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Diverzita a izolace potencialné biotechnologicky
vyznamnych kmeni sinic a ras z efemernich
sladkovodnich biotopii v kontinentalni Antarktidé

Abstrakt

V této praci Ize nalézt mnoho informaci, které se tykaji fas a sinic z Antarktidy.
Je zde popséna charakteristika sinic a fas v §ir§Sim pojeti, ale také jsou popsany
konkrétni rody a jejich biotechnologické vyuziti. Mimo nynéjSich aplikaci
Vv biotechnologiich a vyuziti fotobioreaktorti pro masovou kultivaci je zde nastinén
budouci vyvoj mozného vyuziti téchto mikroorganismii, a také je zde predstaven
inovativni reaktor pro kultivaci pfimo na Antarktidé. Antarktida jako takova je zde
také predstavena, stejné jako vyvoj tamniho Zivota v Sirokém c¢asovém horizontu.
Nechybi ani popis izolace a kultivace mikroorganismi, ve spojeni s laboratornimi
pomickami a vyuzitelnymi materialy. Dale jsou popsany stresové faktory, kterym jsou
tyto organismy nuceny ¢elit. Nechybi ani popis adaptaci, které umoznuji fasam a
sinicim zit v nehostinnych antarktickych podminkéach. V ndvaznosti na to, nasleduje
popis nejriznéjsich chemickych latek, které produkuji a které jsou stéZejni pro preziti
tamnich organismu. V neposledni fadé jsou popsany vybrané biotopy a nékteré

zajimavosti, jakou je naptiklad tzv. ¢erveny snih.

Kli¢ova slova: Rasy, sinice, Antarktida, biotechnologie, adaptace, izolace, kultivace,

efemerni biotopy



Diversity and isolation of potentially
biotechnologically important cyanobacterial and
algal strains from ephemeral freshwater habitats in
continental Antarctica

Abstract

Much information about algae and cyanobacteria of Antarctica can be found in
this thesis. The characteristics of algae and cyanobacteria is described in general, there
is also a description of specific genera and their biotechnological application. Besides
the actual biotechnological application and use of photobioreactors for their cultivation
there is an outline of a possible future course of protentional use of these
microorganism. An innovative reactor for cultivation in Antarctica is also introduced.
Antarctica itself is also introduced with the development of local life in wide time
horizon. Description of isolation and cultivation of microorganism is mentioned too
with suitable laboratory equipment and usable materials. Stress factors they have to
face are described next. A description of adaptations which enable algae and
cyanobacteria to survive in unhostile Antarctic conditions are not omitted either.
Following this there is a description of various chemical substances algae and
cyanobacteria produce and which are crucial for survival of local organisms. Last but
not least the chosen biotopes and some interesting facts are mentions as is for example

a red snow.

Keywords: Algae, cyanobacteria, Antarctica, biotechnology, adaptation, isolation,

cultivation, ephemeral habitats
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1 Uvod

Tato bakalafskd prace pojednava predevSim o sinicich a fasach, o jejich
zivotnich strategiich, o jejich potencidlnim vyuziti v biotechnologiich a o Antarktid¢.
Ctenaf této prace se dale dozvi, jak probiha prace se zminénymi organismy (sterilizaci
materialt poc¢inaje a kultivaci mikroorganismi konce). O vSech téchto aspektech se
zde pise jak samostatné, tak v souvislostech. Problematika celého tématu je velice
aktudlni, jelikoZ se lidstvo pokousi stale zkvalitilovat svou Zivotni uroveil a zaroven
dbat na zivotni prostiedi. Jelikoz jsou mikroorganismy, jako fasy a sinice, uz dnes
vyuzivany ve farmacii nebo v energetickém primyslu, mélo by se jim dostdvat vétsi
pozornosti. Na Antarktidé zije mnoho nezndmych a nepopsanych kmenti téchto
mikroorganismi, jejichZz vyzkum by potencialn¢ mohl pfinést mnoho inovaci
v riznych odvétvich. Motivaci pro sepsani této prace byla snaha o nalezeni odpovédi
na nékteré otazky. Daji se fasy a sinice vyuZit v biotechnologiich? Existuji néjaké
plany na inovaci téchto technologii? Které latky z fas a sinic jsou pro lidstvo atraktivni
a vyuzitelné? Jakymi obrannymi mechanismy disponuji antarktické mikroorganismy
a jaké latky jsou k funk¢nosti téchto mechanismi nutné? Existuji v antarktickych

sinicich a fasach latky, které u t€chto organismt jinde na svété nejsou?
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2 Cil prace a metodika

2.1 Cil prace

Cilem préce je pfedstaveni historického vyvoje a zlomovych okamzikd ohledné
problematiky izolace a kultivace fas a sinic. Dale pak popsani stresovych podminek,
kterym jsou organismy zijici na Antarktidé vystaveny, a samoziejm&é na popis
adaptaci, diky kterym tyto organismy mohou na Antarktidé zit a rozmnozovat se.
Dalsim cilem je zaméfit se na biotechnologicky potencial fas. Poslednim cilem je
napsat takovy védecky text, ktery je zalozen na faktech a aktuédlnich védeckych

poznatcich.

2.2 Metodika

Pro vytvofeni této bakalaiské prace byla pouzita odborna literatura z ceskych, a
predevsim ze zahrani¢nich zdroji. Informace byly Cerpany jak z knih fyzickych, tak
elektronickych, zdrojem informaci bylo i &etné mnozstvi védeckych &lanki. Cerpano

bylo rovnéz z oveéfenych internetovych zdroju.

3 Sinice a Fasy

Ackoli jsou tasy a sinice mnohdy pouhym lidskym okem neviditelné, nemtize
jim byt uptena jejich vyznamna role na planeté Zemi. Jsou zodpovédné za produkci
kysliku (vytvateji asi polovinu kysliku na nasi planeté) a praveé diky témto organismim
vznikla kyslikova atmosféra a ozonova vrstva, bez které by zivot na sousi nebyl
mozny. Mohlo by o nich tedy byt feceno, ze byly jednim z hybateli vyvoje a

vvvvvv

se dochovaly azZ do dnes$ni doby a mohou tak byt zkouméany podrobnéji.

3.1 Sinice
Sinice (Cyanobacteria) patii na rozdil od fas mezi prokaryotické organismy. Od

vétSiny ostatnich prokaryotickych organismu se lisi svou schopnosti fotosyntetizovat
(schopnost fotosyntetizovat maji také nckteré bakterie). Zaroven se jednd o viibec
prvni organismy na planeté¢ Zemi, které disponovaly touto schopnosti. K fotosyntéze
jim slouzi chlorofyl (konkrétné chlorofyl-a). Vedle chlorofylu-a se u sinic bézné
vyskytuji barviva jako fykocyanin (zplsobuje zbarveni do modra) a fykoerytrin
(zplisobuje Cervené zbarveni). Mezi dalsi pigmenty, které se u sinic bézné€ vyskytuji,
by mohly byt zatazeny jesté karotenoidy (naptiklad beta-karoten ¢i astaxanthin)
(Chorus et al., 2021).
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Schopnost vytvaret ve svém téle chlorofyl ziskaly sinice jiz na zacéatku
prekambria (asi pred 3 miliardy let). Diky tomu mohly vazat vzdusny oxid uhli¢ity a
syntetizovat tak organické slouceniny. Desitky milioni let to byly jedini producenti
kysliku na Zemi. Postupem casu se mnoho druhtl sinic stalo symbionty nékterych
eukaryotnich organismi. To dale dopomohlo k vyvoji fas ¢i semennych rostlin. Také
dokazaly osidlit vSechny biotopy (v¢etné nehostinné Antarktidy a Arktidy), to z nich
déla jedny z nejadaptibilngjsich organisma (Prosek et al., 2013).

3.2 Rasy

Rasy (Algae) jsou podle dnesnich védeckych poznatkdi skupinou, ktera se
vyvinula zhruba pted 1 az 1.5 miliardou let. Stalo se tak endosymbiotickym spojenim
mezi protisty a fototrofnimi bakteriemi. Zptsob vzniku takového organismu se nazyva
vznik chiméricky (organismus obsahuje DNA dvou a vice organismt). Ac¢koli jsou k
dispozici stale nové poznatky, neni jest€ mozno S jistotou fict, zda vSechny fasy
vznikly ze spole¢ného predka. Diive byly fasy fazeny mezi sinice. Pozdéji se pfislo na
to, ze se jedna o samostatnou skupinu (Douglas et al., 2003).

Rasy jsou velmi diilezité fotosyntetizujici organismy na nasi planeté. Vyskytuji
se jak v terestrickych, tak i v akvatickych ekosystémech. Zaroven jsou velice
dilezitym zdrojem potravy pro nespocet ZivoCichi, véetné Cloveka. VéEtSinou se
rozmnozuji nepohlavné, ale nékdy dochazi 1 k pohlavnimu rozmnoZovani (o tom, zda
se fasy rozmnozi pohlavné nebo nepohlavné rozhoduji okolni podminky, zejména
stres). Drive byly fasy déleny do tii skupin dle ptevladajiciho barviva na zelené,
cervené a hnédé. Toto déleni je ale jiz piekonano a dnes je zcela jiné. Nékteré fasy se
fadi do superskupiny Archaeplastida, konkrétné¢ jde o skupiny Glaucophyta,
Chlorophyta a Rhodophyta. Jiné fasy jsou tazeny do superskupiny SAR (nazev je
sloZzen ze zacateCnich pismen skupin, ze kterych se sklada — Stramenopila, Alveolata,
Rhizaria). Sem patii naptiklad Phaeophyceae, Chrysophyceae nebo Dinoflagellata.
Dale jsou do tas fazeny Euglenophyta, které patii do superskupiny Excavata. Veskeré
taxonomické zatazeni se Casem muze menit, a 1 v tomto pfipadé neni Gplné jisté, zda

zlstane v podobé, ve které je nyni (Elias, 2021).
Rozdily ve velikosti fas jsou obrovské. Od jednobunécnych mikroskopickych

fas az po ty makroskopické (napiiklad fasy rodu Phaeophyceae dosahuji velikosti az
nékolik desitek metri) (Wijesekara et al., 2010).
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4 Polarni oblasti jako takové

Polarni oblasti jsou nejextrémnéjSimi oblastmi na nasi planeté Zemi. Jedna se o
oblasti lezici za polarnim kruhem. Konkrétné jde o oblast Arktidy a Antarktidy.
Podminky pro zivot ¢lovéka v téchto oblastech jsou pfinejmensim nehostinné. Preziti

bez specialni vystroje je takika nemozné (Stiirmer, 2007).

Jak se do téchto polarnich oblasti dostanou fasy a sinice? Pokud je fe¢ 0
neptivodnich druzich, tedy o druzich, které se sem dostaly transportem zvenéi —
existuji dvé moznosti. Bud'to se sem dostaly pomoci vzduchu nebo pomoci motskych
proudl. Samoziejmé sinice 1 fasy vyuzivaji ob¢ tyto varianty. Pokud jde vSak o pienos
na dlouh¢ vzdalenosti (napiiklad mezi kontinenty) situace muze byt znacné
nepiijemna. Je-li v takovém piipadé pfenosnym médiem organismu voda, znamena to
pro pfenasené organismy vysoké riziko thynu v diisledku predace. Predacni tlak je na
tyto organismy vyvijen po celou dobu transportu — ¢im je cesta delsi, tim vic se snizuje
Sance na dosazeni polarnich oblasti. V pfipadé, ze je timto médiem vzduch, tak se
podminky meéni. Stresu ale neni min, pouze je vyvijen na mikroorganismy jinym
zptisobem. Hlavnim nepfitelem nyni neni predace, ale ultrafialové svétlo. VéEtsina
Pokud se sinicim ¢i fasam podafi dostat az do polarnich oblasti, stadle nemaji vyhrano.
Museji se efektivné adaptovat na lokalni podminky, coz nemusi byt vZdy jednoduchy
ukol (Prosek et. al., 2013).

5 Predstaveni Antarktidy

Antarktida je nejchladnéjSim kontinentem nasi planety. Vyskytuje se zde zhruba
90% veskerého ledu na Zemi. Vnitrozemsky ledovec zaujima plochu témét 12 000 000
km?. Zbytek uzemi tvoii predeviim ledovcové Selfy a skalni vychozy &i hory (asi
2 000 000 km?) (Swithinbank, 1988).

Antarktida byla dfive povaZzovana za ledovou pustou, ¢ast pevniny bez zivota
nebo jen s jednoduchymi a druhové chudymi spolecenstvy. Dnes je v§ak znamo, Ze se
stale probiha a pfindsi nové poznatky a objevy. Védci pii svych vyzkumech dokazali
najit napiiklad jezera, ktera se skryvala pod ledem. Dnes uz se vi, Ze tato jezera i jiné
zdej$i biotopy jsou vhodnym prostfedim pro mnohé druhy mikroorganismii. Pravdou
vSak ziistava, Ze je pro védce stale velmi obtizné provadét vyzkum ve vnitrozemi
Antarktidy. Jako moznd inovace se jevi vyvinout specidln¢ navrzena vozidla pro

transport na velké vzdalenosti v téchto nehostinnych podminkach. Dal§im moznym
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feSenim by byla vystavba vyzkumné stanice ptimo ve vnitrozemi nebo alespon blizko
n¢j (Kennicutt et al., 2014).

Antarktida je také diilezitd z pohledu sladké vody. T¢ se zde vyskytuje okolo
70% z celkovych zasob planety. Dalsi zajimavosti je, Ze Antarktida je také jedno
Z nejlepsSich mist na pozorovani a zkoumani vesmiru. To je dano jeji stabilné suchou a

studenou atmosférou (Kennicutt et al., 2014).

Dulezité je rovnéz podotknout, Ze Antarktida se v poslednich letech stala
vyznamnym pfedmétem ochrany a vyzkumu. Dokonce byl uspotadan sraz svétovych
odbornikt, ktefi diskutovali o hlavnich bodech ochrany antarktického kontinentu.
K tomu je samoziejm¢e zapotfebi mezinarodni spoluprace, finance a nejmoderné;si
se stalo, Ze projekty na Antarktidé byly zpozdéné, prerusené nebo dokonce neprob&hly
viibec (Kennicutt et al., 2014).

5.1 Vyvoj zivota Antarktidy

Antarktida nebyla vzdy tak chladnou a nehostinnou krajinou, jakou je dnes. Pred
nekolika desitkami miliony let byla zalesnénd, byla zde hojna bylinna vegetace a také
pfitomnost velkych obratlovci ¢i plazi. Velkd zména nastala zacatkem mezozoika (asi
pred 250 miliony let). Z pivodné chladnéjsiho a vlh¢iho podnebi se pomalu stavalo
sussi a teplejsi — podnebi podobné dneSnim subtropiim. Tato zména zapfticinila sttidani
druhd, které tuto oblast osidlovaly. Rostliny rodu Glossopteris (do té doby dominujici)
byly nahrazeny rostlinami odolnéj$imi proti teplu a suchu — jednalo se piedevs$im o
cykasy ¢i jehli¢nany. Tyto jehli¢naté stromy byly typické pro celé mezozoikum. I kdyz
nutno podotknout, Ze na Uplném konci tohoto obdobi doslo jest¢ k masivnimu
rozmachu krytosemennych rostlin (Magnoliophyta). To se stalo v dobé, kdy
Antarktida byla jesté stale soucasti superkontinentu Gondwany. Jelikoz se nachazela
v centralni ¢asti, predpoklada se, Ze byla mistem vzniku mnoha novych druht
(pfedevsim krytosemennych rostlin). Na zacatku kenozoika, konkrétn€ v eocénu
(obdobi pted 56 az 40 miliony let) se zacalo opét ochlazovat. To vedlo k postupnému
vytlacovani teplomilnych druhti, k fidnuti lesni vegetace a k nastupu dominance
tundrovych vegetaci s pfimési chladnomilnych dfevin, jako je naptiklad pabuk
(Nothofagus). Dalsi vyrazné ochlazeni ptislo zhruba pied 34 miliony lety v oligocénu.
Avsak ochlazeni, které¢ mélo za nésledek vyhynuti vétSiny zivota na Antarktidé, piislo
az v miocénu asi pred 14 miliony lety. Od té doby prob&hlo nékolik teplejSich period,
ale nic nenasvédCuje tomu, ze by béhem nich dochazelo k obnové byvalych

spoleCenstev. Dnes jsou na Antarktidé stale nepfiznivé podminky pro zivot. Pfesto zde
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se svou zivotni strategii pfezivaji mnohé druhy fas, sinic, mechi, liSejniki ¢i bakterii.
Byly sem transportovany moiskymi ¢i vzdusnymi proudy piedevsim ve formé vytrusu.
Avsak jen ¢ast druhli byla schopna odolat drsnym podminkdm Antarktidy a piezit.
Tyto formy zivota asimilujici oxid uhli¢ity zacaly tvofit velké biomasy a postupné zde

umoznily zivot i jinym nez autotrofnim organismum (Prosek et al., 2013).

Jak to, ze jsou si védci jisti, ze v dobach davno minulych byla Antarktida plna
zivota? Je to z toho duvodu, Ze bylo objeveno dostatecné mnozstvi paleontologickych
nalezl, které pfitomnost téchto druhl potvrzuji. Veskeré nalezy jsou z mist, ktera
nejsou trvale zalednéna. To v celkovém poctu neni velké procento z plochy Antarktidy.
Tento fakt nuti védce domnivat se, Ze s postupnym odtavanim ledu bude objeveno
velké mnozstvi novych fosilnich nalezti — tudiz i novych, jiz vyhynulych druhd (Prosek
etal., 2013).

5.2 Diverzita

Biodiverzita Antarktidy je vétsi a komplexnéjsi, neZ by se mohlo zdat. Hlavnim
prediktorem biodiverzity je dostupnost energie ve vSech formach. O vétSiné mist na
Antarktidé plati, Ze jsou zde podminky suché, studené a oligotrofni (s nizkym
mnozstvim dostupnych zivin). Nicméné se zde vyskytuji 1 sladkovodni biotopy nebo

eutrofizovand mista (s velkym mnozstvim zivin) v disledku vyskytu tué¢nak ¢i tuleii
(Chown et al., 2015).

5.2.1 Hojnost Zivota

Jaky je piesny pocet druhti na Antarktid¢ prozatim, neni znamo. Je to predevsim
tim, ze velka ¢ast Antarktidy zlstava stale detailn€ji neprozkoumana. Avsak néco se
uz vi. Naptiklad to, Ze z cévnatych rostlin se zde vyskytuji pouze dva druhy —
Colobanthus quitensis (Caryophyllaceae) a Deschampsia antarctica (Poaceae).
Druhova pestrost mechti (Bryophyta) je mnohem vét$i. Zatim bylo nalezeno 104
druhti. Co se tyce jatrovek (Marchantiophyta), prozatim se vi o 27 druzich. VéEtsi pocty
druhtt mohou byt nalezeny u hub, liSejniki nebo i terestrickych fas. Lisejnika (Lichens)
bylo doposud nalezeno 380 riznych druht. U hub (Fungi) si védci stale nejsou jisti,
ale predpokladéji podobna cCisla jako u lisejnikti. Druhti terestrickych fas se nyni
odhaduje kolem 700-1000 druht, a i u sinic se piedpokladaji podobna ¢isla (Prosek et
al., 2013).

Co se Zivocichi tyce, tak na Antarktid€ neZiji plazi, obojZivelnici ani obratlovci.
Nasly by se zde desitky druhti bezobratlych — ti v8ak nejsou pfedmétem této prace,
tudiz nebudou blize rozvadény. Je v§ak nutné poznamenat, ze pro bezobratlé Zivocichy

16



jsou potravou predevsim prave sinice a fasy. Celkova hojnost zivota neni na Antarktidé
rovnomérné rozprostfena. Nejvice zivota lze nalézt na misté, které je nejméné
extrémni — na severozdpadni cCasti Antarktického poloostrova. Na izolovanych
oblastech, jako je naptiklad Transantarktické pohoti lze nalézt také nékteré druhy.
Jedna se vsak piedev§im o druhy endemické (druhy, které se zde vyvinuly a nikde

jinde na svété se nevyskytuji) (Prosek et al., 2013).

Vyzkum samoziejme stale probiha. Stale jsou objevovany nové druhy. Vzorky
se zpracovavaji v nejriznéjsich centrech a univerzitdch pod dohledem odbornikd. V
dnesni dobé se délaji predevSim molekularni analyzy, kvali presnéjSimu

taxonomickému zafazeni (Prosek et al., 2013).

Neni pochyb o tom, Ze se na Antarktidé¢ vyskytuje n€kolik autochtonnich
(ptvodnich) druhti. VéEtSinu druhii sem vsak pfivedly a stale pfivadéji motské ¢i
vzdusné proudy. VSechny novée ptichozi druhy jsou nuceny se velmi rychle adaptovat
na nizké teploty. V tom maji vyhodu rychle rostouci mikroorganismy nebo
mikroorganismy s kratkym zivotnim cyklem. Nejdokonalej$i adaptace se projevily u
jednoduchych sinic. Nutno podotknout, Ze molekularni analyza potvrdila vysokou
miru odliSnosti v genotypech antarktickych fas a sinic v porovnani s fasami a sinicemi
z jinych oblasti (Prosek et al., 2013).

6 Sinice a Fasy Antarktidy

Antarktické sinice a fasy se od téch ostatnich lisi svou schopnosti vyuzit
extrémni podminky ve sviij prospéch. Nejenze osidlily kontinent, o kterém se diive
myslelo, Ze je bez Zivota, ale dokazaly zde vytvofit stabilni a komplexni spolecenstva.
Také si dokazaly efektivné prerozdélit niky (od jezernich biotopii az po ty skalni). Diky
charakteristicky nekomfortnim antarktickym podminkadm jsou takika chranény pied

invazivnimi druhy, které tyto nehostinné oblasti nejsou schopny osidlit.

Zda se, ze pro udrZeni zivota a stavajici diverzity v Antarktidé¢, hraje hlavni roli
pfitomnost sinic, jez jsou schopny véazat uhlik nebo dusik. Diky této fixaci se stava

dostupnym i pro mnohé jiné organismy (Pandey et al., 2004).

Sinice 1 fasy obyvajici Antarktidu byvaji oznacovany jako psychrofilni druhy
(druhy, kterym vyhovuji nizké teploty). Pravdou vsak ziistava, ze jen Cast z téchto
druhii je Ccist€é psychrofilni povahy. Pro ostatni druhy je pouZivan termin

psychrotolerantni (druhy, kterym nizké teploty nevadi), jelikoz jim vyhovuji i teploty
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vysoko nad bodem mrazu. Zaroveit dokazou pfi vyssich teplotach stale riist, kdezto

psychrofilni druhy vyZaduji pro sviij rist teploty nizsi (Pandey et al., 2004).

Mezi sinice, které je mozno na Antarktidé najit, patiéi néktefi zastupci z fadu
Nostocales (Calothrix gypsophila, Anabaena cylindrica, Nostoc commune, Nostoc
longistaffi), Oscillatoriales (Lyngbya martensian, Phormidium frigidum) nebo
Synechococcales (Synechococcus aeruginosus) (Wharton et al., 1983).

Mezi tasy, které je zde mozno spatfit, patii zastupci z fadu Chlamydomonadales
(Chlamydomonas subcaudata, Chlorococcum sp.) (Wharton et al., 1983) ¢i z fadu
Bryopsidales (Chaemosiphon subglobosus) (Pandey et al., 2004). Dale se zde objevuji
zastupci rozsivek ztadu Naviculales (Navicula cryptocephala, Navicula gausii,
Navicula shackletoni, Pinnularia cymatopleura) nebo Bacillariales (Nitzschia
angustata) (Wharton et al., 1983).

6.1 SnéZné rasy

Rasy zijici ve snéhu tvoii jina spoletenstva nez napiiklad spoledenstva uvnitt
kryokonitii. Lisi se druhovym sloZenim, biomasou i1 ekologickymi vlastnostmi.
Spolecenstva snéznych fas jsou tvofena predevSim pohyblivymi bi¢ikovci rodu
Chlamydomonas ¢i Chloromonas a nepohyblivymi fasami rodu Koliella ¢i
Raphidonema, ojedinéle i sinicemi nebo bi¢ikovci ze tiidy Chrysophyceae. Vsechny
tyto organismy jsou vyznamng¢ vystavovany slune¢nimu zateni, tudiz se museji branit
negativnim u¢inkim. K tomu vyuZivaji rizné pigmenty. V zavislosti na tom, jaky
pigment je organismy vyuzivan, ziskavaji organismy specifické zbarveni a vznikaji
tak jevy, jakym miize byt ,,&erveny snih“. Pigment nemusi byt ale vzdy erveny. Rasy
jsou Casto zbarveny do hnéd¢, zluté i Cerné barvy. Spolecenstvo takto zbarvenych tas
se nazyva ,kryoseston“. V kryosestonu mohou byt nalezeny i dal§i organismy.
Naptiklad houby, bakterie nebo také zooplankton. Celkové plochy kryosestonu na
Antarktidé rozhodn€ nejsou zanedbatelné, naopak jsou velmi dilezitou slozkou

taméjsiho ekosystému (Prosek et al., 2013).

Spolecenstva kryokonitii a spolecenstva snéznych fas se z pravidla nepotkavaji
v prostoru. OvSem existuje nékolik pfipadd, kdy k tomuto stietu piece jen dojde.
Jednim z takovych piipadi je pfitomnost hnizdist¢ tucnaka, které ma ptimy efekt na
stret téchto dvou spolecenstev. Exkrementy téchto nelétavych ptakt maji pozitivni vliv
na rust biomasy fas a sinic. Také dochédzi k pfimému pifenosu mikroorganismi
pohybem ptakl. Tento zajimavy jev mlize byt pozorovan hlavné v oblasti zdpadniho

pobiezi Antarktického poloostrova. Védci dokézali, Ze zdejSi druhové bohatstvi
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ptevysuje biodiverzitu Arktidy ¢i horskych oblasti. Celkové pocty druhi téchto
mikroorganismu jsou zde ovlivnény predevsim mirou eutrofizace, mnozstvim soli a

pobiezni faunou (Prosek et al., 2013).

Co se eutrofizace tyce, tak nejvetsi podil na ni maji exkrementy tuc¢iaki. Ty totiz
obsahuji velké mnozstvi fosforu a davaji tak vzniknout zajimavému biotopu. Tomuto
biotopu se fiké ornitogenni ptida. Rasam i sinicim se zde opravdu daii a vznikaji zde
velka spolecenstvi téchto mikroorganismii. Masové se zde vyskytuje naptiklad fasa

Prasiola antarctica nebo sinice Phormidium attenuatum (Prosek et al., 2013).

6.1.1 Cerveny snih

Jednim z antarktickych fenoménti je bezesporu cerveny snih ¢i Cervené zbarvena
voda. Na prvni pohled by se mohlo zdat, ze se jedna o masivni kaluz krve, ale neni
tomu tak. Za ¢ervenou barvu sn¢hu, ¢i vody jsou zodpovédné fasy. Velké mnozstvi fas
je typicky zelené. Za zelenou barvu je zodpovédna vysoka koncentrace chlorofylu.
Jedna se o zelené barvivo, které je nutné k fotosyntéze. Za krvavé ¢ervenou barvu
nékterych fas je zodpovédné jiné barvivo — astaxanthin. Jednd se o Cervené barvivo,
které patii mezi karotenoidy. Astaxanthin se vyskytuje naptiklad u trvalych stadii fas
rodu Chlamydomonas. Trvalymi stadii jsou mySleny spory, které neprovadéji
fotosyntézu. Duvod, pro¢ nékteré tasy zlstavaji v trvalych stadiich, je prosty.
Astaxanthin funguje jako ochrannd vrstva a predchdzi negativnim vlivim
ultrafialového zafeni na spory. Toto zafeni by mohlo organismy zna¢né poskodit. Jak
ale astaxanthin a jiné karotenoidy piesn¢ funguji? Aby bylo mozno odpovédét na tuto
otazku, je nutno si uvédomit, co je na ultrafialovém zareni vlastné tak nebezpecné. Pii
vysokych davkach ultrafialového zateni vznikaji volné radikaly, coz je specificky typ
chemické vazby. Témto volnym radikélim vSak chybi jeden elektron, a tak se ho
pokouseji nékde ziskat — presnéji fe¢eno ho chtéji ziskat pravé od spor. Pokud by tyto
volné radikéaly opravdu ziskaly elektron od spory, znamenalo by to rozpad jiné
chemické vazby uvnitt buiiky. To by znamenalo poskozeni nebo dokonce zniceni této
bunky. Karotenoidy, jako je naptiklad jiZ zminény astaxanthin, slouZi jako ochrana
pred timto jevem. Jsou totiz schopny tyto volné radikaly zachytit a zabranit tak
fatdlnimu posSkozeni bunck. Znamena to tedy, ze spory jsou pied ultrafialovym

zafenim 1épe chranény nez vegetativni bunky (Stiirmer, 2007).
Nekteti farmakologové veri, ze pochopeni téchto obrannych mechanismi proti

negativnim u¢inkiim slune¢niho zafeni, by mohlo ptispét k vyvoji efektivni ochrany i

pro ¢lovéka (Stiirmer, 2007).
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6.2 Sladkovodni biotopy

Na Antarktidé se vyskytuje mnoho sladkovodnich biotopli, za coz miuze
ptitomnost ledovct, které jsou tvofeny sladkou vodou. Tyto biotopy by mohly byt
rozdeleny do nékolika skupin podle jejich vlastnosti. Kazdy z nich totiz funguje trochu

cey

jinak, takZe 1 organismy v nich zijici se musely adaptovat riizn¢.

Pokud by byla vynalozena snaha najit néjaky vztah mezi po¢tem druhi a
mnozstvim rozpusténych latek ve vod€, dospélo by se Kk zavéru, Ze existuje.
Sladkovodni biotopy Antarktidy byvaji zpravidla siln¢ oligotrofni. Na tento stav jsou
zdejsi organismy adaptovany. Pokud se vSak rapidné zvysi mnozZstvi rozpusténych
latek, mize to velmi ovlivnit biodiverzitu. Ta zpravidla klesa, jelikoz se vétSinou najde
druh, ktery tohoto faktoru dokaze vyuzit ve svlij prospéch lépe nez ostatni druhy.
V nejkrajnéjsich pfipadech mize dojit k dominanci jediného druhu (Ellis-Evans,
1996).

6.2.1 Kryokonity

Kryokonity jsou nepfili§ hluboké nadrzky, plnéné sladkou vodou z ledovci.
Casto tvoii komplexnéji propojené soustavy. Neni to ale pouze voda, ktera se v téchto
prohlubnich nachazi. Na dné se totiZ usazuje tmavy sediment. Ten je diilezity zejména
pro zvétSovani nadrzek — absorbuje vétSi mnozstvi slunecniho zafeni, tudiz ma
pfirozené vétsi teplotu, nez cokoli v okoli — to zajisti tani v bezprostredni blizkosti.
Transportnim médiem tohoto sedimentu je piedevsim tekouci voda, ale mize jit 1 o
pfenos vétrem. Toto propojené prostiedi je vhodnym biotopem pro piezivani
nekterych druhti fas a sinic, k ¢emuz se vaze také vyskyt nékterych hub a bakterii.
Témito biotopy Antarktida upln€ neoplyva, daji se nalézt spiSe v pobieznich ¢astech
(Prosek et al., 2013).

6.2.2 Jezera

Antarkticka jezera jsou jezera ledovcova. Pro vétSinu jezer plati, ze maji néco
spolecného — trvale nizkou teplotu a dlouhé obdobi zamrznuti. Najdou se ale i vyjimky,
jakymi jsou bud’to m¢l¢i a teplejSi pobiezni jezirka, Casto s lehce brakickou vodou
(voda s mirnou koncentraci soli) nebo se jedna o jezera, ktera jsou silné eutrofizovana
diky okolni pfitomnosti tucndkl ¢i nékterych moiskych savei. Blizsi charakteristiku,
zejména sloZeni biocendzy téchto jezer udava substrat, ktery se vyskytuje na dné
onoho jezera. Dale mize byt spolecenstvo ovlivnéno charakteristikou biehovych ¢asti
nebo také délkou zamrznuti jezera. Jezerni biotopy jsou velmi vyhovujicim typem
prostfedi pro mikroorganismy. Nejvice se zde dafi sinicim, které vytvareji vrstevnaté

povlaky na dné. Spolecenstvo je jiz tradi¢né obohaceno i 0 fasy, ale nevyskytuji se zde
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v takové mife a v nékterych jezerech mohou i uplné chybét. Na konci vegetacniho
obdobi dochazi k odtrzeni povlaku, tedy celého spolecenstva, ode dna a je vynesen
k hladiné (Prosek et al., 2013).

V malych hloubkach jsou vétsinou nalezeny rizné druhy z rodd Phormidium a
Leptolyngbya, spodni vrstvy maji diverzitu vétsi. Uplatiuje se tu napiiklad napadny
antarkticky endemit Oscillatoria koettlitzii i nékteré vzacnéjsi heterocytézni druhy
sinic, jako je Nodularia quadrata (Prosek et al., 2013).

Spolecenstva sinic vznikaji i1 v trvale zmrzlych jezerech. V obdobi, kdy led neni
pokryt snéhovou pokryvkou, svétlo pronikd az na dno jezer a sinice tak mohou
fotosyntetizovat, a produkovat tak dostatecné mnozstvi kysliku (Prosek et al., 2013).

Na dné téchto jezer se vyvijeji silné vrstvy sinice Leptolyngbya antarctica s
nékolika malo pfimisenymi druhy (Pseudanabaena frigida, Nostoc antarcticus) a tvori

zde konické, vzptimené utvary, slozené ze svazki vlaken dominantni sinice (Prosek et
al., 2013).

6.2.3 Efemerni biotopy

Velmi zajimavym biotopem jsou efemerni toky a louze ¢i mélka jezirka neboli
periodické poticky a louze ¢i mélkd jezirka, vytékajici predevsim z ledovci.
Efemernim biotopem je myslen takovy biotop, ktery periodicky méni sviij charakter.
V tomto konkrétnim pfipad¢ je charakterem mysSleno skupenstvi, ve kterém se zde
vyskytuje voda (stiida se skupenstvi kapalné se skupenstvim pevnym). SpoleCenstva
sinic a fas jsou zde velmi pestra. Jejich druhové slozeni a celkova biomasa se méni v
zavislosti na mnozstvi vody, které se méni v pribéhu dne i obdobi. DalSimi faktory,

vvvvvv

nebo typ substratu (Prosek, et al. 2013).

Efemerni toky jsou tekouci pouze Vv dob¢ antarktického léta. Jakmile piijde
chladng;jsi perioda a teplota je nizsi nez 0°C, toky zamrzaji. Pokud je tok dostatecné
dlouhy, miiZe se u n€j objevit i zonalni rozd¢leni tohoto biotopu. Efemerni toky byvaji
Casto rozdélené nejen prostorove, ale také Casoveé. Na zacatku vegetacniho obdobi se
nejvice dafi rozsivkam, avSak postupné se do dominantnich pozic dostavaji nékteré

druhy sinic a jinych fas (Komarek, et al. 2008).

Typickymi druhy v rychle tekoucich usecich potokdl jsou fasy rodu

Klebsormidium, sinice Chamaesiphon austro-polonicus, Leptolyngbya fritschiana
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nebo kosmopolitni Phormidium autumnale. V dolnich usecich potokt se na kamenech
vyskytuje sinice Phormidesmis priestleyi, ktera tvofi charakteristické oranzové
povlaky (Prosek, et al. 2013).

6.3 Neviditelny nepritel

Je zndmo, Ze vrstva ozonu ve stratosféfe absorbuje UV zafeni Skodlivé pro
organismy nasi planety. Nad Antarktidou ale vznikla tzv. ozonovad anomalie.
Koncentrace ozonu je zde o 30% az 70% niz$i, nez by méla byt. Tato anomalie vSak
nezustava nad Antarktidou po celou dobu, ma totiZ periodicky a stabilni pohyb, ale
Antarktida je ji nejvice postizend. UV zafeni délime na tfi typy (UV-A, UV-B, UV-
C). UV-C by mélo fatalni dopad na zivé organismy, nastésti je zcela absorbovano v
atmosfére. UV-A sice pronika az k povrchu Zem¢, ale je neskodné. Problém nastava
az se zafenim UV-B. Kvili ozonové anomalii se zemskému povrchu dostane vétsi
mnozstvi tohoto nebezpecného zafeni, coz mize mit do budoucna neblahy vliv na
biocenozu jizniho polu. Nebezpeci UV-B zatfeni spociva hlavné v tom, Ze dokaze nicit
organické latky vcetné bilkovin. Ani vétSina vodnich mikroorganismii se témto
negativnim vlivim nevyhne. Dokéze proniknout i do n€kolika desitek metrt a nicit tak

i napiiklad rybi jikry, coz mize mit vliv na cely potravni fetézec (Prosek, et al. 2013).

UV-B zifeni ma negativni vliv jiz na jednobunécné organismy, u nichz
poskozuje nebo zcela nici molekuly pfenasejici v bunécnych jadrech genetickou
informaci, poskozuje bunééné organely a méni v buiikach osmoticky tlak (Prosek, et
al. 2013).

UV zafeni ma svlij primarni smrtici G€inek pfi vinovych délkach 260 nanometrti
a vytvaii kovalentni vazby mezi sousednimi thyminy v DNA. Tyto thyminové dimery
nasledné zpiisobuji chyby v replikaci DNA, které¢ zplisobuji potencidlné smrtici
mutace (Andersen, 2005).

6.4 Dva teplotni gradienty

Ackoli by nejspiSe mohlo byt pfedpoklddano, ze je Antarktida vzdy a stale
ledova, neni tomu tak. Dalo by se fict, Ze z pohledu teploty jsou zde rozliSovany dva
zakladni typy prostfedi. Tim prvnim typem je prostfedi se stale nizkou teplotou.
Nedochézi zde k ndhlym vykyvim teploty, jedna se o stabilné¢ studené prostiedi.
Takové stanovisté 1ze nalézt naptiklad ve snéhu nebo v ledovcich. Dale by mohlo jit o
stale zamrzla jezera. Organismy, kterym vyhovuje tento typ prostiedi, oznacujeme
jako psychrofilni. Vétsinou potiebuji ke svému ristu teploty nizsi nez 0°C. Nekteré

druhy lokalnich rozsivek jsou schopny rlstu jen ve velmi malém teplotnim rozmezi
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(od -3°C do 3°C). Pokud by se napiiklad béhem vegeta¢niho obdobi rapidn¢ zvedla
teplota, mélo by to na tyto organismy devastujici i¢inky. Druhym typem prostiedi jsou
stanovisté, kde dochdzi k velkym periodickym teplotnim rozdilim. Teploty se zde
méni v prabehu roku, ale maze jit i o teplotni zmény v fadu dne. V zimnich obdobich
zde mohou byt teploty az -50°C, zatimco v obdobich letnich se teplota mize vysplhat
az na neuvétitelnych 20°C. Podobné, i kdyz ne tolik extrémni rozdily v teplotach,
mohou nastavat i v prib¢hu jediného dne. Ptikladem takového stanovi§té muze byt
mélky moktad ¢i skala s vyskytem endolitickych fas a sinic (ziji v porech hornin).
Organismy, kterym takové extrémni kolisani teplot vyhovuje, nazyvany organismy
psychrotrofnimi (Prosek, et al. 2013).

{ Stres

Bunky fas i sinic nebo jejich organely mohou byt silné negativné ovlivnény
okolnimi podminkami. Stresovych podminek na Antarktidé neni malo a v nékterych
piipadech mohou byt smrtelné. Casto se stava, Ze jeden abioticky stres je doprovazen

jinym. V této kapitole budou tyto stresy oddéleny a charakterizovany (Jimel, 2020).

7.1 Mrazovy stres

K tomuto stresu dochazi, jakmile je okolni teplota mensi nez 0°C. Jako jeden z
efektli tohoto jevu zde vystupuje nedostatek vody v kapalném skupenstvi. Mraz s
sebou ale piinasi jesté jina tskali. Dochazi k tvorbé ledovych krystald v blizkosti
mikroorganismd, nebo dokonce v jejich télech, coz mize mit smrtici ucinky (Jimel,
2020).

7.2 Stres z vysychani

Pokud se mikroorganismus nachdzi na misté, kde dlouhodobé neni ptitomna
voda v kapalném skupenstvi, mize to mit bez potiebnych adaptaci fatalni dopad na
jeho zivotaschopnost. Voda je zékladni ptfedpoklad pro zivot. Neni tedy divu, Ze ani
vétSina biochemickych reakci nutnych k zivotu bunék, neprobéhne bez pfitomnosti
vody. Jednou z nejucinnéjsich metod, jak se tomuto stresu mikroorganismy naucily

branit, je tvorba slizu, jehoZ hlavni funkci je udrzet vlhkost v blizkosti buiiky (Jimel,
2020).

7.3  Osmoticky stres

Tento stres je vétSinou podminén mrazovym stresem, nebot’ tam, kde se
vyskytuji a vznikaji krystalky ledu, dochazi ke zméné osmolarity. V diisledku zvysSeni
nebo snizeni osmolarity v okoli bun¢k dochézi vétSinou k od¢erpavani vody z bunék

do okolniho prostiedi. Osmotickou nerovnovahu muze zpusobit také solny stres.
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Hromadéni soli v buiice zpiisobuje iontovou nerovnovahu a burika tak ¢asto piijima

jeste dalsi ionty z okoli (Jimel, 2020).

8 Jak se vyhnout stresu

Ackoli si fasy i sinice vyvinuly mnoho strategii, jak odolat stresovym
podminkam, zlstavad nejlepsi strategii vyhnout se stresu Uplné. Mnoho téchto
mikroorganismi mé za riznych podminek rizné morfologické vlastnosti. Nékteré z
nich slouzi k dormanci, coz je velice efektivni zpisob, jak se vyhnout stresu (Jimel,
2020).

8.1 Diapauza vs. klidovy stav

Diapauza 1 klidovy stav popisuji déje, béhem kterych dojde ke snizZeni
metabolickych i ristovych procest. Nejedna se vSak o synonyma. Zatimco diapauza
je fizena endogennimi procesy (podminéno vnitinimi faktory), klidovy stav je fizen
procesy exogennimi (podminéno vnéj$imi faktory). Dal§im dalezitym rozdilem je to,
ze klidové stadium se mize velmi rychle po odeznéni neptiznivych podminek navratit
do ptivodniho stavu. U diapauzy se obvykle do plivodniho stavu organismus dostane
se zpozdénim. U obou téchto dormativnich procest dochazi ¢asto k morfologické
zméné mikroorganismil, ale neni to podminkou. Cast&ji k témto zménam dochazi

béhem klidového stavu nez u diapauzy (Jimel, 2020).

8.2 Akinety

Pokud se sinice dostane do dormativni faze, ¢asto vznikaji v fetézci heterocytt i
specidlni bunky zvané akinety (u fas zastupuji funkci akinet rizné typy spor
charakteristické pro danou skupinu, napiiklad zygospory ¢i aplanospory). Akineta
neboli arthrospora ma nékolikandsobné tlustsi bunéénou sténu nez vegetativni burnka
nebo heterocyty a ma v sobé nahromadéné velké mnozstvi zasobnich latek. Byvaji z
pravidla viditeln¢ vétsi a pruhledné. Pii pfechodu do tohoto stavu dochazi hned k
nékolika procestim. Jednim z nich je, Ze se mnohé mikroorganismy zkracuji a nabiraji
na hmotnosti. Dale dochdzi k ubytku chlorofylu a reprodukéni schopnosti jsou
omezeny na minimum. Tvorba akinet je samoziejmé néfim podminéna. Miize se
jednat o dlouhodoby nedostatek svétla, vody, sirand ¢i dusi¢nanii nebo naopak o
pritomnost fosfatd. Jelikoz je tvorba akinet energeticky velmi naro¢na, vyskytuje se
jen u nékterych rodu a tfid polarnich sinic (naptiklad Nostoc sp.) (Jimel, 2020).

8.3 Hormogonium
Hormogonia jsou typicka pro sinice, fasy je nevytvareji. Jedna se o vlakna, ktera

se od mateiskych bun€k oddé€luji fragmentaci. To podporuje nejen pieziti, ale také
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kolonizaci novych uzemi. Dalsi odliSnosti je to, Ze se u nich neprojevuje diferenciace
bun¢k. Tvorba hormogonii je nejspiSe podminéna absenci zivin nebo svétla v okoli
mikroorganismi. MiiZe se vSak jednat i o jiné faktory, které nyni nejsou znamy (Jimel,
2020).

8.4 Zachranna reakce Fas — mnoZeni

Neékteré druhy fas produkuji asexudlnim rozmnoZenim rizné typy spor
(naptiklad aplanospory nebo partenospory). Tyto typy bunék jsou odolné vici
nepiiznivym prostiedim a dokézou se §ifit do okoli pomoci vodnich proudi (v ptipade,
ze byly produkovany ve vod¢) nebo pomoci vétru (v suchych podminkach). Timto
zpiisobem se né€které organismy mnozi béhem stresovych podminek, aby zajistily
preziti populace (Jimel, 2020).

9 Adaptace

Ackoli mezi adaptace polarnich sinic a fas na nepfiznivé podminky zajisté patii
tvorba hormogonii, akinet nebo mnozeni a nasledny rozptyl (viz piedchozi kapitola),
tato kapitola bude zaméfena pouze na produkci protektantti. Tvorba protektantti mize
byt odliSena od ostatnich obrannych mechanismi, jelikoz se jedna o velmi odliSnou
adaptaci a strategii. U mechanismi popsanych v pfedchozi kapitole se jedna pfedev§im
o vyvolani pasivnich stavii ¢i rozptyl. U vyuziti protektantli jde o syntézu latek, které
zajisti nasledny aktivni chod organismu. Dale budou specifi¢téji popsany adaptace na
konkrétni stresy.

9.1 Protektanty

Nékteré adaptace fas a sinic nejsou natolik specifické, aby bylo mozno ur€it
konkrétni stres, kvili kterému vznikly. Tyto obecné adaptace vznikly spiSe jako
odpovéd’ na rizné kombinace negativnich vlivii okoli. Obecné by se dalo fict, Ze takika
vSechny druhy polérnich fas a sinic produkuji na obranu proti stresu rizné latky, které
souhrnné nazyvame kryoprotektanty a osmoprotektanty. Tyto latky zvySuji Sance na
preziti nejriznéjSimi zptsoby. Od schopnosti hromadit v buiikdch Zziviny az po
zabranéni tvorby intracelularniho ledu. Patii sem Siroké Skala latek, jako jsou naptiklad
sacharidy, antioxidanty, aminokyseliny nebo polyalkoholy. N¢které skupiny,
konkrétni latky i jejich funkce budou nyni popsany blize (Jimel, 2020).

9.1.1 Sacharidy
Mnohé tasy a sinice vyuzivaji pfedevSim trehalozu a sacharozu. Tyto sacharidy
jsou fazeny do skupiny neredukujicich disacharidii. Trehaldza se skladd ze dvou

molekul glukézy, sachardza z jedné molekuly glukozy a jedné molekuly fruktozy.
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Nejzasadnéjsi funkei téchto disacharidl v télech fas a sinic je nedopustit destabilizaci
membran nebo proteind. K destabilizaci by mohlo dojit za nejriznéjsich podminek
(naptiklad béhem osmotického stresu). Trehal6za se dokonce uplatnila jako aparat
chranici DNA. Dle nékterych odbornikl patii tyto dva disacharidy k tém viibec
adenosintrifosfatu, které se pfemeéni na adenosindifosfat (tato preména je zdroj
energie) (Jimel, 2020).

9.1.2 Polyalkoholy

Polyalkoholy se vyskytuji pfedevsim v fasach, ale nechybi ani u nékterych sinic.
Do skupiny polyalkoholti mohou byt zatazeny latky jako glycerol, sorbitol, mannitol
nebo inositol. Jejich hromadéni v buiikdch zplsobuje stabilizaci osmotického tlaku
(snizuji ho). Také udrzuji vodu a snizuji bod tuhnuti v bunikach. V €ervenych fasach
se Casto jako osmoprotektanty vyskytuji 2-a-O-D-galactopyranosil glycerol. Ten svou
funkci pfipomina glukosylglycerol vyuzivany sinicemi. Cervené fasy si vytvati 2-a-
O-D-galactopyranosil glycerol biosyntézou pomoci fotosyntézy. Stejnym zptisobem si
hnédé fasy vytvaii mannitol. Mannitol funguje také jako antioxidant (Jimel, 2020).

9.1.3 Antioxidanty

Jedna se o latky, které eliminuji negativni vliv volnych kyslikovych radikala.
Brani jejich vzniku nebo zplsobi, ze vznikly radikdl bude malo reaktivni ¢i
nereaktivni. Tyto radikaly mohou byt v malych koncentracich prospésné, ale je-li jich
ptili§ mnoho, funguji toxicky. Mohou narusovat tkané, DNA, proteiny nebo lipidy a
byt tak smrtici. Tvorba téchto volnych kyslikovych radikalti je podminéna vice
faktory. Jednim z nich je abioticky stres, dale tfeba ionizujici nebo kosmické zateni.
Tudiz se da fict, Ze pro fasy 1 sinice bylo v podstaté nutnosti piijit s efektivni obranou
— s antioxidanty. Ty by mohly byt rozdéleny do dvou hlavnich skupin. Enzymatické
antioxidanty a neenzymatické antioxidanty. Enzymatické antioxidanty vyuZzivaji
proteinovych enzymdu, jako jsou peroxidaza, superoxiddismutiza nebo kataldza.
Neenzymatické antioxidanty vyuzivaji neproteinové molekuly, jako jsou karotenoidy,
tokoferoly, fenolové slouceniny nebo fykobiliproteiny. ZvySeni mnozstvi volnych
radikalt kysliku zptisobi oxidativni stres (Jimel, 2020).

9.1.4 DMSP aDMSO

Mezi kryoprotektanty mohou byt zafazeny také nékteré slouceniny siry. Patii
sem zejména dimethylsulfoniopropionat (DMSP) a dimethylsulfoxid (DMSO). DMSP
muze byt nalezeno u nékterych fas a ve vyjimecnych ptipadech i u sinic. Tato siranova

organicka sloucenina stimuluje produkci nékterych enzymil a udrzuje jejich funkénost.
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DMSO na rozdil od DMSP funguje extracelularné. Nekteré studie piisSly s informaci,
ze vytvaii vodikové vazby s molekulami vody, a brani tak vzniku extracelularniho
ledu. Nutno podotknout, Ze ve vysokych koncentracich mize byt pro mikroorganismy
toxicky (Jimel, 2020).

9.1.5 Chaperony

Chaperony jsou proteiny, jejichz hlavni funkce je opravovat struktury proteint,
které nejsou pfirozené. Také brani jejich agregaci, kterd by opét zpiisobila nefunk¢nost
proteini. K aktivaci téchto specialnich proteini funguje vyrazna zmeéna teploty nebo
osmotického tlaku. Mezi nejzndméjsi chaperony se fadi heat shock proteiny. Tyto

proteiny byly nalezeny u mnohych polarnich fas, ale u sinic doposud ne (Jimel, 2020).

9.2 Adaptace na nizké teploty

Nizké teploty zlistavaji v polarnich oblastech primarnim zdrojem stresu. Tam¢;jsi
organismy se s touto nepfizni snazi vyporadat piedevsim produkci aminokyselin,
proteinii ¢i enzymi. Tyto latky zptsobuji zmény ve fyzikdlnich a chemickych

vlastnostech buné&k nebo jejich tésném okoli, diky kterym mohou déle prezivat.

wewrs

9.2.1 NejbéZnéjsi mechanismy

Obecné plati, ze vesSkeré organismy Zijici v polarnich oblastech museji byt dobie
adaptovany na extrémné nizké teploty. Nékteré organismy tyto nizké teploty pro sviyj
zivot ptimo vyzaduji. Zajimavou adaptaci je naptiklad produkce aminokyselin, jako je
naptiklad prolin. Tuto adaptaci si vyvinuly nékteré druhy fas. Za velmi nizkych teplot
zvySuji produkci prolinu nékolikandsobné. Prolin pak zméni vnitini prostiedi bunky.

Konkrétné zméni bod mrazu uvnitt buiiky z 0°C az na -20°C (Stiirmer, 2007).

Vedle aminokyselin se také uplatiuji nasycené mastné kyseliny. VEtsi
koncentrace téchto kyselin mohou brénit tuhnuti v butice. Déle dochdzi ke snizeni
metabolickych a fyziologickych déju (Prosek, et al. 2013).

9.2.2 Adsorp¢né-inhibi¢ni hypotéza

V oblastech, kde je teplota ¢asto pod bodem mrazu, je mozno setkat se S jevem
zvanym krystalizace uvnitt bun€k. V praxi to znamena zménu v krystalické struktute,
v tomto piipade ve struktufe ledu. Tento jev zplisobuje zmény v osmotickém tlaku a
muze zménit strukturu bunék. To mlze mit ni¢ivé uCinky. Neékteré organismy si proto
vyvinuly zajimavou metodu, jak této nepiijemné situaci piedejit. Vyuzivaji tzv. ice-
binding proteiny. Tyto proteiny brani krystalizaci ledu. Jsou adsorbovany na povrchu
ledovych krystalti a zamezuji tak pfitoku dalSi vody. To inhibuje dalSi rist téchto

krystalli a vnitini prostfedi bunky je tak stabilizovano. Tento jev byl pozorovan
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naptiklad u fas z fadu Chlamydomonadales, také u nekterych rozsivek (napiiklad
Navicula glaciei) nebo u bakterii rodu Colwellia. Vyskytuji se ale i u hub, protist, a
dokonce i Zivocichi (Jimel, 2020).

9.2.3 Plazmaticka membrana — jak ziistat naZivu

Bez funkc¢nosti plazmatickych membran by asi Zaddné builkky nemohly déle
fungovat. Jejich hlavnim tikolem je rozdélovani dvou odlisSnych prostiedi uvniti bunék
a vné bunky. Zaroven slouzi k vyméné latek mezi témito prostfedimi. Podileji se také
na fotosyntéze ¢i dychani. Jejich funk¢nost miize byt vSak naruSena raznymi stresy, a

proto se musely mikroorganismy této nepiijemné situaci piizpusobit (Jimel, 2020).

9.2.3.1 Propustnost membrany

Ohledné propustnosti membrany hraje velmi diileZitou roli pomér nasycenych a
nenasycenych mastnych kyselin. Nenasycené mastné kyseliny v lipidové dvojvrstve
roztrhnout, nez je tomu u nasycenych mastnych kyselin (ty jsou totiz propojeny slabsi
jednoduchou vazbou). Roztrhnuti vazby zplsobi to, ze je transport mezi vnéjSim a
vnitinim prostfedim snadné&jsi. Jelikoz energie, vyuzivana k roztrhnuti téchto vazeb je
Casto energie tepelnd, existuje vztah mezi pomérem téchto kyselin a okolni teplotou.
Cim, vét3i je okolni teplota, tim snadné&jsi je roztrhnuti téchto vazeb. Zaroven plati, Ze
¢im vice se v lipidové dvojvrstvé objevuje nenasycenych mastnych kyselin, tim vice
je tieba dodat energie pro jeji naruseni (Muranushi et al., 1981). Aby nedoslo k
nedostate¢né propustnosti vody a Zivin do buiiky, tak mnohé fasy a sinice vyuzivaji
akvaporiny. Jedna se o proteiny, které udrzuji stabilni propustnost. Diky tomu mohou
bunky dale korigovat pfisun iontti a udrzovat si tak stabilni vnitini prostfedi. Sinice a
fasy jsou také dle potieby schopny aktivné ménit pomér nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin vyuZitim enzymu desaturdzy. Jeho funkce bude podrobnéji popsana

Vv nasledujici kapitole (Jimel, 2020).

9.2.3.2 Stabilizace viskozity

JelikoZ teplota okoli mé velky vliv na viskozitu, jsou mikroorganismy nuceny
tyto zmény kompenzovat. To zafizuji zménou ve struktufe a sloZeni lipidové
dvojvrstvy. Tato dvojvrstva se sklada z lipidd a z proteind. U mikroorganismi se v
nejvetSich koncentracich vyskytuji glycerol-acylové lipidy. Ty se Casto vaZou na
aminy nebo alkoholy, které maji velky vliv na vlastnosti membran. Jejich pomér a
prostorové rozmisténi urcuje, jak moc se bude viskozita ménit. Pokud by se tento
pomgér a struktura nezménily, mohlo by dojit ke ztraté funkcnosti membran. Neékteré

latky by nemusely byt schopny projit skrze membranu, a to by bylo fatidlni. Zménit
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tekutost se da ale vice zplisoby. Dal§im velmi ¢astym zplsobem je vyuziti enzymu
desaturazy, ktery katalyzuje proces zvany desaturace. Desaturdza je schopna zménit
stupen nasyceni mastnych kyselin. Jejim hlavnim tkolem je pfenést dva atomy vodiku
z mastné kyseliny na molekulu kysliku. Timto procesem vznikne molekula vody a
mastna kyselina s dvojitou vazbou. Jedna se o dal$i autoregula¢ni mechanismus, jehoz
vysledkem je zvySeni viskozity v bunce. Mnohé sinice vyuzivaji ke stabilizaci
viskozity organické molekuly zvané hopanoidy. Ty se vaZou na hydrofilni cast

fosfolipidi, coz vede ke snizeni jejich mobility a ke zvyseni viskozity (Jimel, 2020).

9.2.4 Diilezité skupiny proteina

Jako velmi dulezité proteiny v souvislosti pieziti nizkych teplot se jevi tzv. cold
shock proteins (CSPs) a cold acclimation proteins (CAPs). Tyto proteiny jsou
produkovany spiSe fasami neZ sinicemi. Obé tyto skupiny proteini funguji velmi
podobné a to tak, Ze se vdZzou na nukleové kyseliny a podporuji tak transkripci,
translaci nebo produkci bilkovin. Také podporuji bunéény rist. Hlavnim rozdilem
mezi témito proteiny je ten, Ze CSPs jsou produkovany béhem néhlého poklesu teploty,

zatimco CAPs jsou produkovany kontinualné (Jimel, 2020).

9.3 Adaptace na nedostatek vody

Organismy Zzijici na Antarktidé se museji vyporadat s dalSi nepfijemnou
vlastnosti téchto koncin. Jedna se o dlouhodoby nedostatek kapalné vody. Nejen Ze je
zamezen piisun vody, ale také voda uvnitt bun€k organismi se vytraci — za to miize
vymrzani a vypar. Diky schopnosti mistnich organismi piezit tyto podminky je fadime
mezi poikilohydrické organismy. Kli¢em k pfeziti ovSsem neni pouze vydrzet zivy
béhem stresového obdobi s nedostatkem vody, nybrz také maximalizovat schopnost
vyuzit obdobi ptiznivé. Je logické, Ze za nepfiznivych podminek se organismus snazi
byt v klidovém stadiu a neplytvat tak energii, tudiZ i rlst je pozastaven. V momentg,
kdy se okolni podminky méni a objevi se kapalna voda, tak se méni 1 chovani mistnich
organismi. Po zvlh¢eni nastartuji své metabolické funkce a vSe se rdzem probouzi

k zivotu (Prosek, et al. 2013).

9.3.1 Vyuziti osmoprotektanti a kryoprotektanti

Mezi latky, které pomahaji mikroorganismim piezit obdobi s nedostatkem
vody, fadime i n€které kryoprotektanty a osmoprotektanty. Mezi tyto protektanty lze
zatadit nékteré¢ aminokyseliny a jejich derivaty, cukry, sulfatové estery, peptidy,
terciarni sulfoniové slouceniny nebo N-acetylované aminokyseliny. Rasy obsahuji

veétsi diverzitu té€chto latek neZ sinice. Sinice obsahuji pifedev§im glukosylglycerol,
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prolin, sachar6zu nebo trehalézu. Nejvice odolné proti nizkym teplotdm jsou

organismy, které obsahuji glycerol (Jimel, 2020).

9.3.2 LEA proteiny

Béhem stresového obdobi poméha chranit fasy a sinice také rozmanitd rodina
proteintl, tzv. LEA proteiny (Late Embryogenesis Abundant). Presny ¢esky ekvivalent
pro termin ,,LEA* neni, ale dal by se pfelozit jako ,,hojné pozdné embryonalni
proteiny”“. Hlavnim ukolem LEA proteinti je podpofit funkce enzyml b&hem
stresového obdobi z nedostatku vody. Jednim z takovych enzymi je citratsyntdza,
ktera je dualezita pro funkénosti Krebsova cyklu. Bez n€j by buiikka nemohla pfezit.
LEA proteiny nemaji spole¢nou strukturu, a tak jsou kategorizovany do nékolika
skupin, které sdileji podobnou kodovaci sekvenci. Zpravidla jsou vSak tyto proteiny
hydrofilni a obsahuji vétSinou polarni aminokyseliny (nékteré LEA proteiny vSak

obsahuji nepolarni aminokyseliny) (Jimel, 2020).

9.3.3 Produkce slizu

Rada mikroorganismii, véetné mnohych antarktickych fas a sinic si vyvinula
schopnost produkovat sliz. Pro tvorbu tohoto slizu vyuZivaji exopolymerni latky
(EPS), kter¢ jsou fazeny mezi organické ligandy. Sliz se v n¢kterych ptipadech zachyti
z venku na bunééné sténé a vznika tak slizova pochva. V jinych ptipadech je volné
produkovan do okoli buiiky. Hlavni funkci tohoto slizu je udrzovani vlhkosti v tésné
blizkosti buiiky. Jinou, nemén¢ dilezitou funkci je, Ze sliz brani tvorbé intracelularniho

ledu. Také je znamo, Ze napomaha pfichyceni k sedimentu (Jimel, 2020).

Exopolymerni latky (EPS), které jsou vyuzivany polarnimi fasami a sinicemi,
jsou takika vzdy amfifilni (molekula ma dvé ¢asti, které maji protichidny charakter).
Znamena to, Ze Cast je hydrofilni (za to je zodpovédna kyselina uronovd) a cast
hydrofobni (tato ¢ast je vétSinou tvofena rhamndzou ¢i fukdzou). Diky tomu dokazou
prilnout k sedimentu a neodlepit se a zdrovenn akumulovat potiebné mnozstvi vody a
mineralnich latek v buiice. Rhamnoza, fuk6za a kyselina uronova se v EPS vyskytuji
taktka vzdy. Dalsi latky, které se v EPS daji ¢asto objevit, jsou glukdza, galaktoza,

xyloza, ribdza, arabindza ¢i kyselina glukuronova (Jimel, 2020).

Dale bylo potvrzeno, Ze pii dlouhodobém vysychani jsou mikroorganismy vice
zatiZzeny pusobenim UV-B zafenim. Na to reaguji naptiklad zvySenou produkci EPS,
a to az trojnasobn¢ (Jimel, 2020).
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9.4 Adaptace na nedostatek svétla

Nekteré druhy fas ziji pod povrchem, pod povrchem pudy, v hloubkach nebo v
ledu. Mohou se nachazet i v hloubce nékolik desitek centimetrd. To by se mohlo na
prvni pohled zdat jako problém, jelikoZ mnozstvi svétla, které k nim je schopno
proniknout s hloubkou, klesa. K tomu vSemu je led vétSinou pokryt snéhovou
pokryvkou a snih svétlo odrazi. Rasy vyfesily tuto nepfiznivou situaci tak, Ze za
nedostatku svétla zvySuji mnozstvi chlorofylu v bunce. Diky tomu zachyti vétsi
mnozstvi svétla. Dal$i adaptaci na zisk svétla v téchto neptiznivych podminkach je
vylucovani sloucenin, které dokdzou ménit vlastnosti okolniho ledu. Tyto slouceniny
(naptiklad glycerol nebo DMSO) zméni optické vlastnosti ledovych krystalil v t€sné
blizkosti fas. U krystalti dojde ke zdrsnéni povrchu, a tak dojde k vétsimu rozptylu
svétla (Stiirmer, 2007).

9.5 Adaptace pro Zivot na skalich

Neékteré druhy tas a sinic, ale samoziejmé také druhy mikroskopickych hub ¢i
bakterii si pro sviij zivotni biotop vybraly skalni vychozy. Konkrétné jsou tim mysleny
dutiny nebo pory hornin, ze kterych se skala skldda. Vyhodou takovych mist je to, ze
absorbuji slune¢ni zafeni a zvySuji tak svou teplotu, coz umozni tani okolni ledové
krusty. Diky tomuto jednoduchému mechanismu dojde ke zvlhéeni mist osidlenych
mikroorganismy i béhem teplot pod bodem mrazu. Organismy, které vyuzivaji
takovyto zpusob Zivota, ozna¢ujeme jako endolitické (Prosek, et al. 2013).

,, Ke zvlasté pozoruhodnym zdstupciim téchto endolitickych organismi patii
sinice rodu Chroococcidiopsis, které nekolik milimetrii pod povrchem piskovcovych

skal vytvareji souvislou modrozelenou vrstvu ** (Prosek, et al. 2013).

Jinym skalnim biotopem jsou periodicky smacené skalni stény. Voda, ktera tyto
stény smaci, je ledovcového ptivodu. Jeji teplota z pravidla nedosahuje ani 4°C a pii
kontaktu se skadlou mtize rychle zamrzat. Pokud tato situace nastane, okolni podminky
se velmi rychle méni a sinice €i fasy jsou nuceny reagovat. Typickou reakci na prudky
pokles okolni teploty je pfechod do klidovych stadii. V moment¢, kdy se teplota opét
zvedne, dochazi k ptechodu do stadia aktivni fotosyntézy (Prosek, et al. 2013).

,,Je zajimaveé, Ze z typickych endemickych druhii téchto biocenoz patri vetsina k

slozitéjsim, heterocytoznim typiim, u kterych je tentyz druh schopen vytvaret nékolik
rozdilnych typu bunek “ (Prosek, et al. 2013).
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9.6 Adaptace na osmoticky stres

Osmoticky stres je zptisobeny rozdilnym mnozstvim vody, anorganickych soli a
organickych latek mezi vnitinim a vnéjSim prostiedim burniky. Tento rozdil se snazi
mikroorganismy kompenzovat produkci osmoprotektantt, které stabilizuji tyto
rozdily. D¢je se tak predev§im akumulaci zivin z vnéj$iho prostfedi a ndslednému

zabranéni poskozeni proteind nutnych k pteziti (Jimel, 2020).

,,}éasy a sinice se brani osmotickému stresu predevsim aminokyselinami. Mezi
tyto aminokyseliny patri prolin, alanin, glycin a glutamat, Siroce znamé pro svou
akumulaci v 7asdach a tato akumulace tenduje k pozitivni korelaci s odolnosti proti
osmotickému stresu. Prolin se zda byt nejrozsirenéjsi aminokyselinou piisobici jako
osmolyt, je povazovan za pritomny zejména v nékterych rasdach (napriklad v mnohych
rozsivkach). Zajimavé je, zZe je také vzdcnym prikladem osmolytu, ktery je ddle
metabolicky aktivni. Jeho vyznam prekracuje jeho funkci jako osmolytu - je také
schopen stabilizovat DNA a zlepsit integritu membrdan a enzymii, coz je ohrozeno v

silné slaném prostiredi “ (Jimel, 2020).

10 Laboratorni studium sinic a Fas — priprava
laboratornich podminek

Sterilizace pouzivanych materidli a kultivacnich médii je nezbytna pro Gspéch
jak izolace, tak kultivace jednotlivych mikroorganismii. Bez tohoto opatieni by mohlo
dojit k fadé¢ komplikaci a vyzkum by skoncil neuspéchem. Aby se védci vyvarovali

téchto situaci, vyuzivaji riizné ptistroje a pomticky, které budou nyni blize popsany.

10.1 Autoklavovani a mikrovinna trouba

Autoklav je pfistroj, ve kterém je vysoky tlak pary, ktery sterilizuje materialy
odolné vici vysoké teploté. Teplota uvnitt autoklavu je okolo 120°C. Délku
autoklavovani piedurcuje to, jaky material je potieba sterilizovat a kolik ho je. Nékdy
sta¢i par desitek minut, jindy hodiny. Pokud jsou dodrzovany pfedem stanovené
pokyny, je autoklav schopen znicit i plisné a jejich spory. U sterilizace kapalin je nutno
ponechat zhruba jednu ctvrtinu celkového objemu nadoby prazdnou. To kvilli
piipadnému probubldvani a vyparu. Viko autoklavu by také nemelo byt pIné utazené.
Je to opatieni, které v ptipad¢ narhstu tlaku zamezi roztrhnuti pfistroje. Po dokonceni
procesu je nutné pockat, az klesne vnitini teplota pod 100°C. Teprve poté miize byt
autoklav otevien. Materidly byvaji po autoklavovani vlhké, a je proto dilezité nechat

je ususit. To se provadi prenosem do suSarny, kde je pro schnuti vhodna teplota zhruba
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150°C. Autoklavovani patii mezi vibec nejoblibenéjsi a nejefektivnéjsi metody
sterilizace (Andersen, 2005).

Sterilizace pomoci mikrovinné trouby je podstatné rychlejsi, nez metoda
sterilizace za sucha a tepla. Jiz v roce 1988 byla zvefejnéna védecka prace, ze které
vyplyvalo, Ze veSkeré mikroorganismy jsou usmrceny do 10 minut. Dnes se Casto
pouziva preruSovana technika ,,2-1-2*. To znamend, Ze material urCeny ke sterilizaci
je vloZzen do mikrovinné trouby nejprve na 2 minuty, pak na minutu, a nakonec jesté
jednou na 2 minuty. Intervalova pauza mezi jednotlivymi etapami je standardné 30
minut. Vykon trouby by mél byt kolem 600w. Pro zmaximalizovani efektivity je
dobré, kdyz je trouba vybavena otocnym stolkem, na ktery material polozime
(Andersen, 2005).

Obe tyto metody se jevi jako vysoce praktickeé pro sterilizaci kultivaénich médii.
V ptipadé, Ze je objem tohoto média do 1.5 litru, byva ke sterilizaci vyuzita
mikrovlnna trouba. Pro vétsi objemy se zpravidla vyuziva autoklavovani. Pokud by se
po celém procesu objevily napiiklad sraZzeniny nebo by se barva média zménila,

nemusi byt médium jiz vhodné pro dalsi kultivaci (Andersen, 2005).

10.2 Jiné mozZnosti sterilizace

Vedle sterilizace autoklavovanim nebo mikrovlnou troubou existuje fada dalSich
technik, které se bézné uzivaji. Rlizné metody maji riizné vyhody a nevyhody, proto
je nutné rozmyslet si ktera je pro konkrétni ucel nejvhodngjsi. OdliSnosti jsou
predevsim v délce sterilizacniho procesu €1 ucinnosti sterilizace. Také se rozhoduje

podle typu a mnozstvi latek, které maji byt sterilizovany.

10.2.1 Sterilizace za sucha a tepla

Pro tuto metodu se pouzivad pfedevS§im horkovzdusnad trouba. Tato metoda
dokaze odstranit zbytky nezadoucich latek, které by mohly na nddobach ¢i pipetach
zUstat, napiiklad po autoklavovani. Je G¢€innéjsi nez autoklavovani, jelikoZ zahtivani
trva delsi dobu a je dosazeno vyssich teplot. Ve vétSiné pripada sta¢i zahiati na 150°C,
ovSem neni tomu tak vzdy. Nékdy je nutné teplotu zvysit az na 250°C. Zpravidla je
sterilizovany material ponechan témto teplotdm po dobu 3 az 5 hodin. Aby
nedochazelo k poskozeni sterilizovanych materialti, mély by byt v troub& kryty
napiiklad hlinikovou folii. Dal§i podminkou je, Ze materidl musi byt suchy. Po
nékolikahodinovém plsobeni trouby na materidl nesmi byt materidl rovnou
vyzvednut. Je nezbytné, aby teplota uvniti trouby klesla alespon na 60°C. Pokud by

byla trouba oteviena béhem vyssich teplot, mohl by byt materidl poSkozen rychlou a
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pfili§ razantni zménou teploty. Jesté je tieba si uvédomit, Ze ne kazda horkovzdusna
trouba je vybavena ventilatorem. Pokud ventilator chybi, mize dojit k nerovnomérné
rozlozenym teplotdm uvnitt trouby. Mista, kde teplota dosahuje vétSich teplot, nez jsou

ty pozadované, mohou mit fatalni dopad na material (Andersen, 2005).

10.2.2 Filtrace

Filtrace je vyuZivdna u sterilizace materiald, které jsou teplotn€ nestabilni. To
mohou byt tékavé slozky v kapalindch (napiiklad organické slouceniny) nebo
vitaminy. Tato metoda je velmi rychld v ptfipad¢€, Ze sterilizovany material bude v
malém mnoZstvi. Proto se Casto vyuziva u sterilizace kultivaniho média. Velikost
ocek ve filtrech by méla byt mensi nez 0.2 mm. Piesto se muize stat, ze filtr nezachyti
nékteré mikroorganismy, predevsim viry. Ovsem i néktefi bi¢ikovci jsou schopni filtry
projit. Dokdzou se protlacit 1 otvorem mensim, nez jsou oni sami. V ptipad¢, ze by byl
material silné viskozni nebo obsahoval suspendované ¢astice, musi dojit k ptredfiltraci.
Ta se provadi za pouziti membranového filtru s ofky s primérem 1 mm. Tyto
membranové filtry pak mohou byt sterilizovany v autoklavu. Filtry existuji
jednorazové 1 na opakované pouziti. Mezi nejCastéji pouzivané materialy, ze kterych
se filtra¢ni zafizeni sklada, patii sklo. Takovyto ptistroj musi byt po kazdém pouziti
sterilizovan. Opét bude vyuzito autoklavovani. Nicméné filtr je nutné zabalit do
hlinikové folie. Po autokldvovani je tfeba sterilizovany materidl nechat vysusit v
susarné za teploty 120°C (Andersen, 2005).

10.2.3 Sterilizace ultrafialovym zafenim

Sterilizace za vyuziti ultrafialového zafeni se vyuziva Casto pro sterilizaci
kultiva¢nich nddob nebo stoll. Je tfeba brat v iivahu, Ze béhem vyzatfovani UV zareni
je vytvaren ozon, ktery n€kteti lidé snaseji tézce. Proto je dobré zamyslet se, jestli je
tato metoda pro konkrétniho jedince vhodna. JelikoZ je UV zafeni Skodlivé zivym
organismiim, musi byt povéfena osoba dobie chranéna pted jeho vlivy. Nezddoucim
ucinkim se da zabranit dodrzovanim jistych norem. Mezi tyto normy patii napiiklad
pouziti ochranného odévu, bryli nebo rukavic. Déle je tfeba minimalizovat Cas
vystaveni se zafeni nebo pouZiti ochranného skla ¢i folie. VInova délka UV lamp, které
se ke sterilizaci pouZivaji, byva 240 az 280 nanometra (nejnicivéjsi ucinky UV zatfeni
z celého jeho spektra). Energie, kterou Zarovky produkuji, se miize velmi lisit podle
toho, co je pfedmétem sterilizace. Pro sterilizaci vody se pouzivaji vysokoenergetické
zarovky s energetickou vydatnosti az 50 000 mikrowatt sekund na centimetr ctverecni.
Pokud by mnozstvi vody bylo velké, je nutno zafidit promichavani vody. Zateni totiz
do vod nepronika rovnomérnég. Se vzdalenosti od zdroje ucinek klesa a mohlo by dojit

k neuplné sterilizaci. Nizkoenergetické zarovky s vydatnosti bézné¢ 40 az 1000
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mikrowatt sekund na centimetr ¢tvere¢ni, se daji pouzit naptiklad pro sterilizace stoll
(Andersen, 2005).

10.3 Sbér materialu

Je potieba si uvédomit, ze je velky rozdil mezi izolaci jiz dobfe znamého a Casto
zkoumaného druhu a mezi izolaci druhli méné zndmych ¢i Gpln€ novych. V ptipade
neznamych druhti se musi pracovat obezietné a n¢kdy je zapotiebi zapojit 1 vlastni
kreativitu. Pokud je vynalozena snaha izolovat druhy velmi citlivé na zménu prostiedi,
je dobré odebrat se vzorkem 1 ¢ast jejiho biotopu (naptiklad motské sinice ¢i fasy

wewr

konkrétni druh a separovat ho od ostatnich, ale alespon ztistane zivy (Andersen, 2005).

Odebrané vzorky také cCasto obsahuji drobny zooplankton, ktery se zivi
zkoumanymi mikroorganismy. Proto je zapotiebi zbavit se téchto malych Zivoc¢ichi
pomoci filtrace. K filtraci jsou vyuzivany napfiklad planktonni sit€. Primér jejich ocek
se muze liSit v zavislosti na velikosti zooplanktonu a zkoumanym objektem. Je
logické, Ze aby byla filtrace k né¢emu platna, je tfeba vyuzit planktonni sit’ s takovymi

oc¢ky, aby zaroven zachytila zooplankton a propustila fasu ¢i sinici (Andersen, 2005).

Pti izolaci hraje dilezitou roli také ¢as. Druh od druhu se 1i8i tim, jak dlouho po
odbéru dokéze prezit. Nékteré druhy mohou umirat v rdmci nékolika hodin, a proto je
dalezité¢ je vCas separovat a doptat jim vhodné podminky pro dalsi prezivani. U
nékterych druhd se muze objevit jiny problém. Misto rychlého jednani je potieba
naopak trpélivost. U nékterych organismu se totiz miize na prvni pohled zdat, Ze se
Vv odebraném vzorku viibec nevyskytuji, a proto je tfeba dodat jim dostatek casu na to,
aby se rozmnozily. Doba, kterou potiebuji ke svému dostatecnému zmnozZeni, je
Vv rozmezi dni aZ nékolika mésict. Tento Cas travi v inkubatoru s pro né¢ vhodnymi
podminkami (Andersen, 2005).

10.4 Laboratorni experimentalni prace

10.4.1 Pracovni vybaveni

Béhem procesu izolace i Kultivace je potieba vyuzit rizné pfistroje ¢i nastroje,
které umozni pracovat a manipulovat s mikroorganismy. Mezi takové pfistroje patii
mikroskop, pipety, filtry, sita ¢i sklenéné a plastové nadoby. Mikroskop umoziiuje
mnohem bliZ§i pohled na zkoumané objekty. Casto se pouZiva zvétseni 80x, ale zalezi
na tom, s jak velkymi objekty se pracuje. Bez spravného osvétleni by vSak vzorek
nemohl byt studovan, proto je nutny také zdroj svétla. Jako velmi zajimavy se jevi

inverzni mikroskop, ktery vyuziva technologii epifluorescen¢niho osvétleni. Nekteré
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druhy jsou totiz fluorescencni, a proto mohou byt snadno objeveny. Co b&hem
pouzivani mikroskopu nesmi nikdy chybét, je podlozni a kryci sklicko. Mezi stolek
mikroskopu a objektiv je nutné umistit podlozni sklicko, které se zde uchyti pomoci
specialniho drzaku. Na podlozni sklicko se umisti vlhky vzorek (na podloZni skli¢ko
se nejprve dé kapka vody a do té se umisti vzorek). Ten je ndsledné piikryt krycim
sklickem a teprve poté mohou byt objekty pozorovany. Ackoli diky mikroskopu se
Casto podafi objevit to, co je hledano, neznamena to nutn¢ uspéch. Je totiz potieba
buiiku vyjmout ze vzorku, coz nékdy miize byt zna¢né obtizné. K tomu se vyuzivaji
pfedevsim mikropipety. Diive se pouzivaly nejcastéji sklenéné mikropipety, avSak
dnes se stale vice misto skla pouziva jako material plast. To plati i pro jiné ptislusenstvi
(Andersen, 2005).

V Botanickém ustavu AV CR v Tieboni mi diky tam&jsim pracovnikim, bylo
umoznéno pozorovat cely tento postup. Byl jsem sezndmen s nékterymi pracovnimi

pomuckami, a dokonce i se samotnym pozorovanim antarktickych mikroorganismi.

Co se tyce sit, existuje n¢kolik moznych variant. Sita jsou ¢asto z nerezové oceli
¢i z nylonu. Velikost ok téchto sit se pohybuje v fadech desetin milimetri. O néco
mensi velikost ocek k separaci nejmensich objektli maji membranové filtry. Nékteré
tyto filtry vyuZivaji organicka vldkna, ktera mohou mit rizné velké pory (od 0.01 az
po 0.45 mm). Pory o velikosti mensi nez 0.02 mm jsou dokonce schopny zachytit viry.
Druhym typem membranového filtru je tenky polykarbonatovy list s kulovitymi a
nerovnomérné rozlozenymi pory. Tento typ filtru je velmi oblibeny k oddéleni

zkoumaného objektu od ostatnich ¢astic a mikroorganismt (Andersen, 2005).

Jak uz bylo feceno, plast za¢ina byt stale vice pouzivanym materidlem. Piesto se
vSak stale pouzivaji i sklenéné pomticky (naptiklad sklenéné pipety nebo zkumavky).
Mezi vyhody pomucek z plastovych materiald urcenych k izolaci nebo kultivaci
jsou n¢jakym zptusobem kontaminované, ale to je rarita. Jinou inovaci je, Ze tyto
nadoby vyrobené z plastu jsou potazeny rustovymi latkami, a usnadnuji tak naslednou
kultivaci. Dnes je mozno setkat se naptiklad s plastovymi zkumavkami, pipetami nebo
Petriho miskami (Andersen, 2005).

Veskeré materidly a pomiicky, o kterych se vi, Ze budou potieba, by mély byt
pifed celym procesem sterilizovany, a piipraveny tak Kk pouziti. K uchovani
sterilizovanych pomtcek slouZzi naptiklad specialni skiin€, u kterych nehrozi kontakt

S prachovymi ani jinymi Casticemi. Nemélo by se vSak zapomenout sterilizovat i

36



zdanlivé neSkodné predméty, jako jsou napiiklad lepici Stitky urcené k pozdéjsi
identifikaci vzorkt (Andersen, 2005).

V momenté, kdy je zkoumany vzorek izolovan, je potieba ho umistit do
inkubdtoru, ktery funguje jako ristova komora. Aby mikroorganismus rostl a mnozil
se, potfebuje vhodné podminky (teplota, svétlo, Ziviny atd.), tudiZ je nutné znat naroky
zkoumaného mikroorganismu. Jako zdroj svétla se Casto pouziva studené bilé
fluorescenéni svétlo. Zarovky, ve kterych je Zhava nit, jsou pro tyto G¢ely nevhodné.
Dale je nutné dat si pozor na to, zda izolované organismy nepotiebuji sttidani svétla a
tmy. Pokud ano, je tfeba svétlo nastavit na automatické rozsvéceni a zhasinani podle

toho, kolik hodin jsou v pfirozeném prostfedi na svétle a ve tmé (Andersen, 2005).

10.4.2 Separace organismi

Asi nejbéznéj$im nastrojem k separaci bun¢k je Pasteurova pipeta. Nutné je
zahtat jeji SpiCku plamenem, aby doslo ke sterilizaci a bylo tak mozné bezpecné
odebrat mikroorganismus. Nékteti lidé hrot pipety po zahfati lehce ohnou malymi
klestémi. To ale nutné neni, zalezi na tom, zda to pracovnikovi vyhovuje, nebo ne.
Vyhodou zaktivené pipety je to, Ze usnadiiuje vyjmuti bunék z hlubokych nadob. Aby
bylo mozno buriku viibec identifikovat a najit, je samoziejmé celou dobu vyuzivan
mikroskop. V momenté, kdy se podafi bunku pipetou ziskat, je tfeba ji vlozit do
pfedem piipravené sterilni kapky vody. Téchto kapek je tieba piipravit nékolik a
umistit je na rizna podlozni skli¢ka. Zda bude pouzita voda slana nebo sladka zalezi
na druhu, ktery ma byt separovan. To se déla ztoho divodu, Ze se s nejvetsi
pravdépodobnosti podafilo vyjmout i nechténé mikroorganismy. Nasledné je nutno
pokusit se opét separovat jedinou bunku ze sterilni kapky vody a vlozit ji do dalsi
kapky. Tento proces je opakovan, dokud neni jisté, ze je buiika opravdu jedina zbyla.
Teprve poté je mozno vlozit ji do kultivaéniho média. Casto se stava, e buiika je
v disledku opakované manipulace zni¢ena a cely proces musi byt opakovan s jinou
bunkou (Andersen, 2005).

11 Izolace sinic a ras

Diivodt, pro¢ dochazi k izolaci fas a sinic, je hned nékolik. Cilem neni pouze
porozumét témto organismum z hlediska ekologického ¢i fyziologického a rozsifit tak
biologické znalosti lidstva, ale také pochopit, jak mohou byt vyuZity ku prospéchu lidi.
Diky izolaci je moZno tyto organismy podrobné&ji prozkoumat a zjistit, jaké latky
obsahuji a jak se mohou déle vyuzit. Je znamo, Zze mnoho téchto latek se jiz dnes
vyuziva v potravinafském, farmaceutickém, kosmetickém nebo energetickém

priamyslu (naptiklad proteiny, barviva, aminokyseliny atd.). Znalosti o jejich zptisobu
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Zivota umoznuji jejich masovou kultivaci a vyrobu nejriznéjsich produktt z nich

(1é¢iva, biopaliva, dopliiky stravy atd.).

Aby doslo ke spravné izolaci fas a sinic, je nutno snazit se co nejvérohodnéji
napodobit jejich pfirozené zivotni podminky. Zakladnimi parametry pro napodobeni
téchto podminek jsou vlhkost, teplota, salinita, pH, tlak, mnoZstvi svétla nebo
mnozstvi zivin. Z ¢im extrémnéjSich stanovist’ tyto organismy pochézeji, tim citlivéji
reaguji na zménu prostiedi, ve kterém se nachazeji. Také je dulezité si uvédomit, Ze
kazda skupina mikroorganismi ma svoje specifické pozadavky na chemické latky
(naptiklad rozsivky vyzaduji pfijem kiemiku, coZz jiné skupiny nepotiebuji). Nemén¢e
dalezitym faktorem (stejné jako v ptipadé¢ kultivace) je zafidit sterilni prostiedi bez
moznosti kontaminace. To je o to vice dilezité v ptipad¢, ze jsou zkoumany nové
druhy. Kontaminované latky by mohly byt totiz vnimény jako ptivodni a pfirozené
mikroorganismiim. Kdyby organismus zahynul v disledku takové kontaminace,
nemuselo by se viibec pfijit na to, co zptisobilo jeho uhynuti. Sterilizovana by tak méla
byt kazdd pomiicka, kterd piijde do kontaktu se zkoumanym materialem (naptiklad
jehly, pipety, agar nebo Petriho misky) (Andersen, 2005).

11.1 Vybrané techniky izolace

V nasledujici kapitole budou popsany nékteré vybrané techniky izolace, které
jsou stale hojné praktikovany a nejspise jesté dlouho praktikovany budou. Bude se
jednat spiSe o predstaveni téch nejaplikovangjSich metod, které vedou k tspésné
izolaci (pouzivané materidly, vybaveni i samotna separace jsou podrobnéji popsany

vyge).

11.1.1 Obohacovani vzorku

Pokud je vyuzivan odebrany vzorek, ve kterém se vyskytuje vice nez jeden druh
organismu a je snaha ziskat jeden konkrétni, ktery se zde vyskytuje v malé mife, je
potfeba mu pomoci mnozit se, aby mohl byt ndsledn¢ separovan. To se dé€la tak, ze do
vzorku jsou ptidany nékteré nutrienty (dusi¢nany, fosfaty atd.) nebo latky jako
amoniak, zelezo ¢i kiemik. Jako jiné mozné feSeni je inhibovat rlst ostatnich
mikroorganismii, naptiklad pfidanim nekterého kovu, ktery je pro n¢ toxicky a zaroven
nevadi zkoumanému objektu. Pokud by kandidatem na izolaci byla osmotrofni fasa,
muze byt pifidana mocovina nebo extrakt z kvasnic. Nemélo by se vsak jednat o velké
mnozstvi, nybrz tyto latky podporuji také riist bakterii. OvSem existuji také ptipady,
kdy je vyskyt bakterii vhodny. Rozkladaji totiz n¢které organické latky na latky, které
jsou pro fasy piinosné. Jako velmi efektivni zplisob obohacovani je, kdyz je mozno

vzorek rozdélit do nékolika separovanych mensich vzorki a do kazdého ptidat rizné
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latky. Muze byt tak zjisténo, jaké latky prospivaji nebo naopak $kodi zkoumanému
objektu. Pokud se podafi aplikovat tu spravnou cestu, ktera vede k ristu tohoto

objektu, mize byt izolovan a pfipraven K nasledné kultivaci (Andersen, 2005).

11.1.2 Agar (8.4.2)

Agar byl poprvé pouzivan v Japonsku v roce 1658 a do Evropy se dostal az
vroce 1859 (Armisén et al., 2009). Je fazen mezi polysacharidy, které se vyrabi
z motskych fas. Nejhojnéji vyuzivanymi rody pro vyrobu agari jsou Gracilaria,
Polycavernosa, Gracilariopsis (Oliveira et al., 2000).

11.1.2.1 Tradi¢ni metoda

Pro vyuziti této metody je nutno si nejprve uvédomit, jestli fasa ¢i sinice, ktera
ma byt izolovana, je vliibec schopna na agaru Zit. Mnoho druhti to dokaZze, ale spoustu
jinych ne, tudiz tato metoda neni univerzalni. Bohuzel na agaru velmi prosperuji i
bakterie a houby, proto je nutné kontrolovat stav nadoby peclivéji. Mimo jiné se tato
metoda pouziva také pro izolaci bakterii. Po agarové destic¢ce je tieba rozetiit vzorek
a nasledné ho ponechat v inkubatoru po dobu nékolika dni az tydnii. Poté nésleduje
vyjmuti Z inkubatoru a néasledné separace Zadané bunky. VétSinou vznikne kolonie a
odebrani objektu by mélo byt jednodussi (Andersen, 2005).

11.1.2.2 Zalévani agarem

Dnes jiz vime, Ze n€které druhy fas a sinic jen téZko rostou na agaru, ale dokazou
zit v ném. Proto se v urcitych ptipadech jevi jako spravny krok pouzit metodu zalévani
vzorku agarem. Vzorek se nejprve smichd s chladnym agarem a poté se nalije do
Petriho misek. Nasledné je nutné misku i s agarem zchladit, aby agar ztuhl. Potom je
tfeba umistit agar do inkubdtoru s vhodnym svételnym zdrojem a nechat buiky rust.
Kdyz se vytvoii kolonie, mohou byt jednotlivé buiikky vyjmuty pipetou a vlozeny do
kultivaéniho média (Andersen, 2005).

11.1.2.3Fototaxe

Velmi zajimavym zplsobem je také vyuziti fototaxe. Jak uz ndzev napovida,
jedna se o vyuziti svétla, samoziejme za vyuziti agaru a Petriho misky. Jelikoz fototaxe
znamena orientovany pohyb organismu za zdrojem svétla, uplatni se tato metoda
pouze V piipadé, Ze je predmétem vyzkumu bi¢ikata forma fasy. Uplné nejefektivngjsi
je tato metoda v ptipadg, ze se ve vzorku vyskytuje pouze jediny druh bic¢ikaté fasy a
ostatni formy Zivota jsou bezbi¢ikaté. Smér pohybu fas uruje predevsim intenzita
osvétleni. Za normalnich podminek by se fasy mély pohybovat ke svétlu. OvSem
pokud je intenzita pfili$ velka, pohybuji se smérem od néj. Po n¢jaké dobé (opét v fadu

hodin az dni) se fasy dostanou na jeden nebo druhy konec Petriho misky. V tomto
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moment¢ uz staci vzit mikropipetu, odebrat buiiku a vlozit ji do kultivaéniho média
(Andersen, 2005).

12 Kultivace

Kultivace probiha v laboratornich podminkach za vyuziti chladicich zatizeni a
sterilnich materialli, jako je naptiklad agar nebo Petriho miska. Celému procesu
piedchazi proces izolovani konkrétnich jedinci, bez toho by nebylo mozné Cistou

kulturu vypéstovat.

12.1 Dnes$ni metody kultivace
Zpisob kultivace, ktery bude nyni popsan, se jevi jako vysoce inovativni
z pohledu kultivace mikroorganismi. Nejenze je Gsporny jak z hlediska energie a

prostoru, ale také umoziuje efektivné;si kultivaci z pohledu vyprodukované biomasy.

Metoda je zalozena na vyuzivani podptirného materidlu, ktery zde hraje zasadni
roli. Organismy totiz rostou na povrchu tohoto materialu jako biofilm. Nejsou tak
rozptyleny po celé kultiva¢ni nadob¢, coz na konci celého procesu velmi usnadni jejich
vyjmuti (Zhuang et al., 2018).

RozliSuje se vnitini a vnéjsi stranu biofilmu. Ta c¢ast biofilmu, ktera je blize
(tésné) podptrnému materialu, se nazyva strana vnitini. Cast dale od podptarného
materidlu (pozd¢jsi nanosy) je oznacovana jako strana vné¢js$i. Svétlo by meélo byt
namifené na vngj$i stranu biofilmu. OvSem v pfipad€, Ze je podplrny material
pruhledny (napfiklad sklo), mize byt svétlo poskytovano z vnitini strany nebo vyuzito
oboustranného osvétleni. Svétlo, stejné jako ziviny, voda nebo pfistup k oxidu
uhli¢itému je zdsadni pro cely proces. Co se zivin ty¢e, mély by byt mikroorganismu
dodavany predevsim dusik a fosfor. Jako velmi efektivni zdroj dusiku se osvéddil

dusi¢nan draselny a dusi¢nan sodny (Zhuang et al., 2018).

Jako podplrné materidly pouzivané k pfichyceni fas a sinic se diky svému
vysoce hydrofilnimu charakteru osvédCily predevSim polykarbonatové membrany,
juta nebo bavlna. Pokud je ale podpiirné médium situovano horizontalng, zda se byt
jako vhodny material také sklo (Zhuang et al., 2018).

Dle orientace nosného materialu by mohl byt kultivaéni systém rozd€len na
vertikdlni, horizontalni nebo rota¢ni. Podle polohy se d4 systém rozdé¢lit na ponorny a
poloponorny. U ponornych systémi nikdy nedojde k dehydrataci mikroorganismt, ale

mohla by se projevit neefektivita ve vyméné oxidu uhli¢itého a kysliku. Ze vSech
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moznych kombinaci systémt se zda byt nejefektivnéjsi poloponorny rotacni systém.
To je dano tim, Ze neponofena ¢ast ma snazsi ptistup k oxidu uhli¢itému, a dochazi tak
k efektivni vyméné plynt. A jelikoZz je systém oto¢ny, nedojde k vyschnuti
mikroorganismil. Ty zlstavaji vlhké diky pfedchozi ponorné period€. V momenté, kdy
se dostanou z neponotfeného do ponofeného stavu, mohou vstiebat ziviny nutné pro

jejich rast a Zivotaschopnost (Zhuang et al., 2018).

Kdyz je vyprodukovan dostatek biomasy, miize byt mechanicky vyjmut, jelikoz
je akumulovan na podpiirném médiu. Tento zplisob odebrani biomasy je energeticky
uspornéjsi nez u jinych metod. Nemusi byt vyuzivana Casto aplikovana filtrace,
nakladna na energii. Uspora viak nespociva jen v energii, ale také v prostoru, jelikoZ
produkce biomasy je vysoka (Zhuang et al., 2018).

12.2 Kultivované rasy a sinice z Antarktidy

Pro maximalni vyuziti fas a sinic v biotechnologiich je nutné poznat, jaké jsou
nejidedlnéjsi podminky k jejich rustu. To je divodem pro¢ se délaji experimenty s
jejich kultivaci. Mezi zkoumané parametry patii piedev§sim mnozstvi svételné energie,

teplota, pH, provzdusnéni nebo mnozstvi zivin.

V Ceské republice doslo ke kultivaci antarktické fasy Chlorella mirabilis.
Kultivace probihaly za riznych podminek (ve venkovnim/vnitinim prostiedi a liSilo
se 1 mnozstvi dodavanych zivin). Cilem bylo ziskat informace o tom, za jakych
podminek bude tato fasa produkovat nejvétsi mnozstvi pozadovanych latek
(polynenasycenych kyselin, enzymu atd.) a jaké podminky jsou nejidealnéjsi pro jeji
rust (Shukla et al., 2013).

Co se tyka fas rostoucich ve vnitinim prostiedi, rychlost jejich rlstu byla
pomeérné nizka. Nejrychlejsi rist byl pozorovan u vzorkid s velkou dodavkou zivin.
Nejmensi rychlost riistu byla métena u vzorku bez ptidanych zivin. Bylo také zjisténo,
ze u téchto vnitinich systémi nejvice zrychlilo rist Chlorelly pfidani glycerolu (Shukla
etal., 2013).

Kultivace fas venku byla doprovazena pomérné stabilnimi podminkami (aZ na

teplotu a vlhkost vzduchu). Rychlost ristu venkovni kultury byla vétsi nez u té vnitini.

vvvvvv

zvySena venkovni teplota béhem svétlé periody. Avsak rozhodujicim faktorem byla

energeticka vydatnost zafeni, kterému byly organismy vystaveny. U fas kultivovanych
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uvniti ¢inila tato vydatnost 1382 wattii na metr &tvereéni. Rasam kultivovanych venku

byla dodavana svételna energie 2x az 8x vétsi (Shukla et al., 2013).

Co se tyka mastnych kyselin, bylo zjisténo, Ze v pfipadech piidani glycerolu
doslo ke zvyseni obsahu kyseliny linolové (tato kyselina je nyni hlavnim diivodem pro
snahu masove kultivovat Chlorellu mirabilis). Nejvétsi podil kyselin tvotila kyselina
olejova a v mensim mnozstvi byla nalezena i kyselina palmitova a kyselina myristova
(Shukla et al., 2013).

Po analyze vSech vysledk je ziejmé, ze Chlorellu se vyplati masové kultivovat
ve venkovnich systémech. Pravdépodobné bude tento trend platit i pro mnoho dalsich

antarktickych mikroorganismu (Shukla et al., 2013).

Mezi dalsi kultivované fasy z Antarktidy patii Prasiola crispa (Sabacka et al.,
2006), Macrochloris rubrioleum ¢i Zygnema sp. Ze sinic byly kultivovany naptiklad
Hassalia antarctica nebo Nostoc commune (Dufkova et al., 2019).

12.3 Masova kultivace

V roce 1919 se o téma masové produkce zajimal Otto Heinrich Warburg. Ten
zacal s masovou produkci sladkovodni jednobunécné tasy (Chlorella). Vytvoteni
velkych kultur Chlorelly chtéli ale i jini védci. V roce 1944 se podatfilo dvéma
americkym védcim postavit pfistroj pro péstovani kultur Chlorelly. Vyuzit byl
fotometricky systém, ktery fedil suspenzi tak, aby udrzovala velikost ristu populace
na ur€ité hodnoté. V roce 1938 se Ketchum a Redfield rozhodli ve velkém chovat
rozsivky. Principialné se jednalo o jednoduchou metodu, ktera se uplatiiuje dodnes.
Ve velké nadob¢ nechali rozsivky mnozit se, a kdyz jich bylo dost, ¢ast odebrali.
Odebranou c¢ast vyuzivali pro rizné chemické analyzy, zatimco zbytek se mohl dale
mnozit. Dnes se tato metoda vyuziva bézné€. Vyprodukovana biomasa fas slouzi jako
potrava pro moiské zivo€ichy. V roce 1948 némecky algolog Witsch zah4jil program
na velkoprodukci Chlorelly. Tento i dal$i projekty byly nadale podporovany. K
péstovani dochazelo ptedevs§im v laboratofich, ale také ve sklenicich (Andersen,
2005).

Japonsti védci v poloviné padesatych let pfisli s technikou synchronni kultivace.

Tato metoda spociva v koordinaci zivotnich cykli bunék fas (Andersen, 2005).
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12.3.1 Predpoklady pro masovou kultivaci Antarktickych Fas a sinic

Aby doslo k masové kultivaci antarktickych tas ¢i sinic, museji spliiovat urcité
pozadavky. Mezi tyto pozadavky patii tolerance vic¢i nizkym teplotam, vysoka
rychlost rlstu v teplotnim rozmezi od 0°C do 10°C, alesponi do¢asnou toleranci viici

vy$$im teplotam (teplota okolo 20°C) a minimalni poZadavky na pfisun zivin.

Masova kultivace antarktickych mikroorganismit by se dle védcti méla
provozovat pifimo na Antarktidé. K tomu je ale potteba vyvinout specidlni
fotobioreaktor, ktery by byl schopen tamni drsné podminky vydrZzet bez poskozeni.
Takovy reaktor by se mél skladat z n€kolika komponenti na sob& nezavislych (v
ptipadé poskozeni by se tak nemusel stavét novy reaktor, ale poSkozend ¢ast by byla
nahrazena novou). M¢l by byt pfipojen k meteorologické stanici (kvili méteni
klimatickych hodnot, jakymi jsou rychlost/teplota vzduchu ¢i vlhkost) a zaroven
Kk fluorometru (kvili zaznamenavani fyziologického stavu kultury) (Kviderova et al.,
2017).

13 Biotechnologicky potencial sinic a Fas

Nékteré druhy tas a sinic obsahuji latky, které lidska spole¢nost mlze fadné
vyuzit ve sviij prospéch. Nicmén¢ produkuji také nezddouci az toxické latky, a proto
je tieba dobie zvazit, které druhy budou kultivovany a vyuzivany (Borowitzka, 1992).

13.1 Fotobioreaktory

Pokud 1idé chtéji fasy a sinice (nebo latky z nich) vyuzivat pro svou potiebu,
znamena to, Ze museji byt masovée kultivovany, aby dosahly urcité (pro nas produkéni)
biomasy. K tomu slouzi vyuziti fotobioreaktorii. Ty mohou mit rizny tvar a trochu
odlisny systém. Takovy fotobioreaktor je mozno si piedstavit naptiklad jako prithledny
a duty solarni panel, ktery je vyplnén vodou obohacenou o ziviny spole¢né s fasami
nebo sinicemi. Slunce jako zdroj svételného zafeni dodava organismim dostatek
energie na to, aby se mohly efektivné mnozit a dosahly tak pozadované biomasy.
Fotobioreaktory mohou mit 1 trubkovity charakter, ktery funguje na velmi podobném
principu. MnoZstvi slune¢ni energie se vSak v pribéhu roku mize ménit a v né€kterych
obdobich mtze byt nedostate¢na. Tudiz je nutné pro dalsi kultivaci a vytvoreni velké
biomasy pouzit kryté systémy. Ty funguji v podstaté stejné, jen s tim rozdilem, Ze
zdrojem svétla je umélé osvétleni. To muze byt v nékterych piipadech dokonce
efektivnéjsi nez prirozeny zdroj svétla. Nekdy se totiz stdva, ze slunecni svit poskytuje
fasam vic energie, nez je potieba. To ma za nésledek zbrzdéni populac¢niho ristu nebo
i jeho zastaveni. Vyhodou uzavienych systémi je to, ze intenzita svétla muze byt

libovolné nastavovana, a tak je dosazeno maximalni produkce. Nevyhodou je, Ze za
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tuto energii je tfeba platit, zatimco slunecni energie je zdarma (Grobbelaar et al.,
2004).

13.1.1 Inovativni fotobioreaktor pro kultivaci ras v polarnich oblastech

Jako inovativni novinka v oblasti kultivace fas a sinic se zdd byt sestaveni
rotacniho deskového fotobioreaktoru. Na tomto vylepSeném typu fotobioreaktoru
pracuje hned nékolik instituci (Ceské vysoké uceni technické v Praze, Jihodeské
univerzita v Ceskych Budg&jovicich a Botanicky tstav AV CR). Tento reaktor je
navrzen pro kultivaci mikroorganismu v polarnich oblastech, ale dalo by se ho vyuzit
takika kdekoli.

Jelikoz se béhem dne méni poloha Slunce, méni se i mnoZstvi energie
dopadajiciho na reaktor. K tomu v§emu je nutno si uvédomit, ze v kultivacnim médiu
dochézi k rozptylu svétla a mohou tak vznikat tzv. tmavé zony (mista, kam nedopada
svétlo). To zapti€ini nedostatecny piijem energie mikroorganisml vyskytujicich se
Vv téchto mistech, a jejich rist je tak omezen. Tento novy typ reaktoru by mél byt vSak
schopen zmaximalizovat vyuZiti svételné energie ze Slunce, pravé diky své schopnosti
rotovat (nedochazelo by tak k vzniku tmavych zon). Mél by byt schopen neustéle
udrzovat svou pozici kolmo na zdroj svétla, ¢imz by doslo k nejvétsimu moznému
vyuziti energie ze svételného zareni. Vysledkem by mél byt rychlejsi a celkove

(i¢inn&jsi proces kultivace.!

13.2 Skupiny sinic a Fas vyuZivanych v biotechnologiich

Mnoho roda fas a sinic se diky svému obsahu pro lidi atraktivnich latek
(proteiny, barviva, aminokyseliny atd.) péstuje ve velkém, a jejich vyuziti Ize nalézt
ve farmacii a potravinaistvi (dale také v energetice nebo kosmetickych ptipravcich).
Tato kapitola je zameétena na vybrané rody fas a sinic, pro které lidstvo naslo Siroké

spektrum vyuziti napfi¢ primyslovymi odvétvimi.

13.2.1 Spirulina

Jednim z hlavnich vyuziti této sinice je vyroba potravinaiskych barviv nebo
dopliikdl stravy. Hlavnimi producenty téchto vyrobkii jsou USA, Cina, Barma nebo
Thajsko a celoro¢né se tak vyprodukuje okolo 3 000 tun tohoto rodu sinice. Mezi
uziteéné latky, které v sobé Spirulina obsahuje, patii omega 6 mastna kyselina, vitamin
E, beta-karoten, fykocyanin ¢i nékteré mineraly. Z jeji celkové hmotnosti predstavuji

Y Rotary plate reactor and automated rotary system 2022, Ministry of the Interior of the Czech
Republic, ID of agreement: 18623339, ID: 20018651, USB, IB CAS and Technical University in Prague,
registration number: 016_22
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az ze 70 % proteiny. Konzumace této sinice ma za nasledek snizeni krevniho tlaku a
také pomaha pfti 1€cbeé cukrovky. Dale se uplatnila pii 1€¢bé psychickych onemocnéni
jako je porucha pozornosti nebo dokonce deprese. Ovliviiuje také stievni mikrofloru
tim, ze se diky ni 1épe dafi bakteriim rodu Lactobacillus, coz ma za nasledek lepsi
travici schopnost (Bishop et al., 2012).

Rizikem muze byt pfitomnost ciziho toxického druhu ve fotobioreaktorech, ve
kterych se péstuje. U nékterych lidi zplisobuje alergickou reakci a u jinych se po
konzumaci projevila i nespavost nebo zvraceni. Dal§i problém by mohl nastat pfi
kontaminaci $kodlivymi prvky, jakym je napfiklad rtut. Rod Spirulina je totiz dobrym
bioakumulatorem a tyto prvky by se tak dostaly dale do produktid uréenych ke
konzumaci (Bishop et al., 2012).

13.2.2 Dunaliella

Dunaliella je péstovana nejen kvuli svému pomérné vysokému obsahu proteint,
ale hlavn¢ kvili obsahu karotenoidovych barviv, zejména beta-karotenu (az 14 %
hmotnosti). V podstatné mensim mnozstvi se u ni vyskytuji barviva lutein nebo alfa-
karoten. Tyto karotenoidy dokdzou obnovovat aktivitu enzymu. Jelikoz je vysoce
tolerantni proti solnému stresu, mize byt kultivovana ve slané vod¢ s obsahem soli az
100 g NaCl/l. To se jevi jako vyhodné, jelikoz je tak v podstaté eliminovana
kontaminace jinymi organismy, které takto tolerantni nejsou. Hlavnimi producenty
suSiny z tohoto rodu fasy je opét USA a Cina, ale také Izrael nebo Australie. Celkova
produkce je odhadovana na 1 200 tun ro¢né. I kdyz je Dunaliella dobrym zdrojem
beta-karotenu, stale je zhruba 90 % této latky na trhu vyrabéna synteticky. Podle
nedavnych studii, dokaze beta-karoten inhibovat vznik nddorovych onemocnéni ¢i

wrwe

neutralizovat Skodlivé volné radikaly (Bishop et al., 2012).

13.2.3 Haematococcus

U fas rodu Haematococcus, na rozdil od vétSiny ostatnich fas ¢i sinic, je snaha
0 to, aby se dostaly do klidového stadia. V klidovém stadiu totiz produkuji barvivo
astaxanthin (to tvofi az 3 % jejich celkové hmotnosti). Astaxanthin je vyuzivan
vV kosmetickém, potravinaiském i farmaceutickém primyslu. Rocné je celosvétove
vyprodukovano nékolik desitek az stovek tun astaxanthinu z této fasy. Na trhu je vSak
zhruba 95 % této latky ze syntetické vyroby. Ackoli obsahuje i vitaminy nebo
mineraly, nejatraktivnéj$i pro trh je stidle astaxanthin. Neni to vSak piekvapenim,
uvazime-li, Ze jeho antioxida¢ni uc¢inek je 10x vétsi, nez je tomu u beta-karotenu.

Tudiz je jest€¢ UCinngjSi v prevenci proti nddorim c¢i rakovin€. Jeho pfitomnost
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Vv lidském téle dale zlepSuje zrak, snizuje krevni tlak a podporuje funkce imunitniho
systému. Vyuziti astaxanthinu se uplatiuje i pii 16¢bé Parkinsonovy a Alzheimerovy
choroby. Astaxanthin ma obrovsky potencial jako 1é¢ivo, coz je jesté podpofeno
faktem, Ze doposud nebyly zaznamendny ani zdokumentovany zadné negativni u€inky

¢i zdravotni potize po jeho konzumaci (Bishop et al., 2012).

13.2.4 Aphanizomenon

DalSimi organismy, které se hojné péstuji pro potravinaiské a farmaceutické
ucely, jsou sinice rodu Aphanizomenon. Nejvice této sinice je vyprodukovano
severoamerickymi spole¢nostmi a ro¢ni celosvétova produkce je odhadovana na 500
tun. Tato sinice je péstovana predevsim pro jeji vyuziti ve farmacii, jelikoz latky v ni
obsazené inhibuji artritidu, koZni nemoci nebo dokonce nékteré duSevni problémy.
Témito latkami jsou pfedevSim polynenasycené mastné kyseliny, jako omega 3 a
omega 6. Také obsahuje barvivo C-fykocyanin, coZ je barvivo, které stejné jako beta-
karoten funguje jako antioxidant. Nékteré studie tvrdi, Ze konzumace této sinice

zlepSuje u lidi koncentraci a pozornost (Bishop et al., 2012).

Rizikem u péstovani a ndsledné konzumaci tohoto rodu sinic je fakt, ze spolecné
sni se Casto vyskytuje rod Anabaena, ktery muze produkovat rizné toxické latky.
Riziko spojené ¢isté s konzumaci rodu Aphanizomenon vsak studie neprokazaly, a je
tak dale masové péstovana pro své pozitivni u€inky. Vyjimkou mize byt vSak druh
Aphanizomenon flos-aquae, ktery za ur€itych podminek muize produkovat nékteré
neurotoxiny, jako je naptiklad anatoxin (Bishop et al., 2012).

13.2.5 Chlorella

V potravinaistvi se uplatiiuje vyuziti zelené fasy Chlorelly, jelikoz obsahuje
vysoké mnozstvi prospésnych latek (je tvorena az ze 70 % proteiny). Tyto proteiny
obsahuji mnoho esencialnich aminokyselin, které si ¢lovék nedokdze sam vytvofit.
Mimo jiné obsahuje i dals$i zdravi prospésné latky, kterymi jsou vitaminy (naptiklad
B12), mineraly nebo barvivo lutein, které efektivné brani vzniku kataraktu (o¢nimu
onemocnéni). Mezi dals§i ptednosti této fasy patii jeji rychly rist, ktery nam tak
dovoluje masovou produkci v krat$im ¢asovém horizontu. Ro¢né je vyprodukovano
asi 2500 tun suché Chlorelly, za coz mohou piedev§im staty jako USA a Cina.
Nejcastéji se Chlorella konzumuje jako doplnék stravy (Bishop et al., 2012).

Ackoli je Chlorella vyuzivana hlavné v potravinaiském primyslu, neni od véci

zminit 1 jeji potencial ve farmacii. Bylo totiz zjisténo, ze uzivani Chlorelly ma
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krevniho tlaku (Bishop et al., 2012).

Bohuzel s pouzitim a konzumaci Chlorelly se poji také potencialni neblahé
uc¢inky. Bylo zjisténo, Ze u nékterych lidi zpasobuje alergickou reakcit, byli tak nuceni
s konzumaci piestat (Bishop et al., 2012).

13.3 Potencial Antarktickych Fas a sinic a jejich nynéjsi vyuziti
Potencidl tas a sinic z Antarktidy pro biotechnologické vyuziti je pfedurcen
zejména jejich adaptacemi na toto prostiedi. Tyto adaptace jsou vyslednym projevem
produkce nékterych latek, které mohou byt fadné vyuzity lidmi (karotenoidy, UV-
absorbujici latky nebo polynenasycené mastné kyseliny). Dosud se masové péstuji
teplomilné a tropické fasy a sinice, oproti tomu masova kultivace téchto

mikroorganismi s polarnich oblasti je v podstaté rarita (Kviderova et al., 2017).

Vyzkum 31 kmena antarktickych sinic prokazal relativné vysoké mnoZstvi
polynenasycenych mastnych kyselin. Hodnoty se samoziejmé liSily kmen od kmene a
nejvétsi mnozstvi bylo nalezeno u rodu Phormidium (druh Phormidium
pseudopristleyi obsahoval okolo 30% kyseliny arachidonové z celkového obsahu
mastnych kyselin). Polynenasycené mastné kyseliny maji vyuziti hlavné

V potravinafstvi a farmacii (Kviderova et al., 2017).

Piedev$im v potravinaiském pramyslu se daji dobfe vyuzit i ice-binding
proteiny obsazené v antarktickych fasach a sinicich. Vyuziti téchto proteinti ma Siroké
spektrum. Vyrabi se z nich naptiklad umély snih, ptidavaji se do zmrzlin a celkové
mohou slouzit K lepsi konzervaci potravin (brani tvorbé ledovych krystali uvniti
potravin) (Cid et al., 2016).

Dale nékteré sekundarni metabolity sinic maji antikarcinogenni charakter a
mohou se uplatnit v 1ékarstvi. Prikladem takového metabolitu je aplysiatoxin (Swain
et al., 2015). Dokonce se nékteré druhy antarktickych fas/sinic jiz dnes vyuzivaji
Vv kosmetickém nebo chemickém priimyslu (naptiklad Durvillea sp., Prasiola crispa
nebo Fragilariopsis sp.) (Kviderova et al., 2017).

Klicovym aspektem pro fadné vyuziti antarktickych fas a sinic se zda byt urCeni
konkrétnich rodli a druhti, které obsahuji nejvétsi mnozstvi Zaddanych latek. Studie
antarktickych mikroorganismii se stdle vice zintenziviluje a brzy mohou piijit
prulomové objevy, které se uplatni v novych biotechnologiich (Kviderova et al.,
2017).
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13.4 Biopaliva

Pro udrzitelnou budoucnost lidstva je nutné pomalu se oprostit od vyroby energie
z vycCerpatelnych zdrojt, jakymi jsou uhli, ropa nebo zemni plyn. Zajimavou a stéle
vice studovanou alternativou je vyuzivani pfirozené¢ho biologického procesu
fotosyntézy. Béhem ni vznika velké mnozstvi energie za vyuziti Slunce jako zdroje
napajeni. Pouze za vyuZiti vody, oxidu uhli¢itého a svételné energie dokdzou tasy a
sinice vytvofit volnou energii. V dneSni dob€ je mozno z fas a sinic (pfedevsim z fas
kvili vétsimu obsahu tukil) vyrabét biopaliva, konkrétné biodiesel a bioathanol. Z tas
se ziskavaji extrakei lipidy, které jsou déle zpracovany. Biopaliva se vytvareji také
fermentaci cukrti na ethanol. Tato metoda v§ak neni provadéna s fasami ani sinicemi,

nybrz s vys$§imi rostlinami (Angermayr et al., 2009).

Dnesni zpiisob vyroby biopaliv funguje, avsak se stale velkymi energetickymi
ztratami. Bioinzenyfi a védci se proto snazi najit zpusob, ktery by tyto ztraty

eliminoval (Angermayr et al., 2009).

13.4.1 Budoucnost biopaliv

Chemické reakce pii vyrobé biopaliv spotiebovavaji velké mnozstvi ziskané
energie a celkova ucinnost neni tak vysoka. Jak se téchto energetickych ztrat zbavit
byla otazka, na kterou se alesponi teoreticky podatilo najit odpovéd’. Védei chtéji
zménit metabolické drahy fotosyntetizujicich mikroorganismu tak, aby nedochazelo
k vytvafeni meziproduktii. PokousSeji se propojit metabolické drahy fototrofnich
organismu s heterologni (pochézejici z jiného organismu) fermentacni metabolickou
drédhou. Diky tomu by se katalitickymi procesy mohl meziprodukt pfeménit rovnou na
chtény finalni produkt. Dalo by se tak fict, Ze by do celého procesu vstoupila slunecni
energie, voda a oxid uhli¢ity a jako vystup by bylo biopalivo. Klicovou roli v celém
procesu by hral glyceraldehyd-3-fosfat. Ten vznikd jako meziprodukt jak u
fototrofnich, tak u heterotrofnich organismt. Vyuziti je vSak odliSné. Zatimco u
organismu provad¢jici fotosyntézu slouzi k syntéze dalSich latek (predevsim cukrii), u
heterotrofnich organismil slouzi k fermentaci (rozklad bez piitomnosti kysliku) za
vzniku energie. Pokud by se védcim povedlo tyto dvé odlisné metabolické cesty
propojit, tak by u péstovanych fas a sinic namisto syntézy cukrti dochazelo rovnou
k fermentaci za vzniku energie (Angermayr et al., 2009).

14 Diskuze

Mezi cile prace patiil popis adaptaci a obrannych mechanismti antarktickych ras
a sinic. Nasledn¢ byla popsana jejich izolace a kultivace. K tomuto tématu také
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nevyhnutelné patii popsani steriliza¢nich metod vyuZzivanych pfed samotnou izolaci a
kultivaci. Dale byly popsany biotechnologie, které souviseji s vyuzitim konkrétnich
kmenl/rodii fas a sinic. Pozornost byla vénovdna také potencidlnimu vyuziti
antarktickych ~ mikroorganismiit. a plany pro jejich budouci uplatnéni
v biotechnologiich. K vyuZiti biotechnologii se vaze i kultivace ve fotobiorektorech,
ktera byly také popsana, stejné, jako plan na konstrukci inovativniho typu

fotobiorektoru, navrzeného ke kultivaci pfimo na Antarktidé.

vvvvvv

vsak povazuji to, ze z prace vyplyva, Zze zdjem o snahu pochopit tyto mikroorganismy
neupadé a stale je jim vénovana pozornost. Naopak lze fict, Ze celd problematika
vyuziti a kultivovani fas a sinic se pofad posouva vpred. Dafi se kultivovat nékteré
antarktické druhy, je navrzeny novy typ fotobioreaktoru se schopnosti rotovat, a
dokonce nic nenasvéd¢uje tomu, ze by se védci chtéli od vyzkumu Antarktidy oprostit.
To je dano predevsim tim, Ze je stile co objevovat, zejména pak nové druhy, které

mohou byt zaroven uzite¢né.

Na zacatku této prace byly polozeny otazky, na které jsem se snazil najit
odpovédi. U nékterych z nich doslo k jejich zodpovézeni, ovSem na jednu zasadni
otazku se mi odpoveédeét nepodaftilo. Zda existuji naprosto specifické latky, které se
nevyskytuji nikde jinde na svété a jak je lze vyuzit. Pravé proto jsem toho nézoru, zZe
je naprosto nutné, aby vyzkum na Antarktidé pokraCoval a aby se nasly jasné
odpovédi. V praxi by to mohlo znamenat probudit vét§i zdjem o tuto problematiku u
mladsich generaci, které by mohly ve vyzkumu pokracovat. Je tieba prozkoumat
Antarktidu podrobnéji, avSak s velikou opatrnosti, aby nedosSlo k zavleCeni

neptivodnich druhti, nebo aby nedoslo k jinému naruseni tohoto prostredi.

15 Zavér

Po zanalyzovani ziskanych informaci Ize konstatovat, ze antarktické sinice a
fasy maji velky potencial pro jejich aplikace v biotechnologiich. Diky mnohym
specifickym latkam, které se nachéazeji v jejich télech se z téchto mikroorganismu
stava vyznamny, avsak stale neprozkoumany predmét vyzkumu. Dale je patrné, ze
zajem o studium té€chto organismil stale roste. Ditkazem je popsany novy, inovativni
fotobioreaktor urceny k jejich kultivaci pfimo na Antarktidé nebo oto¢ny laboratorni

kultiva¢ni systém s podpirnym médiem.
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Rasy a sinice se v biotechnologiich vyuZivaji uz v dnesni dobé&. Uplatnily se na
poli farmacie, energetiky, potravinafstvi nebo kosmetiky. Za to mohou uzitecné latky
obsazené v jejich télech. Zejména se jedna o barviva (astaxanthin, beta-karoten, C-
fykocyanin atd.), proteiny (ice-binding proteiny atd.) nebo vitaminy (vitamin B12,
vitamin E atd.).

Dale z prace vyplyva, ze feSeni této problematiky jde stale kupiedu. Védci a
bioinzenyfti se aktivné snazi o propojeni metabolickych cest sinic a fas s metabolickou
cestou heterotrofnich organismii. Pokud by se toto opravdu povedlo, znamenalo by to

pralom v bioinzenyrstvi a obrovsky krok vpied z pohledu vyroby biopaliv.

Na samotném zacatku této prace jsem si polozil né€kolik otdzek a na nékteré
z nich jsem dokazal odpoveédét. Ovsem otazka zaméfena na latky sinic a fas, které jsou
specifické pouze pro antarktické organismy a jejich nésledné vyuziti zlstava
nezodpovézena. Nepodafilo se mi dohledat latky, které by se nikde jinde na svété
nevyskytovaly. Jsem ale piesvédcen, Ze takové latky existuji, jelikoZ pln¢ popsanych
a identifikovanych kment z Antarktidy neni mnoho. Tato myslenka je podpofena také
faktem, ze vnitrozemi Antarktidy je takika neprozkoumané. Dokud tomu tak bude,
neni mozné tuto myslenku vyloucit. Jsem toho nazoru, ze budouci vyzkum Antarktidy
by mél byt vice zaméten pravé na tyto neprozkoumané oblasti. Vzorky z nich museji
byt fadné prozkoumany. Mohlo by tak dojit nejen k objeveni novych a nepopsanych

druht, ale také k objeveni latek, které mohou pfispét k rozvoji novych biotechnologii.
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17 Seznam pouzitych zkratek a symboli

DMSP - dimethylsulfoniopropionat

DMSO - dimethylsulfoxid

CSPs - cold shock proteins

CAPs - cold acclimation proteins

LEA proteins — Late Embryogenesis Abundant proteins
EPS — Extracellular polymeric substances

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
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