 2005; Tan et al. 2007; Xiao et al. 2009). Jen v některých případech rozlišovaly několik 

blízkých biotopů, například biofilm a okolní vodní sloupec nebo biofilm v různých 

staničeních v témže odvodňovacím kanálu (Rowe et al. 2007) nebo změny mikrobiálního 

osídlení stejných stanovišť v čase (García-Moyano et al. 2012; Tan et al. 2009). Tyto práce 

ovšem neobsahovaly informace dovolující ekologickou interpretaci hlubší, než je pouhý popis 

preferencí konkrétních izolátů konkrétních mikroorganismů. Přitom už Schrenk et al. (1998) 

prokázali pomocí fluorescenční in situ hybridizace, že modelové druhy Acidithiobacillus 

ferrooxidans a Leptospirillum ferrooxidans mají výrazně nehomogenní distribuci mezi 

komunitami na různých typech stanovišť. Mimo jiné se v rozporu s rozšíženým přesvědčením 

ukázalo, že A. ferrooxidans na zkoumané lokalitě prakticky chybí na místech oxidace pyritu. 

Práce Kimury et al. (2011) srovnávající čtyři odlišné habitaty pomocí několika molekulárně-

biologických metod ukázala, že složení mikrobiálních komunit na těchto stanovištích se 

nemusí prakticky vůbec překrývat. 

 

4.4. Beta diverzita mikroorganismů v rámci sulfidického ložiska 

Ložisko Zlaté Hory v české části Slezska má několik vlastností, které z něj vytvářejí ideální 

model pro srovnávací výzkum mikrobiálních komunit. Hlavní výhoda je, že zde byla během 

těžby odhalena celá dokonale vyvinutá supergenní zonalita (Martyčák et al. 1993). Historická 

důlní díla blízko k povrchu zpřístupňují zcela vylouženou zónu obsahující oxidované 

sekundární minerály železa i dalších kovů (gossan). Pod nimi se nachází spektrum různě 

zvětralých rudních těles a minimálně alterovaná oblast, která se až do 70. let 20. století 

nacházela místy více než 200 m pod erozní bází, a byla tudíž velmi dobře chráněna před 

oxidačními procesy. Rudní akumulace představuje vulkanosedimentární ložisko přibližně 

odpovídající typu Rosebery. Je tvořeno impregnacemi pyritu a rudních sulfidů 

v metamorfovaných sedimentech stáří devon, především v kvarcitech a metatufitech (Patočka 

a Vrba 1989). Díky impregnačnímu charakteru zde nejsou kyselé roztoky omezeny na rudní 

žíly, ale vznikají v pórovém prostředí v celém objemu horniny. Kontakt s ostatními složkami 

horniny též pufruje pH puklinových vod ve většině případů na hodnoty vyšší než 2,5 

(Falteisek a Čepička 2012; Martyčák et al. 1993). Zdejší AMD se tedy liší od důlních vod 

hostících Leptospirillum spp. na ložiskách s extrémně vysokým obsahem pyritu (např. Iron 

Mountain v Kalifornii; Schrenk et al. 1998; Denef et al. 2010) a představuje méně extrémní, 

avšak rozšířenější typ kyselých vod. 
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 Části ložiska Zlaté Hory-jih (ZH-jih) a východ byly využity pro srovnávací studii 14 

vzorků reprezentujích prostředí vzniku AMD, minerální i biogenní stalaktity na jejich vývěru 

z puklinového prostředí do důlních chodeb i pH neutrální vody a sekundární minerály 

v oblasti gossanu (Falteisek a Čepička 2012). Sekvenace klonovaných amplikonů Sangerovou 

terminační metodou umožnila identifikovat z každého mikrohabibatu pouze několik desítek 

mikroorganismů. Ovšem i takový počet je dostatečný pro základní klasifikaci mikrobiálních 

komunit a pro detekci výrazných ekologických rozdílů a gradientů (Caporaso et al. 2012; 

Kuczynski et al. 2010). Již při zběžném pohledu na výsledky je patrné, že složení 

mikrobiálních komunit koreluje s typy geochemických procesů (obr. 2). Po charakterizaci 

nalezených sekvencí srovnáním se známými taxony i environmentálními klony byly nalezeny 

zřetelné zákonitosti v distribuci předpokládaných fyziologických vlastností mikroorganismů. 

To umožnilo odvodit i pravděpodobné biogeochemické procesy probíhající v jednotlivých 

oblastech ložiska. 

Vzorky odebrané ve vyloužené zóně ložiska dosahovaly podle očekávání největší alfa 

diverzity. Zajímavý nález přineslo srovnání vzorků odebraných v komíně odvodňujícím část 

historických dobývek ložiska ZH-východ. Dva vzorky recentně vysrážených sekundárních 

minerálů obsahovaly rozdílná, ale funkčně zřejmě obdobná společenstva. Hostily aerobní i 

anaerobní oligotrofní mikroorganismy, přibližně třetinu klonů tvořili chemoautotrofní 

oxidátoři sloučenin železa, síry a dusíku. Nezanedbatelný podíl měly i bakterie z acidofilních 

či přinejmenším acidotolerantních skupin. Naproti tomu ve vzorku vody, která tekla přes tyto 

minerály, byly nelezeny zcela odlišné ekotypy bakterií. Šlo téměř výhradně o heterotrofní 

aeroby, z velké části blízce příbuzné známým oxidátorům uhlovodíků a rozpuštěných 

organických látek ve vodách a patřící mezi beta- a gamaproteobakterie (např. Acinetobacter 

spp., Burkholderia cenocepacia a Achromobacter xylosoxidans). Takovéto složení 

mikrobiálních společenstev nabízí zajímavé vysvětlení významu gossanu pro ekosystém 

AMD. Suspenzní mikrorganismy indikují, že v přitékající vodě dochází k intenzívní degradaci 

přitékajících organických sloučenin. Velký podíl oligotrofů a zejména autotrofních bakterií 

v pevné fázi, která podle chemických rozborů obsahovala jen malé množství substrátů pro 

autotrofní metabolismus, indikuje extrémní limitaci zdroji organického uhlíku. Lze 

předpokládat, že gossan působí jako bioreaktor zbavující přitékající vody stop organických 

látek. Existence historických důlních děl, která oblast gossanu provzdušňují a zcela jistě 

přispěla i ke zvětšení jeho mocnosti, tento děj ještě posiluje. Některé autotrofní 

mikroroganismy obývající AMD jsou extrémně citlivé na přítomnost organikých sloučenin, 

například Ferrovum myxofaciens je inhibováno i přirozenými degradačními produkty agaru 
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v minerálním médiu, což zbrzdilo jeho laboratorní izolaci a popis o několik let (Johnson et al. 

2014). Schopnost heterotrofů různými způsoby podporovat biogenní rozpouštění pyritu byla 

rozpoznána již dříve (Bacelar-Nicolau a Johnson 1999) a jejich nezbytnost pro udržení 

citlivých autotrofních společenstev je uznávaný fakt (Méndez-García et al. 2015), ale gossan 

podle našich znalostí dosud nebyl chápán jako bioreaktor upravující vlastnosti přitékajících 

vod. Pro potvrzení této hypotézy by pravděpodobně bylo nutné provést manipulační 

experimenty (např. přímé přivedení povrchové vody do zóny tvorby AMD), avšak je zřejmé, 

že studium ekosystému AMD v celé šíři může přinést dosud nečekané souvislosti ovlivňující 

tento intenzivně zkoumaný fenomén. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3 Difenrenciace nik v AMD mezi autotrofní bakterie oxidující Fe
2+

. V pravé části výsledky práce 

Jones et al. (2015), v levé jsou přidány mikrobiální komunity studované v pracích Falteisek a Čepička 

(2012; *) a Falteisek et al. (2016; **). Zahrnuty jsou pouze komunity, u nichž bylo přesně změřeno pH 

(koncentrace Fe2+ nebyla stanovována) a vyskytovala se v nich některá z vybraných bakterií. Je 

patrné, že oblast pH tolerovaného rodem Ferrovum je větší a nejspíše spojitá.  

 

 Dalším nápadným typem habitatů, které byly v práci Falteisek a Čepička (2012) 

studovány, jsou biostalaktity rostoucí na vývěrech AMD z puklin do důlních chodeb. 

Nejpřekvapivější byl závěr, že tu v těsné blízkosti koexistují mikrobiální společenstva 

s odlišným a někdy vysloveně kontrastujícím složením. Sedm z osmi společenstev bylo 

dominováno známými autotrofy oxidujícími Fe
2+

, avšak kromě známé kombinace Ferrovum 

myxofaciens a Acidithiobacillus ferrivorans byly objeveny komunity s kombinací F. 
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myxofaciens a Gallionella sp. V době této studie nebyla takováto kombinace autotrofů 

v AMD popsaná. Z některých vývěrů se bohužel nepodařilo odebrat vzorky vody, které by 

umožnily zjistit, zda je kombinace autotrofů determinována složením vody. Bylo však 

vyloučeno, že by příčinou byl průtok, obsah rozpuštěného kyslíku, a zřejmě i pH. Novější 

studie Jonese a kol. (2015) analyzovala diferenciaci nik mezi stejnými organismy a za faktory 

určující složení komunity považuje kombinaci pH a koncentrace Fe
2+

 (obr. 3). Tento závěr 

však výzkum Zlatých Hor nepotvrzuje. Vzorky z ložiska ZH-jih dosahovaly pH přibližně 3, 

při kterém sice mohou podle citované práce hraničně koexistovat všechny tři bakterie, A. 

ferrivorans byl však v ZH pozorován v prostředích s nejvyšším, a nikoliv nízkým obsahem 

Fe, a Gallionella sp. naopak v nejméně mineralizovaných a relativně oxidovanějších vodách. 

Jones et al. (2015) uvádí opačný vztah. Za velmi nepravděpodobnou musíme považovat i jím 

uváděnou představu skoro disjunktních nik jednotlivých bakterií a ztoho plynoucí nutnost 

existence dvou nepropojených oblastí výskytu F. myxofaciens (obr. 3). 

Práce Falteiska a Čepičky (2012) též ukázala existenci biostalaktitů, které v okamžiku 

odběru postrádaly primární produkční systém. Vzorek ZH9 byl nalezen v sousedství 

acidofilního ZH8, morfologicky nápadně odpovídal stalaktitům s F. myxofaciens, avšak zcela 

postrádal známé autotrofy. Nejhojnější sekvence se shoduje s Metallibacterium scheffleri 

(Bacteria: Gammaproteobacteria), popsanou z prostředí biostalalaktitů (Ziegler et al 2013), 

většina ostatních byly též patrně acidofilní či acidotolerantní heterotrofové, část sekvencí 

patřila jednobuněčným eukaryotům, jejich symbiontům a bakteriím z kandidátní skupiny 

Dependentiae. Tyto mikroorgasnismy žijí patrně symbiotickým či parazitickým způsobem v 

asociaci s jinými bakteriemi (Yeoh et al. 2016). Lze považovat za téměř jisté, že krápník 

vznikl činností zástupců rodu Ferrovum. Nejhojnější přítomný heterotrof M. scheffleri 

degraduje proteiny za vzniku alkalických produktů a není schopen metabolizovat sacharidy 

(Ziegler et al. 2013). Tím pádem není schopen rozložit čistě polysacharidovou kostru 

stalaktitu (Johnson et al. 2014), může ale usnadnit jeho kolonizaci neutrofilními bakteriemi. 

Příčina poklesu četnosti autotrofů zatím nebyla vysvětlena. Velmi pravděpodobně není 

příčinou pokles přísunu roztoku Fe
2+

, vzhledem k tomu, že čistě heterotrofní biostalaktity 

byly pozorovány i na místech s nezanedbatelným průtokem (Falteisek et al. 2016 a 

nepublikované výsledky). Náhodně nalezený čerstvě odpadlý gelovitý stalaktit (vzorek ZH4) 

obsahoval kromě F. myxofaciens i identický genotyp Ralstonia pickettii, Acidobacteria gen. 

sp., a dokonce obdobného zástupce jednobuněčných eukaryot jako ZH9. Jmenované 

organismy jsou z prostředí AMD známé (shrnuje Méndez-García et al. 2015) a je 
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pravděpodobné, že mohou fungovat i jako oportunní rozkladači odumřelých biostalaktitů. Nic 

nenasvědčuje existenci příčinné souvislosti mezi jejich výskytem a absencí autotrofie. 

Samotná mikrobiální oxidace pyritu (a dalších sulfidů) probíhá v kyselém prostředí 

takzvaným nepřímým mechanismem, kdy bakterie a archea produkují ionty Fe
3+

, které pak 

atakují pyrit už bez biogenní katalýzy (Rohwerder et al. 2003). Z tohoto důvodu jsou za 

potenciální oxidátory pyritu považovány prakticky všechny acidofilní auto- i heterotrofní 

mikroorganismy oxidující železo (Bacelar-Nicolau a Johnson 1999; Méndez-García et al. 

2015) a většina autorů striktně nerozlišuje mikroflóru přítomnou při oxidaci pyritu a při 

dalších přeměnách AMD. Na ložisku ZH-jih byly odebrány vzorky z leptových jamek v kusu 

horniny obsahujícím pyrit a nacházejícím se mimo tekoucí vodu (ZH6) a voda vyvěrající z 

pukliny v oblasti rudního tělesa (ZH7a). Mikrobiální společenstava na povrchu horniny 

dotované pouze kondenzační vodou a aerosoly byla tvořena pouze typickými oxidátory pyritu 

Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans a Ferroplasma acidiphilum 

(Archaea: Euryarcheota). Ve výtoku z pukliny byl hojný potenciální oxidátor pyritu 

Acidiferrobacter thiooxidans (Bacteria: Gammaproteobacteria) a nepopsané archeum blízké 

F. acidiphilum. Tyto organismy nebyly zaznamenány na žádném jiném stanovišti a s 

výjimkou jednoho záchytu A. thiooxidans nebyly detekovány ani při další výrazně 

podrobnější studii společenstev vývěrů AMD (Falteisek et al. 2016). Pravděpodobná příčina 

je odlišná environmentální selekce na zmíněných typech stanovišť, která se samotnou oxidací 

pyritu souvisí spíše nepřímo. Nápadná je striktní diferenciace nik mezi blízce příbuznými 

Acidithiobacillus ferrooxidans a A. ferrivorans v prostředí, kde lze předpokládat možnost 

setkání obou bakterií díky podobnosti prostředí i fyzické blízkosti stanovišť (žijí na různě 

zvodnělých místech v rámci jedné haldy suti). Tento jev je vysvětlitelný nižší tolerancí A. 

ferrivorans na vysokou aciditu a koncentraci toxických prvků, která vylučuje jeho výskyt na 

povrchu leptaného minerálu, a zároveň vyšší růstovou rychlostí, a tudíž patrně i vyšší 

konkurenceschopností této bakterie v méně limitujícím prostředí toků AMD (Hallberg et al. 

2010). Je ovšem zajímavé, že tyto rozdíly, které se v laboratorních podmínkách projevují jen 

mírným posunem růstových optim, způzobují v přirozeném prostředí ostrou diferenciaci nik. 

Důsledkem je, že různé procesy jsou katalyzovány různými organismy dokonce i v případě, 

že jejich základní chemická podstata (vyjádřitelná např. jako sumární rovnice biogenního 

chemického procesu) je stejná. Není však pravděpodobné, že by A. ferrooxidans byl na 

kontakt s pyritem vázaný, spíše jde o kombinaci různých parametrů prostředí. Ve vysoce 

kyselých AMD bylo naopak prokázáno, že tento mikroorganismus obývá stanoviště mimo 

místa oxidace pyritu (Schrenk et al. 1998). Je patrné, že k pochopení funkce určité 
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mikrobiální komunity v takto komplexním systému nestačí znalost metabolických 

charakteristik jejích členů, pokud není zařazena do kontextu okolních komunit.  

 

4.5. Problém mikrobiální hyperdiverzity 

Rostoucí počet studií diverzity mikrobiálních komunit ukazuje, že v komplexně 

strukturovaných prostředích, jako jsou půdy, různé sedimenty a biofilmy ve vodních tocích, 

ale i střevní obsah nebo mořská voda, lze detekovat několik tisíc převážně vzácných genotypů 

prokaryotické 16S rDNA přibližně odpovídajících druhu v každím gramu materiálu 

(Caporaso et al. 2011; Nemergut et al. 2011). Podobný jev, tradičně označovaný jako pradox 

planktonu, byl ekologům studujícím mikroorganismy známý již v době před nástupem 

molekulární taxonomie (Hutchinson 1961). Tak vysoká alfa diverzita organismů 

nacházejících se na jedné či malém počtu trofických úrovní je obtížně vysvětlitelná vzhledem 

k tomu, že by mělo docházet ke kompetitivní exkluzi i náhodnému mizení druhů soutěžících o 

stejné zdroje. Většina obvyklých vysvětlení mikrobiální hyperdiverzity předpokládá, že 

studované substráty nejsou homogenní a skryté fyzikálně chemické gradienty umožňují 

diferenciaci ekologických nik (Nemergut et al. 2013). Alternativním vysvětlení je, že 

prostředí je tak proměnlivé v čase, že mikrobiální společenstva nedosáhnou rovnovážného 

složení, neboť různé organismy jsou v různých podmínkách různě konkurenčně zdatné. Navíc 

se v každém okamžiku může nezanedbatelná část společenstva nacházet v dormantním stavu 

(Cavender-Bares et al. 2009). Každopádně je nutné počítat s tím, že běžně zpracovávané 

vzorky mohou představovat homogenát prostředí, která jsou z pohledu mikroorganismů 

značně různorodá, a to, co považujeme za alfa diverzitu, je ve skutečnosti součet diverzit 

mnoha různých stanovišť, čili v tradičním názvosloví gama diverzita (Nemergut et al. 2011). 

Další významný jev lze pozorovat, pokud porovnáme složení 16S rDNA genotypů ve 

více nezávisle odebraných vzorcích ze stejného typu prostředí. Počet společných OTU bude 

minimální bez ohledu na přesnou hodnotu sekvenční homologie použité pro determinaci 

OTU. Velikost tohoto překryvu navíc není výrazněji závislá na geografické vzdálenosti 

porovnávaných vzorků. Jediná patrná zákonitost je to, že mikroorganismus s vyšší četností v 

určitém vzorku bude s vyšší pravděpodobností přítomný i v jiném vzorku (Nemergut et al. 

2011).  Další metaanalýzy sekvenačních studií ukazují, že soběpodobnost mikrobiálních 

komunit je závislá na jejich geografické blízkosti pouze při vzdálenostech dosahujících 

maximálně desítek metrů. Při větších vzdálenostech je míra odlišnosti komunit na vzdálenosti 

prakticky nezávislá (Nemergut et al. 2013). Interpretace těchto pozorování není jednoznačná. 

Nemergut et al. (2011) se přiklánejí k výkladu, že jde o důsledek náhodné kolonizace každého 



27 

 

stanoviště. Hojnější mikroorganismy jsou hojněji zastoupeny i mezi migrujícími buňkami, 

takže se s větší pravděpodobností dostanou na nové stanoviště. Tato hypotéza počítá s tím, že 

složení mikrobiální komunity není determinováno pouze prostředím, ale i kolonizační historií 

a náhodným přežíváním taxonů, které na každé potenciální stanoviště přicházejí v nadbytku. 

Pro platnost tohoto modelu je zcela nezbytné, aby byl splněn předpoklad, že množství druhů 

či aspoň genotypů mikroorganismů schopných přebývat na libovolném stanovišti je 

mnohonásobně větší než počet genotypů, které tam přebývají. Klasická představa 

environmentální filtrace, podle které se mikrorganismy šíří tak účinně a homogenně, že se na 

každém stanovišti ustaví společenstvo nejlépe přizpůsobené lokálnímu prostředí, tedy musí 

být doplněna minimálně o vliv kolonizační historie (tj. pořadí, v němž organismy přicházely), 

omezeného šíření a náhodného vymírání taxonů (Nemergut et al. 2013). 

Představa komplexního působení zmíněných jevů při tvorbě mikrobiálních komunit 

sama o sobě není nijak kontraintuitivní. Vzhledem k prokazatelně existujícímu množství 

bakteriálních a archeálních taxonů je těžko představitelné, že by model ideálního šíření všech 

byl fyzicky možný. Potenciálně zajímavé důsledky ovšem vyplynou z kombinace této teorie a 

výše zmíněného vysvětlení vysoké zdánlivé alfa diverzity bakterií. Jestliže zdánlivá 

mikrobiální komunita pozorovaná při použití klasických vzorkovacích metod je kompozitem 

velkého počtu mikrobiálních společenstev obývajících různé mikrohabitaty (dále ji budeme 

označovat „kompozitní komunita“), lze předpokládat, že jednotlivá mikrospolečenstva budou 

navzájem nejspíš velmi nepodobná, podobně jako jsou si nepodobné kompozitní komunity 

odebrané na různých místech. Pozorovaná disimilarita kompozitních komunit může být 

dokonce ještě snížena „průměrováním“ mnoha mikrostanovišť. V souladu s touto hypotézou 

bývá největší alfa i beta diverzita pozorována v sedimentech a podobných prostředích, ve 

kterých existuje heterogenní anorganická matrice a která jsou (v měřítku relevantním pro 

mikroorganismy) fyzicky nespojitá, takže tu může existovat mnoho stanovišť s individuální 

kolonizační historií (Lozupone a Knight 2007; Nemergut et al. 2013). Obdobně fyzicky 

nespojité, ale homogennější půdy dosahují též vysoké alfa diverzity, vykazují ale 

fylogenetickou underdisperzi přítomných prokaryot (Lozupone a Knight 2007). 

Pokud předpokládáme vysokou odlišnost mikrokomunit, nabízí se otázka, jak vzniká 

odezva kompozitních komunit na environmentální gradienty. Podle empiricky dobře 

podložené představy (Faith et al. 2009; Ferrier et al. 2007; Kuczynski et al. 2010) se budou při 

postupné změně podmínek působících na kompozitní komunitu postupně nahrazovat 

jednotlivé druhy nebo evoluční linie jinými. Všechny úspěšné teorie pracují s postupným 

poklesem četnosti až vymizením druhu, když se prostředí vzdaluje od jeho optima. Jak ovšem 
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budou reagovat jednotlivé mikrokomunity? Je možné, že bude ve všech též graduálně klesat 

četnost určitých druhů a růst četnost jiných podobně jako v kompozitních komunitách, ale též 

je možné, že bude docházet k víceméně náhlému „přepínání“ z dominance určitých organismů 

na dominanci jiných nebo i k jiným jevům. Takovou možnost nelze vyloučit ani v případě 

faktorů působících na všechna mikrostanoviště stejně, např. teploty, nebo v případě 

zvodnělých prostředí pH či chemického složení pórového roztoku. 

Je jasné, že pokud se reálné mikrobiální komunity chovají výrazně odlišně než ty 

kompozitní, může to mít důsledky pro naše chápání příčin mnoha jevů v ekologii prokaryot. 

Velikost předpokládaných mikrokomunit navzdory pokroku metod stále limituje jejich přímý 

výzkum, je ale možné se alespoň částečně v některých ohledech přiblížit jejich charakteru. 

Ideálním modelem pro výzkum je stanoviště, které je homogenní, fyzicky co nejspojitější a 

hostí pokud možno jednoduché společenstvo mikroorganismů. Další důležitá vlastnostnost 

modelového stanoviště je, že se vyskytuje v co největším počtu kopií, které jsou navzájem 

oddělené, ale dostatečně blízké, aby byl odůvodněný předpoklad, že jsou vystaveny stejným 

faktorům okolního prostředí a je mezi nimi možná migrace organismů. V takovém uspořádání 

by čistá environmentální selekce měla vést ke vzniku stejných komunit ve všech kopiích 

stanoviště. Naopak stochastická tvorba komunit by mohla vést ke vzniku značných odlišností. 

Pokud bychom měli k dispozici několik sad takových stanovišť, nacházejících se v mírně 

odlišných podmínkách, bylo by možné sledovat i to, jakým způsobem individuální komunity 

odpovídají na environmentální gradienty. 

 

4.6. Vývěry AMD jako model neutrální variability mikrobiálních společenstev 

Jedním z potenciálních modelů pro studium komunit blížících se ideálním mikrokomunitám 

by mohly být biogenní stalaktity rostoucí na vývěrech AMD. Různé studie ukázaly, že 

obsahují druhově chudé mikrobiální komunity (Hallberg et al. 2006; Kimura et al. 2011; 

Falteisek a Čepička 2012). Mikrobiální společenstva v rámci stalaktitu jsou navíc vystavena 

homogenizujícímu účinku tekoucí vody a měřením iontově selektivními mikroelektrodami se 

podařilo zjistit, že prostředí v rámci stalaktitu se mění pouze směrem od povrchu do středu, 

ale podél dlouhé osy útvaru je značně homogenní (Ziegler et al. 2009, 2013). Proto s velkou 

pravděpodobností nebudou stalaktity obsahovat různé komunity specifické pro jednotlivé 

úseky nebo jiné typy výrazné beta diverzity. Studie Falteiska a Čepičky (2012) ukázala, že 

biostalaktity mohou obsahovat navzájem dost odlišné mikrobiální komunity. Navíc velmi 

často rostou v početných skupinách na jednom místě, často na jediném vývěru vody. Tyto 

vlastnosti dávají určitou naději, že by biostalaktity mohly představovat ukázku navrhovaného 
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modelu pro studium jednoduchých mikrobiálních komunit. Proto byla navržena studie k 

ověření neutrální variability mikrobiálních komunit z důlních biostalaktitů. 

Na lokalitě ZH-jih se podařilo vytipovat skupinu více než 20 biostalaktitů rostoucích 

v řadě podél jedné hydraulicky propustné pukliny ve stropě důlní chodby. Z pukliny v celé 

délce prosakovala AMD a stalaktity vznikly na místech, kde se díky tvaru skály odtrhávaly 

kapky. Tím pádem bylo možné věřit, že jsou všechny krápníky napájené vodou ze stejného 

zdroje. Vzdálenosti mezi sousedními stalaktity činily pouze několik centimetrů. Z této 

skupiny byly odebrány vzorky 21 stalaktitů. Dále bylo odebráno 20 stalaktitů z jiné skupiny, 

kde vinou železité kůry na stropě nebylo možné tak jednoznačně vystopovat zdroj vody, ale 

nacházely se v podobně těsném uspořádání jako předchozí skupina. Další jednotlivé vzorky (6 

ks) byly odebrány ze Zlatých Hor a tří dalších dolů (Falteisek et al. 2016).  

Cílem studie bylo ověřit hypotézu, že jednotlivé stalaktity rostoucí ve stejném 

prostředí v těsné blízkosti mohou obsahovat výrazně odlišné mikrobiální komunity, v nichž 

jsou stejné funkční role (gildy) obsazeny různými organismy. Pokud se tento základní 

předpoklad potvrdí, další cíl je srovnat složení komunit z různých lokalit a zjistit, do jaké míry 

je množina alternujících se bakterií a archeí omezena na konkrétní místo. Základní předpoklad 

je, že různé lokality se budou vždy environmentálně lišit víc než sousedící stalaktity na jedné 

z nich. V tomto případě lze očekávat dva možné typy distribuce organismů. Podle prvního si 

budou komunity z každého odběrového místa podobnější navzájem než komunitám z jiných 

míst. Hojné genotypy budou na lokalitě sdíleny všemi nebo skoro všemi vzorky a genotypy 

dominující jednotlivým společenstvům na jedné lokalitě mohou být přítomny na ostatních 

lokalitách, ale pravděpodobně s menší četností. Speciální případ distribuce typu 1 je situace, 

kdy jeden organismus dominuje na všech lokalitách. Takový výsledek by znamenal, že byly 

vybrány příliš podobné lokality, které pro řešení popsané otázky nejsou vhodné. Při druhém 

typu distribuce se určité genotypy (resp. potenciální druhy) budou vyskytovat v některých 

komunitách na více lokalitách a zároveň na žádné nebudou ve všech komunitách. To by mělo 

platit i pro nejhojnější organismy, které budou dominovat některým komunitám na různých 

lokalitách, ale každé z nich se bude v roli nejhojnějšího mikroorganismu střídat větší počet 

různých potenciálních druhů. Pokud na takové komunity aplikujeme klastrovací analýzu, 

budou podpořeny klastry, které neodpovídají lokalitám (ani jiné zjevné proměnné). V 

ideálním případě ze složení jedné mikrobiální komunity ani nebude možné poznat, ze které 

lokality pochází. 

 Odebrané vzorky byly předběžně charakterizovány pomocí tRFLP (terminal 

restriction fragment lenght polymorphism), které potvrdilo, že komunity mají poměrně 
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značnou variabilitu. Z 58 vzorků (počet včetně replikátů z některých stalaktitů) bylo vybráno 

34 pro pyrosekvenaci. Vinou značně nerovnoměrné distribuce sekvencí mezi těmito vzorky 

(což je známý neduh 454 pyrosekvenace; P. Baldrian, osobní sdělení) bylo pouze 24 vzorků 

hodnotitelných. Porovnání komunit na základě fylogenetické disimilarity ukázalo existenci 

pěti statisticky podložených klastrů komunit, z nichž čtyři obsahovaly vzorky z více lokalit. 

Většina klastrů měla jako nejhojnější organismy různé autotrofní oxidátory železa (resp. 

genotypy 16S rDNA téměř identické s popsanými chemolitotrofními bakteriemi). Na pozici 

nejhojnějších OTU se nejčastěji objevila dvojice Acidithiobacillus ferrivorans a Ferrovum 

myxofaciens, tyto bakterie však byly ve dvou případech přečísleny autotrofem 

Acidiferrobacter thiooxidans, resp. heterotrofním Metallibacterium scheffleri. Dalším 

komunitám výrazně dominovalo samotné F. myxofaciens (až 97 % sekvencí) a jeden klastr 

(jediný omezený na jedinou lokalitu ZH-B) měl v roli pravděpodobného primárního 

producenta Gallionella capsiferriformans a blízce příbuznou Sideroxidans litotrophicus 

(Bacteria: Betaproteobacteria). Jedna skupina vzorků se od ostatních lišila absencí nebo 

malým podílem autotrofů a převahou různých kombinací heterotrofních proteobakterií 

(Acidocella, Acidiphilium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Metallibacterium aj.). 

Celkově byla prokázána značná altenace mikroorganismů v roli pravděpodobných 

primárních producentů i konzumentů (genotypy blízké známým heterotrofům), a to i v přímo 

sousedících stalaktitech. Většina hojných mikroorganismů současně žila na několika různých 

lokalitách, takže důvodem jejich alternace v rámci jednoho vývěru zřejmě nebyla extrémně 

úzká ekologická valence. Popsané výsledky tedy odpovídají distribuci typu 2. 

Při analýze jednotlivých 97% OTU byla vyloučena statisticky významná asociace 

drtivé většiny z nich s konkrétními lokalitami (s výjimkou stoprocentní asociace 

betaproteobakterie Thiobacillus aquaesulis a pH neutrálního vývěru BN tvořícího pozitivní 

kontrolu pro tento test). Komunity s vysokou dominancí F. myxofaciens byly omezeny na 

stalaktity s vyšším průtokem, avšak celkově i v rámci jedné lokality (ZH-A) patřily komunity 

se zvýšeným průtokem k různým typům, přičemž ne ve všech bylo F. myxofaciens 

zastoupeno. Průtok u různých komunit s F. myxofaciens se navíc lišil až řádově, pouze platilo, 

že nikdy nebyl blízký nule. Vyšší průtok je tedy zřejmě podmínkou vysoké dominance F. 

myxofaciens (jeho silná produkce extracelulární hmoty se zdá být dobrou adaptací na taková 

stanoviště), avšak ani v tomto prostředí není složení komunit uniformní nebo předvídatelné. 

Není bez zajímavosti, že převaha této bakterie není stálá v čase. Ve vývěru ZH10 při odběru v 

roce 2009 převažovala Gallionella sp. (Falteisek a Čepička 2012) a v roce 2012 tu byla 

pozorována extrémní dominance F. myxofaciens. Při druhém odběru byl zaznamenán 
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podobný průtok a dokonce vyšší pH (3,6 vs. 3,1) a nižší konduktivita (1,9 vs. 2,3 mS/cm) než 

při prvním, podmínky se tedy posunuly spíše k optimu pro mizející acidotolerantní zástupce 

rodu Gallionella (Jones et al. 2015). Ve vzorku ZH7 byl současně zaznamenán relativní 

pokles četnosti F. myxofaciens, což snižuje pravděpodobnost, že jde o zkreslení vinou použití 

různých metod. Přesto je nutné tento dílčí závěr brát s rezervou, je jasné, že srovnání datasetů 

obsahujících o řád odlišné počty sekvencí je zatíženo větší chybou. Dlouhodobé sledování 

nárůstů (streamers) v rychleji tekoucích AMD naopak naznačuje mimořádnou stálost 

společenstev s F. myxofaciens (Kay et al. 2012). 

 Popsané výsledky jsou v rozporu s výše citovaným faktem, podloženým mnoha 

studiemi, že složení mikrobiálních komunit citlivě reflektuje prostředí a pomocí jejich 

srovnání lze detekovat i málo strmé environmnetální gradienty. Jedna z možných hypotéz je, 

že kompozitní komunity odrážejí charakter prostředí přesněji, protože vznikají průměrováním 

velkého počtu mikrokomunit. Tím je potlačena neutrální či jiná variabilita mikrokomunit a 

naopak dojde ke zvýraznění nenápadných, ale konzistentních trendů. V nejsilnější verzi této 

hypotézy je spojitý růst podílu určité bakterie v kompozitní komunitě při změně prostředí 

způsoben postupným přibýváním mikrokomunit, kde tato bakterie dominuje, a ubýváním 

těch, kde je vzácná či chybí. Tato verze je zatím čistě hypotetická, ale mírnější verzi, tedy že 

specifický charakter každého stanoviště je zvýrazněn průměrováním individuálních komunit, 

lze částečně testovat na zkoumaném datasetu. Za tímto účelem byly vytvořeny umělé 

komunity tvořené součtem četností OTU z pouhých tří (v jednom případě dvou) náhodně 

zvolených stalaktitů ze skupin ZH-A a ZH-B. Přitom bylo pochopitelně vyloučeno opakované 

použití téže komunity. Takto bylo výrazně posíleno klastrování umělých kompozitních 

komunit podle lokalit. Dataset bohužel neobsahuje dostatečný počet komunit pro statisticky 

zcela průkazné ověření, že s rostoucím počtem sloučených společenstev roste vliv lokality, 

avšak jde minimálně o naznačení směru dalšího výzkumu.  

 Tyto výsledky je nutné jako celek považovat za předběžné. Kromě zvýšení počtu 

vzorků a využití účinnějších sekvenačních postupů bude třeba výrazně propracovat 

charakterizaci jednotlivých stalaktitů. Stále není zcela vyloučená možnost existence 

environmnetálních rozdílů mezi sousedícími stalaktity, byť to rozhodně není nejvíce 

parsimonní vysvětlení pozorované distribuce mikroorganismů. Nepotvrzují ho ani další 

experimenty. Nově získané výsledky ukazují, že při opakované regeneraci poškozeného 

biofilmu (tepelně nebo chemicky) na sulfidickém vývěru vznikají komunity dominované 

různými bakteriemi, přičemž všechny katalyzují stejný proces, autotrofní oxidaci sirovodíku. 

Všechny vzorky byly v tomto případě odebírány na identickém místě (biofilm na přelivové 
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hraně šikmého vrtu v boku štoly) a měření prakticky vylučují vysvětlení změnou chemismu 

vody, teploty nebo průtoku. Komunita na sousedním vývěru, který byl chráněn před 

disturbancemi, měla ve stejném období velmi konstantní složení včetně kvantity 

mikroorganismů (L. Falteisek, nepublikováno). 

 Představa, že mikrobiální společenstva obsahují skrytou diverzitu, nepozorovanou 

pomocí běžných makroskopických vzorkovacích metod, samozřejmě není nová (Nemergut et 

al. 2013). Různé práce ukazují, že i v homogenním prostředí mohou být mikrokomunity 

tvořené různými organismy, v některých případech dokonce fyziologicky odlišnými 

populacemi, které jsou si geneticky tak blízké, že je rutinní DNA barcoding ani neodliší (např. 

Denef et al. 2010). Důležité je, že tyto mikronehomogenity jsou udržovány čistě biotickými 

procesy. Stochastický vliv kolonizační historie byl pozorován již i při de novo kolonizaci 

nově odhalené půdy (Schmidt et al. 2014). Přesto je přínosné studovat tvorbu a dynamiku 

struktury jednoduchých mikrobiálních komunit v co nejlépe kontrolovatelných přírodních 

podmínkách. Jedině takto můžeme propojit složení komunity s kvalitativními i 

kvantitativními rysy její činnosti a přitom se vyhnout artefaktům kultivační mikrobiologie. 

Fundamentální otázka, zda přesné složení mikrobiálního společnenstva má vliv na průběh 

biogeochemických dějů, anebo zda můžeme mikroorganismy redukovat na univerzální 

katalyzátor, který na každém stanovišti předvídatelně přeměňuje přítomné látky na 

termodynamicky nejstabilnější produkty, je stále otevřená. Její zodpovězení je významné pro 

pochopení některých rysů funkce celých ekosystémů. 

Pokud by bylo potvrzeno, že hyperdiverzita mikroorganismů je neutrální vůči funkci 

komunit, znamenalo by to mimo jiné definitivní konec názoru, že lze ovlivňovat 

environmentální procesy tím, že budeme dodávat do prostředí vybrané organismy. Tato 

doktrína je v praxi stále uplatňovaná a pravděpodobně představuje důležitý faktor zpomalující 

rozvoj environmentálních biotechnologií v posledních desetiletích. A naopak, pokud by se 

ukázalo, že existují mikroorganismy schopné ovlivnit účinnost či výsledek procesu například 

tím, že změní strukturu či nosnou kapacitu prostředí, byla by to cesta k mnohem cílenějšímu 

ovlivňování environmentálních dějů. Ilustračním příkladem mikroorganismu potenciálně 

schopného měnit účinnost procesu může být mnohokrát zmiňované F. myxofaciens. To díky 

masivní mezibuněčné hmotě zvyšuje množství biomasy, která je v kontaktu s tekoucí vodou, a 

prodlužuje dráhu, na níž voda s mikroorganismy (a to nejen s Ferrovum, Hallberg et al. 2006; 

Kay et al. 2012 aj.) může interagovat. Cílené ovlinění prostředí tak, aby v něm bylo F. 

myxofaciens konkurenčně nejzdatnějším organismem, by tedy mohlo např. zvýšit účinnost 

oxidativního čištění výtoků AMD. Systematický výzkum testující tuto možnost však zatím 
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neproběhl, známy jsou pouze víceméně nechtěné pokusy na čisticích stanicích důlních vod 

(Heinzel et al. 2009).  
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4.7. Mikrobiální srážení realgaru 

Sloučeniny arzenu se v podzemních vodách se vyskytují na mnoha světových lokalitách a 

vzhledem ke své toxicitě jsou předmětem intenzivního výzkumu (Nordstrom 2002). K jejich 

mobilizaci dochází často při zvětrávání primárních rud i při mikrobiálním reduktivním 

rozpouštění oxohydroxidů železa a dalších fází nabohacených As díky jeho sorpci (Hudson-

Edwards a Santini 2013). Arzen je pro bakterie a archea obecně toxický, kromě toho ovšem 

může v podobě arseničnanu sloužit v mikrobiálním energetickém metabolismu jako 

terminální akceptor elektronů, arsenitan může být donorem elektronů pro chemolitotrofní 

metabolismus. Některé mikroorganismy dokonce mohou růst s arsenitanem jako jediným 

donorem elektronů (Cai et al. 2009). V prostředích obývaných mikroorganismy je tedy forma 

výskytu arzenu silně ovlivněná biologickými procesy. 

V oblasti Mokrska ve Středních Čechách existuje přirozená arsenová anomálie v půdě, 

sedimentech i mělkých podzemních vodách, která souvisí se zdejším ložiskem zlatých rud 

obsahujících arsenopyrit (Drahota et al. 2009). Při odběrech vzorků na této lokalitě byly v 

půdě a sedimentech v hloubce prvních desítek centimetrů nalezeny akumulace žlutě zbarvené 

hmoty, která byla identifikována jako sulfidický minerál realgar (As4S4; Drahota et al. 2013). 

Minerál pokrýval i prostupoval pohřbené úlomky dřeva a rostlinnou masu včetně odumřelých 

kořenů rostlin recentně rostoucích na lokalitě. Tato distribuce svědčí o recentní tvorbě 

realgaru v půdě zcela mimo dosah hydrotermálních roztoků nebo jiných hypogenních vlivů. 

Jde o vůbec první detekci makroskopických množství realgaru vzniklých mimo hydrotermální 

prostředí. Předchozí studie nalezly realgar v mělkém redukčním prostředí v asociaci s 

organickou hmotou pouze na dvou lokalitách. V obou případech tvořil mikroskopické 

akumulace, které bylo možné detekovat jedině pomocí synchrotronové rentgenové absorpční 

spektroskopie (XAS; O`Day et al. 2004; Langner et al. 2013). Autoři těchto studií 

předpokládali, že realgar vzniká díky mikrobiální redukci síry v anoxickém prostředí chudém 

na rozpustné sloučeniny železa. Mikrobiologické analýzy však neprováděli. Další podrobný 

výzkum se zabýval vznikem biogenních sulfidů arzenu v laboratoři. Z hypersalinních jezer 

v Chile se podařilo získat směsné kultury srážející pravděpodobně pararealgar (As4S4) a 

z těchto konsorcií byly izolovány dokonce dvě čisté kultury schopné srážet amorfní sulfid se 

složením zhruba odpovídajícím auripigmentu (As2S3). V precipitátech z inkubačních pokusů 

byla prokázána deplece izotopu 
34

S, která odpovídá enzymatické redukci síry. Stejný 

izotopový podpis byl prokázán i u sulfidu arzenu (podle složení patrně auripigmentu) 

nacházejícího se v sedimentech solných plání (Demergasso et al. 2007). 
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Obr. 4 Výsledek srovnání mikrobiální komunity z Mokrska s referenčními komunitami z prostředí 

mělkých podzemních vod. 

Referenční komunity: Redukce síranů - sediment kontaminovaný uhlovodíky, síran je jediný akceptor 

elektronů (Winderl et al. 2008); Hanford - podzemní akvifer na rozhraní aerobní a anaerobní zóny (Lin 

et al. 2012); Černuc - sediment z vrtů v geochemicky pestrém akviferu obsahujícím As a sírany (L. 

Falteisek, nepublikováno); Hradčany - akvifer kontaminovaný uhlovodíky, probíhá aerace (Kabelitz et 

al. 2009); Złoty Stok - částečně aerobní biofilm z vody bohaté na As a metan (Drewniak et al. 2012); 

Láva - extrémně oligotrofní biofilmy ze stěn lávových tunelů (Northup et al. 2011); Ledovec - 

recentně odhalená půda pod ledovcem, převážně fototrofní (Nemergut et al. 2007). 

 

Na základě těchto informací byla formulována hypotéza, že realgar v Mokrsku je 

produktem mikrobiální redukce arzeničnanu a síranu v anoxické podzemní vodě chudé na 

Fe
2+

 (Drahota et al. 2013). Nízký obsah železa je zde způsoben minerálním složením podloží, 

které obsahuje jen malé množství pyritu a dalších sulfidů představujících potenciální zdroj 

železa, a také redukčním prostředím, které vedlo k reduktivní solubilizaci většiny snadno 

rozpustných minerálů železa v místech srážení realgaru. Vzorky odebrané pro 

mikrobiologický výzkum představoval regolit velmi chudý na organický uhlík (0,14 hmot. %) 

a poněkud bohatší sediment (1,4 hmot. %). Oba vzorky obsahovaly špatně rozpustné oxidické 

minerály obsahující železo a arzen, v sedimentu byl přítomen realgar. Sekvenace přibližně 50 

klonů 16S rDNA z každého vzorku odhalila velmi diverzifikované mikrobiální komunity (95 

OTU při 101 sekvencích). Charakterizace mikroorganismů srovnáním s nejbližšími známými 

environmentálními sekvencemi odhalia směs aerobních a anaerobních bakterií (vzácně archeí) 
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většinou adaptovaných na oligotrofní prostředí limitované zdrojem uhlíku. Některé organismy 

patřily do autotrofních skupin. Analýza fylogenetické disimilarity ukázala, že mezi komunitou 

ze sedimentu a regolitu není signifikantní rozdíl, ačkoliv nesdílely žádnou OTU. Pro 

otestování signifikance ekologického zařazení byla komunita srovnána se sadou vybraných 

komunit z podzemních akviferů a horninového prostředí. Tyto komunity reprezentují 

prostředí s různě zastoupenou anaerobicitou, respirací síranů, oligotrofií a s různým obsahem 

arzenu. Komunita z Mokrska jednoznačně vytvářela klastr s oligotrofními společenstvy 

z redoxně proměnlivých lokalit, neklastrovala ani s převážně methylotrofní komunitou 

z důlních vod silně kontaminovaných As ani s částečně anaerobní, ale nikoliv uhlíkem 

limitovanou komunitou z arzenem kontaminovaného akviferu stáří cenoman z České křídové 

pánve (obr. 4). Tento závěr je konzistentní s poznatkem, že rezistence k As je snadno 

přenosná horizontálním přenosem genů (Villegas-Torres et al. 2011). Navzdory rozsáhlým 

pokusům se nepodařilo detekovat gen pro běžnou detoxikační reduktázu arzeničnanů arsC. 

Možný důvod je, že v Mokrsku je většina arzenu ve formě arsenitanu díky respirativní 

redukci, a převažuje tu tím pádem jiná detoxikační dráha nevyžadující redukci. 

Mikrobiální komunita z regolitu ani sedimentu tedy nebyla nejbližší společenstvům 

využívajícím redukci síranů jako hlavní typ respirativního metabolismu. Pro bližší 

chrakterizaci metabolismu byly ze stejných vzorků následně sekvenovány geny pro 

respirativní reduktázu síranů (dsrB) a arzeničnanů (arrA) a pro autotrofní oxidázu arzenitanu 

(aioA). Všechny tři geny byly detekovány v obou vzorcích. Fylogenetická diverzita těchto 

genů, která samozřejmě nemusí odpovídat diverzitě bakterií, kterým zmíněné geny patřily, 

byla výrazně nižší než diverzita 16S rDNA. Každý gen byl podle očekávání přiřazen k jiným 

skupinám bakterií. V případě genu arrA patřila většina sekvencí k neidentifikované skupině, 

jejiž zástupci byli předtím detekováni pouze jednou z methylotrofních biofilmů ve zlato-

arzenovém dole ve Złotém Stoku (Drewniak et al. 2012). Všechny klony genu aioA byly 

odvozeny od alfa a beta proteobakterií. Nejvyšší diverzitu vykazoval gen dsrB, u kterého byla 

také jako u jediného prokázána signifikantní fylogenetická odlišnost vzorků sedimentu a 

regolitu. V sedimentu byly zdrojem dsrB především Desulfobacteria a Firmicutes, v regolitu 

Syntrophobacterales a hlavně neidentifikované skupiny, které se od všech jmenovaných 

jednoznačně lišily. Nejjednodušší interpretace tohoto stavu je, že v obou vzorcích probíhá 

redukce síranu ve výrazně odlišných mikroprostředích. 

Molekulární determinace mikroroganismů a jejich genů tedy nevylučuje, že ve 

zkoumaném prostředí probíhají reakce generující prekurzory realgaru. Mikrobiální redukce 

síry v realgaru byla potvrzena i rozborem izotopového složení (P. Drahota, osobní sdělení). 
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Žádné vzorky půdní vody však nebyly vůči realgaru nasycené a naměřené Eh bylo výrazně 

mimo pole stability tohoto minerálu. Tento závěr je konzistentní s charakterem mikrobiální 

komunity, která odpovídala směsi různých a zřejmě kontrastujících prostředí. Detekované 

bakterie patřily do skupin s navzájem neslučitelnými nároky, byly auto- i heterotrofní, aerobní 

i striktně anaerobní. Vzhledem k sekvenaci jen 101 klonů ze vzorků, v nichž lze očekávat 

přítomnost několika tisíc OTU i druhů, je pravděpodobné, že byly zachyceny spíš hojné a 

aktivní organismy než dormantní stádia. Vysvětlení všech ekologicky disjunktních OTU 

pomocí dormance je extrémně nepravděpodobné. O současné přítomnosti autotorfní oxidace i 

heterotrofní redukce arzenu svědčí i detekce genů arrA a aioA. Velká variabilita stanovišť i 

mikrobiálních komunit v prostředích typu sedimentů je známý fenomén (Nemergut et al. 

2013). Je pravděpodobné, že v Mokrsku v sedimentu i okolní půdě a zvětralině existují 

mikrodomény extrémně redukčního prostředí v těsném okolí částic rostlinné hmoty a dřeva. 

V těchto místech probíhá respirace síranu jako jediného dostupného akceptoru elektronů a 

pravděpodobně tu je v prostředí o objemu řádově milimetrů krychlových překročena mez 

nasycení roztoku vůči realgaru. V takto malém objemu nebylo možné použitými metodami 

měřit parametry roztoku. Těsná asociace realgaru s organickou hmotou pozorovaná 

v Mokrsku i na dalších výskytech (Langner et al. 2013) tomuto scénáři odpovídá. 

Mikroskopické pozorování inkrustovaného dřeva nasvědčuje ohniskovité distribuci realgaru i 

v rámci jedné dřevní částice (obr. 5). Zviditelnění samotných oblastí redukce síranů se zatím 

nepodařilo. Recentní výsledky však potvrzují tuto hypotézu, sice nepřímo, ale konzistentně 

z několika různých úhlů pohledu (P. Drahota, L. Falteisek, nepublikováno). 

Pokud bychom měli zobecnit výsledky výzkumu biogenního srážení realgaru, tak 

z pohledu environmentální mikrobiologie jde v první řadě o ukázku situace, kdy běžný jev, 

tedy mikroheterogenita prostředí a vysoká fylogenetická i funkční diverzita mikrobiálních 

komunit v malém objemu, vede ke zcela mimořádnému důsledku. Je velmi nepravděpodobné, 

že by v Mokrsku žila neobvyklá bakterie podmiňující zvláštní biomineralizaci na této lokalitě. 

Též pokud by docházelo k redukci síranu homogenně v celém objemu sedimentu, lze 

očekávat, že by se zde realgar nesrážel. Mikrodiverzita a kompozitní charakter mikrobiálních 

komunit tedy nemá důsledky pouze pro teoretické chápání interakcí mezi mikroorganismy, 

ale může vést k segregaci některých prvků do pevné fáze, a tedy k ovlivnění celého 

makroskopického systému i k environmentálně významným důsledkům. Struktura prostředí a 

prostorová distribuce mikrohabitatů by tedy měla být považována za podstatný prvek 

ovlivňující biogeochemické procesy. Je možné, že díky budoucímu výzkumu se při analýzách 
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mikrobiálních procesů stane ze struktury prostředí faktor rovnocenný chemismu vody nebo 

fylogenetické disimilaritě mikrobiálních komunit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5 Mikrostruktury asociované s biogenním srážením realgaru: A Buněčná stěna rozkládajícího se 

dřeva s kavernami patrně vytvořenými činností mikroorganismů (TEM, kontrast UO2(C2H3O2)2 a 

Pb3(C6H5O7)2). B Minerály vysrážené na povrchu dřevní částice v inkubačním experimentu (SEM, 

identifikace minerálů EDS): K - kalcit, RE - realgar, označen je kostrovitě vyvinutý krystal a vláknitá 

mikrokystalická hmota patrně vzniklá jako membrána na rozhraní dvou různých roztoků. C, D 

Realgarem inkrustovaná stěna jedné buňky a stěna a průsvit cévy v dřevní hmotě, která v okolí realgar 

neobsahuje (TEM, bez kontrastování, identifikace minerálů EDS a SAED). Snímky C, D foto Petr 

Drahota. 
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7. SHRNUTÍ A ZÁVĚR 

 

V průběhu uplynulých let jsem měl možnost v rámci týmu Ivana Čepičky zavádět do 

používání různé metody environmentální mikrobiologie a geomikrobiologie. Při tom bylo 

nutné se potýkat kromě vlastních začátečnických chyb i s tak zdánlivě banálními potížemi, 

jako je to, že v budově, kde se dlouhá desetiletí pěstují stovky kultur Escherichia coli pro 

potřeby molekulární biologie i dalších oborů, je téměř nemožné připravit sekvenaci, ve které 

nebude tato bakterie přítomná jako kontaminant. Naopak výhodou byla možnost spojit 

mikrobiologický výzkum se svojí speleologickou činností, díky které jsem se mohl dostat na 

různá neobvyklá místa a poznávat různá biologicky extrémní stanoviště. Jedněmi s nich byla i 

stanoviště vázaná na produkty zvětrávání sulfidických rudních minerálů. Při srovnání 

terénních pozorování s dostupnými publikacemi bylo zřejmé, že ačkoliv mikrobiální diverzitě 

extrémně kyselých prostředí byla věnována velká pozornost, dosavadní vzorkování 

mikroorganismů vázaných na rudní ložiska je selektivně zaměřené na několik málo 

nápadných typů stanovišť. Některé, často dosti běžné typy stanovišť nebyly studovány. Mimo 

jiné se nepodařilo nalézt práci o systematickém výzkumu gossanu neboli podpovrchové 

vyloužené části ložiska. Kromě toho však byla patrná tendence většiny studií zabývat se sice 

podrobným, ale více či méně faunisticky zaměřeným popisem malého počtu stanovišť. 

Většina prací automaticky spojovala konkrétní biogeochemické procesy s konkrétními 

organismy. 

V první studii (Falteisek a Čepička 2012) proto bylo snahou nalézt a mikrobiologicky i 

geologicky charakterizovat co nejširší spektrum stanovišť spojených s ekosystémem 

sulfidického ložiska. Bylo potvrzeno, že vyloužená zóna ložiska obsahuje charakteristická 

mikrobiální společenstva, jejichž složení odpovídá extrémně oligotrofnímu charakateru 

stanovišť a jejichž význam zřejmě spočívá v udržování nízkého obsahu organických látek ve 

vodě napájející vlastní oxidační zónu. V rámci stanovišť s extrémně kyselým prostředím se 

podařilo na základě složení OTU i fylogenetické vzdálenosti jednoznačně odlišit společenstva 

žijící na místech oxidace pyritu a v odtékajících kyselých vodách. V obou prostředích je 

hlavní mikrobiálně katalyzovanou reakcí chemolitotrofní oxidace Fe
2+

 a známá ekologická 

valence organismů, které se těchto dějů účastní, takovéto rozdělení nepředpovídá. Tento 

výsledek ukazuje, že pro vymezení výskytu bakterie je zásadní především její 

konkurenceschopnost, která je daná kombinací velkého počtu podmínek. Výsledek, který se 

stal podnětem pro další výzkum, bylo zjištění, že na místech vývěrů kyselých železitých vod 

(AMD) se může nacházet řada různých typů mikrobiálních komunit, které se liší i na 
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vzájemně blízkých vývěrech. Studie naznačila, že některé z těchto komunit vůbec neobsahují 

nebo obsahují pouze v malém množství chemoautotrofní mikroorganismy považované za 

nezbytné primární producenty. Je zřejmé, že jde o přechodný stav, ovšem nebylo vysvětleno, 

jak a proč vzniká. Někteří z nalezených pravděpodobných heterotrofů dosud nebyli zachyceni 

na stanovištích přímo ovlivněných AMD. 

Pro další výzkum bylo důležité zjištění, že biostalaktity rostou na vývěrech AMD 

často ve velkých počtech na jednom místě a mohou hostit odlišné mikrobiální komunity. Tyto 

komunity jsou navíc relativně jednoduché, tvořené v typickém případě jedním až dvěma 

pravděpodobnými chemoautotrofy, kteří v komunitě výrazně převažují, a dalšími 

mikroorganismy, z nichž je zpravidla též jen několik hojných. Sousedící stalaktity navíc často 

bývají napájené vodou ze stejného zdroje a pravděpodobně o stejném složení, takže 

představují mimořádně dobrou ukázku oddělených, ale přitom skoro identických přirozených 

stanovišť. Takovéto uspořádání mikrobiálních komunit bylo v další studii využito k řešení 

otázky, zda je složení jednotlivých společenstev determinováno prostředím nebo je významná 

i jiná variabilita (Falteisek et al. 2016). Teoretické pozadí tohoto problému vychází ze 

současného rozštěpeného pohledu na mikrobiální společenstva. Jednak je evidentní, že 

pomocí analýz fylogenetické disimilarity mikrobiálních komunit je možné přesně seřadit 

jednotlivá společenstva podle ekologických gradientů (Faith et al. 2009; Kuczinski et al. 

2010), ale na druhou stranu často ani komunity z velmi podobných stanovišť nesdílejí téměř 

žádné mikrobiální genotypy či OTU (Nemergut et al. 2011). S tím zřejmě souvisí i druhý 

problém, kterým je mimořádně vysoká diverzita bakterií v různých substrátech, především 

v nehomogenních materiálech typu půd a sedimentů. Většina současných vysvětlení, proč 

nedojde ke kompetitivnímu vyloučení části z nich, předpokládá rozdělení těchto společenstev 

do mnoha jednodušších mikrokomunit (Nemergut et al. 2013). Tím vzniká zajímavá otázka, 

jak vypadá struktura těchto mikrokomunit. Lze si samozřejmě představit, že mikrokomunity 

budou podobné zjednodušeným kompozitním komunitám, přítomnost konkrétních OTU i 

jejich kvantita tedy bude věrně odrážet lokální mikroprostředí. Mikrokomunity však též 

mohou mít velmi jednoduché a variabilní složení, řízené kromě mikroheterogenity prostředí i 

náhodou. Výsledná složená komunita, kterou pozorujeme při analýze typického 

makroskopického vzorku, bude mít náhodnou variabilitu potlačenou díky průměrování mnoha 

mikrokomunit a její spojitá reakce na spojitou změnu podmínek bude vznikat čistě na 

statistickém základě. 

Biostalaktity se mikrokomunitám podobají svojí relativní homogenitou a 

jednoduchostí, lze je však snadno analyzovat odděleně (Falteisek et al. 2016). Amplikonová 
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pyrosekvenace odhalila v některých těsně sousedících stalaktitech společenstva lišící se ve 

všech hojných OTU a naopak stejné dominantní OTU ve stalaktitech z různých lokalit. 

Analýza fylogenetické disimilarity ukázala klastrování komunit nečekaně slabě závislé na 

lokalitách. S jednou výjimkou platí, že podobnost komunit nesouvisela s žádnou testovanou 

proměnnou. I kdybychom brali do úvahy neúplnou charakterizaci jednotlivých mikroprostředí 

a možnost existence skryté variability, je velmi málo pravděpodobné, že by environmentální 

rozdíly v rámci řady stalaktitů rostoucích na průsaku z jediné pukliny podmiňovaly výskyt 

několika zcela odlišných společenstev a současně by se téměř identické komunity vyskytovaly 

v různých dolech na vývěrech, mezi nimiž chemické rozbory odhalily rozdíly. 

Nejpravděpodobnější vysvětlení je, že existuje poměrně velká množina mikroorganismů 

schopných obývat tento typ stanovišť a z těchto organismů se konkrétní komunity sestavují 

víceméně náhodným výběrem. Při tom nejspíše platí, že možnost koexistence podobných 

organismů v každé komunitě je omezená, a především že přesný charakter prostředí pouze 

mění pravděpodobnost obsazení určité role konkrétním organismem, ale nedeterminuje 

složení komunity. Při spojité změně podmínek se tedy nebude spojitě měnit četnost 

jednotlivých mikroorganismů v komunitě, ale poroste pravděpodobnost, že bude některý z 

nich nahrazen jiným. Když byly komunity z několika stalaktitů z jednoho vývěru AMD 

spojeny do umělé kompozitní komunity (s vyloučením opakovaného použití každého 

stalaktitu), bylo tím výrazně posíleno jejich klastrování podle lokality. Počet vzorků byl příliš 

malý na exaktní ověření tohoto trendu, ale ukazuje se, že oslabení náhodné variability zvyšuje 

asociaci s lokalitou, a tedy i prostředím. 

Tyto výzkumy mikrobiálních komunit z kyselých důlních vod poskytly základ pro 

jejich budoucí podrobnější studium a především ukázaly, že to je použitelný model pro řešení 

obecnějších otázek mikrobiální ekologie. V první řadě jde o pochopení vztahu mezi složením 

mikrobiální komunity, probíhajícím procesem a faktory prostředí. Je jasné, že nastíněné 

otázky byly vyřešeny jen částečně a bude nutné spojit analýzy mikrobiálních společenstev 

s podrobnějším studiem prostředí. Jako velká výhoda AMD se jeví především to, že tu jsou 

detailně známé mechanismy primární produkce a energetického metabolismu. To umožňuje 

snadno a poměrně přesně kvantifikovat vstupy do systému a popisovat biodiverzitu ve vztahu 

k nim. 

Další výzkum se týkal prostředí, kde dochází ke srážení sekundárních sulfidů, v tomto 

případě sulfidu arzenu. Precipitace realgaru na pohřbené rostlinné hmotě v Mokrsku ve 

středních Čechách představuje jediný známý případ tvorby makroskopického množství tohoto 

minerálu mimo hydrotermální prostředí (Drahota et al. 2013). Fyzikálně chemické 
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charakteristiky (pH, redukční potenciál, složení) podzemní vody i pórového roztoku v půdě 

přitom leží dosti daleko od oblasti stability tohoto minerálu. Jeho tvorba proto byla připsána 

mikrobiální redukci síranů, což bylo později potvrzeno i srovnáním izotopového složení 

sulfidické a síranové síry na lokalitě. Analýzy mikrobiálních komunit ze sedimentu 

obsahujícího realgar a z půdy (resp. regolitu) bez realgaru odhalily v obou případech dosti 

podobné mikrobiální komunity, odpovídající redoxně i chemicky pestrému prostředí s 

kontrastujícími aerobními i striktně anaerobními mikrohabitaty. Další sekvenace potvrdily i 

přítomnost jak autotrofní oxidace arsenitanu, tak disimilativní redukce arseničnanu i síranu. 

Vzhledem k tomu, že vzorky byly odebrány jako typické „kompozitní“ mikrobiální komunity, 

je obraz nalezené bioty plně konzistentní s existencí lokálních anoxických mikrohabitatů v 

okolí organických částic, v nichž probíhá intenzívní redukce síranů a tvorba realgaru. 

Zajímavé je, že mikrobiální komunity v sedimentu s realgarem a v půdě bez něj vykazovaly 

minimální fylogenetickou odlišnost, pouze srovnání genů pro sulfát reduktázu (dsrB) 

nasvědčovalo signifikantně odlišnému složení komunity redukující sírany v obou prostředích. 

Tyto výsledky tedy nabízejí pouze všeobecnou představu způsobu biogenní tvorby realgaru a 

nestačí pro její bezpečné potvrzení (Drahota et al. 2013). Staly se však základem pro další 

intenzivní výzkum, který již poskytl řadu dalších nepřímých důkazů, že klíčovým prvkem je 

mikroheterogenita prostředí a že v homogenním prostředí by realgar pravděpodobně 

nevznikal. Důležitý závěr je, že mikroskopická heterogenita habitatů i mikroorganismů může 

vést k segregaci některých prvků do pevné fáze a tedy k ovlivnění funkce celého 

makroskopického systému i k environmentálně významným důsledkům. 

Práce je jako celek ovlivněna především všeobecně rostoucím významem vhledu, že 

diverzita biogeochemických pochodů není vysvětlitelná přítomností konkrétních taxonů 

bakterií a archeí, ale teprve propojením biodiverzity s vlivem struktury prostředí, a to včetně 

struktury mikroskopické. Struktura prostředí je zároveň tou částí systému, která zodpovídá za 

to, že procesy nesměřují vždy přímo do termodynamického optima, ale někdy vedou k 

neočekávaným produktům. 
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