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Abstrakt

Na Zemi se vyskytuje obrovska rtznorodost prostfedi pro zivot. VétSinu z nich, z
hlediska ¢lovéka, ovlivituji faktory s extrémnimi hodnotami. Diky velké druhové diverzité, a
to hlavné ve svété mikroorganizmi, se vytvofily adaptace, které tyto podminky pomahaji
zvladat. Organizmy, Zzijici v téchto podminkach, nazyvame extrémofily. Kazdy z nich
zanechava urcité stopy po své existenci, at’ uz soucasné nebo minulé. Vhodnou metodou se
tyto stopy, které nazyvame biomarkery, daji identifikovat. Tato bakaldiska prace piinasi
struny piehled zékladnich extrémofilti a prostfedi, ve kterych se vyskytuji. Déle strucné
popisuje vyuziti Ramanovy spektroskopie v identifikaci vyznamnych biomarkeri, naptiklad i

pro potieby exobiologie.

Abstract

The Earth has a huge variety of living environments. Most of them, in terms of human,
are affected by factors with extreme values. Species diversity, especially in the world of
microorganisms, have created adaptations that help manage these conditions. Organisms,
which live in these conditions, are called extremophiles. Each of them leaves a trace of their
existence, whether present or past. These traces are called biomarkers and if we use
appropriate method, we are able to identify them. This bachelor thesis brings a brief overview
of the basic extremophiles and the environment in which they live. Furthermore, briefly
describes the use of Raman spectroscopy to identify significant biomarkers, such as for the

needs of exobiology.
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Uvod

Obrovska diverzita Zivota sa na Zemi zacala rozvijat pred vySe 3,5 mld. rokov.
Prokaryoty boli prvymi organizmami a mikroorganizmami, ktoré v tej dobe zapocali svoj
vyvoj. Priblizne o 2,1 miliardy rokov neskdr sa objavuji prvé eukaryotné organizmy a
evolacia zlozitejSich mnohobunkovych rastlin a zivocichov zacala asi pred 650 milionmi
rokov (Staley a Gosink, 1999). Za toto obdobie sa prokaryoty rozli¢ne adaptovali na
podmienky prostredi, ktoré sa vplyvom dynamickych vlastnosti Zeme vyrazne diferencovali.
Vyrazne sa na tom podielal pohyb tektonickych platni, ktory sposobil rozpad jednotného
kontinentu a kozmopolitné rozsirenie prokaryot, ktoré sa museli prispdsobit’ rozlicnym
zivotnym podmienkam, ¢asto extrémnym. Prokaryota sa dokézali rychlo evolu¢ne vyvijat a to
vdaka svojej velkosti a sposobu rozmnozovania. Napokon, pocas ich existencie sa tato
vlastnost’ nijak podstatne nezmenila. Vyuzitim vertikdlneho a horizontalneho génového
transferu, sa mézu medzi jedincami aktivne §irit’ vhodné adaptacie pre extrémne podmienky.

Pochopenie fyziologickej podstaty mikroorganizmov je zdkladnym krokom k aplikacii
tychto organizmov v d’al§ich odvetviach vedy. Jednou a v poslednych rokoch intenzivne
skiimanou vetvou je oblast’” exobioldgie. Ide o obor Studujiici moznosti Zivota vo vesmire.
Nato, aby sme boli schopni pochopit’ extrémne podmienky, ktoré vo vesmire vladnu a
dokdzali ich spojit s moznostou zivota urcitych organizmov, musime najprv dokladne
preskimat’ principy Zivota organizmov, ktoré sa nachddzaji na Zemi a to konkrétne
extrémofilov, ktori ziji v podobnych podmienkach aké vladnu vo vesmire, pripadne na inych
vesmirnych telesach. Velkd pozornost’ je venovana najmé S$tvrtej planéte naSej Slnecnej
ststavy, Marsu, u ktorej sa predpoklada historia, hlavne geologicka, podobna Zemi. Intenzita
badania bola posilnend najmd dokazom pritomnosti kvapalnej vody na Marse, ktord tu
zanechala nevyvratite'né stopy svojej Cinnosti. Zaujem sa sustred’uje aj na Jupiterov mesiac
Eurdpa, kde sa predpokladé pritomnost’ oceanu pod povrchovym 'adom. Takéto prostredia by
mohli zachovat’ stopy po pritomnosti organickych latok, pokial’ sa tam nejaké v minulosti
nachadzali. Zdokonalenie technologii, ktoré ndm tieto stopy mozu odhalit’, viedlo k tomu, ze
niektoré znich tvoria vybavenie sond vyslanych napriklad na Mars (napr. Curiosity).

Jednou z tychto technologii, ktora by mohla pomdct’ pri identifikécii vyznamnych
biomarkerov, je Ramanova spektroskopia. Touto metddou sa zaobera aj vyskumny tim prof.
RNDr. Jana Jehlicky, Dr., na Ustave geochémie, mineralégie a nerastnych zdrojov
Prirodovedeckej fakulty Univerzity Karlovej v Prahe. Pod jeho dohl'adom tato praca vznikla.

Na tomto pracovisku sa snazia o budovanie databazy Ramanovych spektier biomarkerov



extrémofilov so zameranim na halofily. Takisto sa tu aktivne Studuje distribucia tychto
biomarkerov a testuji pokro¢ilé, miniaturizované Ramanove spektrometre.

Bakalarska praca prinasa struény prehl'ad zékladnych skupin extrémofilov a prostredi, v
ktorych sa vyskytuju. Zameriava sa na charakter prostredia a zékladné adaptacie extrémofilov
na dané stresové faktory. Dalej sa snaZi poukazat na doleZitost porozumenia fyziologie
extrémofilov, ktora je predkrokom pre uspesné vyuzitie metodiky potrebnej pre
charakterizaciu vyznamnych biomarkerov. V tomto smere poukazuje na vyznam Ramanove;j
spektroskopie vo vyskume extrémofilov a vyuZitie tejto metddy v obore exobiologie. Takisto
prinasa struény popis praktického vyuzitia dvoch druhov spektrometrov na priklade vzorky

sadrovca, ktory bol kolonizovany uréitymi druhmi organizmov.

1.0 Extrémofilny organizmus

Viacsina vyssich organizmov Zije, rastie a prosperuje za konvenénych podmienok ako
priemerna teplota, pH, salinita, dostupnost’ vody, uhlika alebo energie, hladina kyslika alebo
tlak. Tieto parametre, ktoré definuju priemerné hodnoty ako teplota 37 °C, pH 7,4, salinita od
0,9 % do 3 % a tlak 1 atm st pohodlné napriklad pre I'udské bytosti a kedysi boli povazované
za tzv. normalne alebo fyziologické podmienky. NeskorSie vyskumy rdoznych Zivotnych
prostredi ukazali, Ze obrovské mnoZstvo organizmov (hlavne mikroorganizmov), zije skor v
extrémnych podmienkach a v podstate ich niektoré priam vyzaduji. Takéto podmienky st pre
P'udi samozrejme nehostinné (Grant, 1988; Aguilar, 1996; Aguilar et al., 1998; Antranikian et
al., 2005).

Pojmom extrémofil alebo extrémofilny organizmus sa vicSinou popisuje
mikroorganizmus Zijuci V extrémnych podmienkach prostredia, v ktorych je schopny
optimélne rast. Naproti tomu extrémo-tolerantny mikroorganizmus je taky, ktory tieto
podmienky dokdze prezZit, no optimalneho rastu dosahuje pri miernejSich podmienkach
(Wilson a Brimble, 2008). Termin extrémofil bol prvy krat navrhnuty MacElroyom v roku
1974 (MacElroy, 1974).

Iniciativa I'udi vo vyskume extrémofilov viedla k zdokonal'ovaniu technolégii a metdd,
ktoré pomohli nahliadnut’” do prostredi kedysi povazovanych za neobyvatelné a vytvorila
moznosti, ako tieto mikroorganizmy izolovat. Kazdé prostredie obsahuje zivy organizmus,
ale dolezité je, ¢i sme schopni jeho pritomnost’ rozoznat’ (Arahal et al., 2000). V dnesnej dobe

sa predpoklada, ze identifikovanych je menej nez 2 % existujicich mikroorganizmov.



V niektorych pripadoch sa predpoklada, Ze extrémofily su povodnd skupina, iné priklady

hovoria o sekundarnej adaptacii (Wiegel a Adams, 1998).

1.1 Zivot v extrémoch

Vyskumy extrémofilnych organizmov ziskali na svojej dolezitosti hlavne v poslednych
dvoch dekadach rokov. Stale sa v stcasnosti jedna o nedostatocne preskimanu faunu s
vysokym potencidlom pre rozne vetvy vyskumu vo vede. Najvicsia pozornost’ je venovana
termofilnym mikroorganizmom, no do objektu zaujmu sa postupne dostavaju aj ostatné
skupiny organizmov. Extrémofily st skumani aj z hladiska vyskumu zivota na inych
planétach a pomocou nich sa mnohi snazia dokazat' hypotézu, ze pdvodne prisiel Zivot na
Zem z vesmiru (Canganella a Wiegel, 2011). Za hlavné typy extrémnych prostredi su
povazované vysoka a nizka teplota, vysoky tlak, vysoké a nizke pH a vysokd salinita.
Nedavno sa do tejto klasifikacie zacali radit’ aj organizmy schopné tolerovat’ radiaciu alebo
vysoké koncentracie tazkych kovov, ale schopnost’ optimalneho rastu si zachovavaju hlavne
pri absencii tychto stresovych faktorov a preto nemoézu byt povazované za pravych

extrémofilov (Hendry, 2006).

Prostredie Organizmus
nizka teplota psychrofil / psychrotolerant (psychrotrop)
vysoka teplota termofil / termotolerant
vysoky tlak barofil / barotolerant
zvySena salinita halofil / halotolerant
vysoké pH alkalofil / alkalotolerant
nizke pH acidofil

Priklady "nepravych" extrémofilov

1. odolnost’ vo¢i radiacii ( Rontgenové / gamma / UV / infraervené / viditeIné ziarenie )

2. odolnost’ voci extrémnym sucham

3. tolerancia nizkeho obsahu zivin v prostredi ( oligotrofné prostredia )

4. tolerancia zvySeného obsahu rozpustadla v prostredi (toluén, benzén, r6zne alkoholy atd. )

Tab. 1 Zakladné rozdelenie extrémnych prostredi a extrémofilov (upravené podl'a Canganella a Wiegel, 2011).



2.0 Typy extrémnych prostredi

2.1 Nizka teplota

Vicsina nasej planéty je permanentne studena (< 5 °C). Viac ako dve tretiny Zeme st
pokryté morskou vodou, prevazne ocednskou s konstantne nizkou teplotou, a to priblizne
2 °C. Napriek tomu, prave tieto oblasti tvoria viac nez 80 % biosféry. Patria sem Casti
oceanov, polarne a alpinske arealy, vrchna atmosféra a Antarktické skaly (Cavicchioli et al.,
2002; Russel, 1990). Medzi chladné oblasti moZeme radit’ aj habitaty vytvorené l'udskou
rukou a to napriklad chladiace zariadenia, ktoré mdézu obsahovat’ rozne plesne alebo baktérie.
Vyhodou takychto zariadeni je schopnost’ zabranit’” mikrobidlnej kontamindacii pri kultivécii
mikroorganizmov (Canganella a Wiegel, 2011).

Lad je samozrejme Castym prvkom v mnohych chladnych prostrediach. Dlht dobu bol
povazovany len za médium schopné zachovat’ Zivot, ktory po rozmrazeni dokaze aktivne
fungovat. Mnoh¢ objavy ale dokézali, Ze v prostredi ako napriklad morsky I'ad alebo akrécie
horskych a pevninskych l'adovcov, st mikroorganizmy schopné viest’ aktivny zivot, podstatne
odlisny od inych (Christner et al., 2000; Price a Sowers, 2004). Extrémofilné
mikroorganizmy, ktoré sa prave a hlavne v tychto podmienkach vyskytuji, nazyvame
psychrofilné a psychrotropné. Psychrofilné mikroorganizmy velmi dobre znasaju nizke
teploty prostredia a dok4dzu viilom aktivne rast’ (max. 15 °C). Psychrotropné mikroorganizmy
v kl'udovych §tadiach takisto zijii v nizkych teplotach, no pre svoj optimalny rast preferuju
teploty okolo 20 °C. Niektoré organizmy dokazu rast’ pri teplotach blizkych -20 °C , avSak v

evwe

prosperovat’ (Canganella a Wiegel, 2011).

Extrémne nizka teplota (vicsina tychto organizmov Zije pri < 5 °C)

psychrofil optimalny rast pri max. 15 °C, skor nizsie teploty (Casto blizko -20 °C)

psychrotolerant

(psychrotrop) tolerancia nizkych teplot, optimalny rast okolo 20 °C

Tab. 2 Zéakladné rozdelenie organizmov v prostredi extrémne nizkych teplot (upravené podla Canganella a
Wiegel, 2011).



Najviac zastupené st psychrofily tzv. gram-negativneho typu (tenka vrstva
peptidoglykanu + druha vonkajS§ia membrana). Zahfiaji druhy ako Pseudomonas,
Flavobacterium, Cytophaga, Vibrio, Serratia, Escherichia, Psychroflexus, Psychromonas,
Psychrobacter a mnohé d’alsie (Maruyama et al., 2000). Psychrofily patriaci do kmenov
Firmicutes a Actinobacterium (tzv. gram-pozitivny typ - silna peptidoglykanova vrstva),
zahfnaju Clenov rodov Bacillus, Clostridium, Arthrobacter a Micrococcus (Ruger et al.,
2000). Organizmy, Zzijuce v takychto stresovych prostrediach, prispdsobili svoju fyziologiu a

chemicku stavbu niektorych organov (Deegenaars a Watson, 1998).

Obr. 1 Vlavo: Gram-negativna psychrofilna baktéria druhu Serratia (upravené podl'a URL 1). Vpravo: Priklad
chladného, extrémofilného prostredia - McMurdo Dry Valleys, Antarktida (upravené podl'a URL 2).

Redukcia teploty spomaluje vicsinu fyziologickych procesov. Meni interakcie medzi
proteinmi, redukuje priepustnost membrany, meni normu pre prijaté Castice z okolia a
zvySuje viskozitu vody, ktord by mohla spdsobit’ vznik intracelularneho krystalu ladu.
Enzymi ako ATP-azy (syntéza ATP) a mastné kyseliny sa Casto stdvaji predmetom
denaturdcie. Vyznamne teplotne senzitivnou sa ukazuje v tychto podmienkach aj translacia
(Gerday et al., 2000; Cheng, 1998; Mindock, 2001; Cavicchioli et al., 2002). Organizmy,
ktoré preziji zamrznutie v 'ade musia odolat’ faktorom ako vysuSanie, solarna iradiicia,
mrznutie, peridda letargie v zamrznutom stave a nakoniec rozmizanie. Hlavnym faktorom,
ktory pomaha pri tychto stresovych situaciach je schopnost’” bunky zmensit' svoj objem na
minimum a zmenit’ kompoziciu bune¢nych membran - viac nenasytenych mastnych kyselin v
cytoplazmatickej] membrane (vysSia fluidita), proteiny chladového Soku, zmena Struktury
enzymov (viac polarnych aminokyselin). Mnoho organizmov ma hrubé, pigmentované
bunkové steny alebo extracelularne polysacharidy okolo buniek (Christner et al., 2000).

Najbeznejsie fotoprotektivne zliceniny st melaniny, karotenoidy a aminokyseliny. Lad
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poskytuje frigidné a stabilné prostredie a je casto predmetom Stadia anabiozy, ako jedného z
najdolezitejSich pristupov mikroorganizmov k prostrediu s nizkymi teplotami. Ochrafiuje
mikroorganizmy pred UV ziarenim, oxidaciou a chemickym zni¢enim. Nukleové kyseliny a
proteiny v stave anabidzy rapidne znizuju svoje rozpadové hodnoty a teda poskodenie alebo
zni¢enie DNA je vyrazne minimalizované (Ma et al., 1999). V Tlade dokazu niektoré
organizmy zostat’ zivotaschopné aj 750 000 rokov a v permafroste je to takmer 3 miliény
rokov (Rivkina et al., 2000). To uz sa da Casto hovorit’ o zijucich fosiliach. Preto podmienky,
ktoré vladnu v polarnych oblastiach s konStantnymi teplotami okolo -50 °C, poskytuju jedno z
najpriaznivejSich prostredi na Zemi pre zachovanie DNA.

Za nizkych teplot sa znizuje kinetickd energia reagujucich molekul ¢o je kompenzované
flexibilnou $truktirou enzymov, ktoré st prave v chlade aktivne. Tento jav sposobi zvySenie
konformacnej flexibility (r6zne usporiadania molekul). Enzymy mezofilov alebo termofilov
zasa vytvaraju Struktary skor rigidnejSieho charakteru a preto spdsobuju vysoku termostabilitu
(Fields., 2001). Vysoka flexibilita enzymov ma za nasledok vysoku $pecificktl aktivitu v
chladnych podmienkach. Dve vlastnosti tychto enzymov maju zrejmy vyznam pre aplikaciu v
biotechnologii. Je to ich katalytickd aktivita za nizkych teplot a nizka termostabilita za
zvySenych teplot. Tieto vlastnosti mdézu byt Ccastokrat zvySené tzv. enzymovym
inZinierstvom. Toto zahfila zmenu vrodenych vlastnosti ako zvySenie termolability a/alebo
katalytickej aktivity za nizkych teplot, modifikdciu pH profilov alebo iné biochemickeé
vlastnosti. NavySe tieto metddy zvySenia aktivity termostabilnych enzymov za nizkych teplot
plne alebo Ciasto¢ne zachovavaji ich termalnu stabilitu (Cavicchioli et al., 2002). Na chlad
adaptované enzymy st vel'ky ekonomicky benefit, hlavne kvoli Setreniu energie a financii pri
drahych zahrievacich postupoch. Funguju v chladnych prostrediach a pocas zimnych obdobi,
zvySuju zisk z reakcii, minimalizuji neziaduce chemické reakcie, ktoré by sa za vyssich teplot
mohli objavit a m6zu byt vel'mi l'ahko a rapidne inaktivované, pokial’ je to nutné (Gerday et
al., 2000; Russell., 1998). Schopnost’ tepelne inaktivovat’ tieto enzymy ma vyuzitie napriklad
v potravinarskom priemysle, kde sa modze =zabranit roznym modifikdcidm tepelne
senzitivnych substratov a produktov. V molekularnej bioldgii sa vyuziva tepelnd inaktivacia
napriklad v sekvenénych procesoch, kedy musi byt aktivita enzymu ukonfend vcas pred
zaCatim d’alSieho procesu. Za G¢elom organickej syntézy moézeme v chlade aktivne enzymy
najst’ v réznych organicko-vodnych rozpustadlach (Gerday et al., 2000; Owusu., 1999; Sellek
a Chaudhuri., 1999). Mnoho extrémofilnych mikroorganizmov skryva vyznamny potencial

pre biotechnoldgiu a mnohé z nich su zatial’ neobjavené a nepreskiimané.



2.2 Vysoky tlak

Dno najhlbsich mori a oceanov je svetom, ktory je vystaveny extrémne vysokému tlaku
a nizkej teplote (1-2 °C), ale v blizkosti hydrotermalnych prieduchov moze teplota dosahovat’
aj 400 °C. Napriek tymto podmienkam je mnoho organizmov schopnych zit’ a rast’ v tomto
prostredi. Ako ukazali vyskumy vo fyziologii a molekularnej bioldgii tychto organizmov, ich
rast je ovplyvneny vztahom medzi teplotou a tlakom hlbokomorského prostredia (Horikoshi,
1998). ZoBell a Morita boli jedni z prvych, ktori sa pokusili o izolaciu tychto bakterialnych
mikroorganizmov a nazvali ich barofily (piezofily), (ZoBell a Morita, 1957). No prva
barofilicka baktéria bola izolovana v roku 1979 (Yayanos, 1979). Barofilné baktérie dosahuju
optimalneho rastu za tlaku > 40 MPa, ale barotolerantné baktérie dosahuju optimum v raste za
tlaku < 40 MPa a st schopné rast’ aj za atmosférického tlaku (Horikoshi, 1998). V podstate
bolo zistené, Ze niektoré organizmy rastii dokonca lepSie pri tlakoch rovnych alebo vyssich

ako 2,5 atmosfér (Kato et al., 1996a).

Extrémne vysoky tlak

barofil (piezofil) optimalny rast za tlaku > 40 MPa

optimalny rast za tlaku < 40 MPa a st schopné rast’ aj za atmosférického

barotolerant tlaku

Tab. 3 Zéakladné rozdelenie organizmov v prostredi extrémne vysokého tlaku (upravené podl'a Horikoshi, 1998).

V literatirach si musime castokrat uvedomit’, Ze barofilné organizmy su v podstate
zaroven psychrofilné, pretoze teplota na dne oceanu je vacsinou menej nez 4 °C. A barofily
izolovany z hydrotermalnych podmorskych prieduchov zasa musia byt termofilné, pretoze
teplota tu moze byt’ znacne vysoka.

Vicsina hlbokomorského dna je stabilné, chladné a tmavé prostredie. Preto je velka
pravdepodobnost’ pritomnosti starobylych Zivotnych foriem, u ktorych mohlo ddjst ku
pozastaveniu evoluéného vyvoja. Stidium tychto Zivotnych foriem by mohlo priniest’ objavy
a informacie o povode zivota a jeho evolucii. Samozrejme, je najprv vel'mi dolezité pochopit’
principy a procesy zZivota v tejto Casti biosféry (Horikoshi, 1998).

Obligatne piezofily (psychrofilné) patria vSeobecne do piatich rodov proteobaktérii:
Photobacterium, Shewanella, Colwellia, Moritella a Psychromonas (Delong et al., 1997).

Mnoho vyskumov bolo zameranych na kompoziciu membranovych lipidov v suvislosti so
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zvySujucim sa tlakom, priCom sa sledovalo, ako si organizmy =zaistia vhodnu fluiditu
membrany (Yano et al., 1998; Fang et al., 2000). Genetické vyskumy identifikovali v
barofiloch gény adaptované na vysoky a atmosféricky tlak, ktorych aktivita bola regulovana

prave zmenami v tlaku (Kato et al., 1996b).

[
"~

Obr. 2 Vravo: Obligatny barofil Photobacterium profundum (upravené podla URL 3). Vpravo: Priklad
hlbokomorského prostredia so zvySenym tlakom (upravené podl'a URL 4).

Aplikacia tychto extrémofilov mdze byt velmi uZitocnd v biotechnologickej oblasti.
Napriklad gény a proteiny ziskané z barofilnych baktérii si adaptované na vysokotlakové
podmienky, takze moézu byt vyuzité pri rozvoji vysokotlakovych bioreaktorov. Barofilné
enzymy maju charakteristickll Specifiku substratu a mézu byt’ vel'mi uZito€né v priemyselnej
aplikacii proteaz a glukanaz pre detergenty a DNA polymerazy (pridavanie nukleotidov v
replikacii DNA) v PCR amplifikacii (namnozenie iseku DNA), (Horikoshi, 1998).

2.3 Vysoka teplota

Organizmy, ktoré dokazu prosperovat’ a tazit’ z prostredia so zvySenou teplotou oproti
optimu, sa nazyvaju termofily (termo-toleranti). Povodne boli za termofilné prokaryoty
oznacované mikroorganizmy s optimom pre rast medzi 45 °C a 80 °C (Cavicchioli a Thomas,
2000). S rozvojom novych kultivaénych technik sa tato teplota priblizila 113 °C (Pyrolobus
fumarii), a zistilo sa z pozorovania tzv. "black smokers" (Cierni fajciari), Ze mnohé termofily
uprednostiiuju prostredia so zvySenym hydrostatickym tlakom v okoli hlbokomorskych
termalnych prieduchov (Stetter, 1996). Organizmy sa potom rozdelili do troch skupin:
hypertermofily (T,p. > 80 °C), extrémne termofily (T, = 70 °C - 80 °C), a mierne termofily
(Topt =45 °C - 70 °C). Toto su veobecne prisposobené definicie (Mesbah a Wiegel, 2008;



Wagner a Wiegel, 2008). Specialne miesto patri tzv. teplotne tolerantnym termofilom, ktori

rastii optimalne v rozpéti okolo 35 °C (Wiegel, 1990). No pre zivot znasaji aj vyssie teploty.

Extrémne vysoka teplota optimalna teplota
a) hypertermofil >80 °C
termofil b) extrémny termofil 70°C-80°C
c) mierny termofil 45°C-70°C
termotolerant okolo 35 °C

Tab. 4 Zakladné rozdelenie organizmov v prostredi extrémne vysokych teplot (upravené podla Meshah a
Wiegel, 2008; Wagner a Wiegel, 2008; Wiegel, 1990).

Medzi prirodzené prostredia termofilov sa na Zemi radia terestrické vulkanické lokality,
ktoré presahuju teploty podmorskych hydrotermalnych systémov prekradujuce 300 °C. Dalej
sem patria napriklad podzemné zasoby ropy alebo povrchy pdd, ktoré s slnkom zohriate az
do 65 °C. Samozrejme su tu prostredia vytvorené I'udskou rukou a to napriklad komposty
(okolo 60 °C - 70 °C, ale mdézu dosiahnut' aj 100 °C), haldy, prostredia vytvorené
priemyselnymi procesmi alebo ohrieva¢mi vody (Oshima a Moriya, 2008). Hlbokomorské
prostredie je vo vSeobecnosti chladné, ale v su€asnosti sa vie, ze sa tam nachadzaju oblasti s
vyrazne ohriatou vodou a rozsiahla stale-horica vulkanickd ocednska kora pod bokmi
stredooceanskeho hrebefia a inymi skalnatymi Struktarami. Aj plytSie oceanske vody su
ohrievané geotermalne. Mnoho prostredi je ohrievanych len doCasne a preto by to mohol byt
dovod, ze sa u termofilnych organizmov Zijicich v takychto podmienkach vyvinula
schopnost’ velmi rychleho rastu. Oceanske hibky st pod extrémne vysokym tlakom kvoli
vyske vodného stipca nad nimi a preto je viciina izolovanych termofilov z tychto oblasti
piezotolerantnych a niektori st skuto¢ne piezofilni (Pledger et al., 1994; Summit et al., 1998;
Takai et al., 2008).

Vicsina hypertermofilov patri do domény archea a mnohé z nich vykonavaji bezné
metabolické procesy ako metanogenéza; anaerdbna respiracia cez redukciu siranu, siry,
dusi¢nanu alebo zeleza; aerdbna respiracia alebo dokonca fermentacia (kvasenie). Niektori
zastupci pre svoj rast preferuju teploty varu (Imanaka, 2008). Rekord v maximalnej teplote
rastu drzi Methanopyrus kandleri, gram-pozitivna anaerdbna archea, izolovana z vel’kej hibky

oceanu blizko Japonska. Je schopna rastu pri 122 °C a vysokom tlaku (Takai et al., 2008).




Specifickym enzymom vsetkych hypertermofilov a zaroven znakom, podla ktorého sa
daju T'ahko identifikovat’, je reverzna gyrdza. Tento enzym je druh topoizomerazy a dokaze
vytvorit’ pozitivny superhelix, ktory zabezpeci vysoku termostabilitu DNA (Sato et al., 2003).
Objav hlbokomorskych hydrotermélnych prieduchov v roku 1977 otvoril cestu pre vyskum
ekosystémov, ktoré su zalozené na primarnej produkcii chemosyntetickych extrémnych a
hypertermofilnych baktérii (Prieur et al., 1995).

Zastupci hypertermofilnych archea zahnaji rody ako Archaeoglobus, Thermodiscus,
Pyrococcus, Thermococcus, Sulfolobus, Methanococcus ad. Medzi baktérie patria rody
Thermotoga a Aquifex (Canganella a Wiegel, 2011).

Extrémne a mierne termofily ako anaerobne baktérie zahfnaji zastupcov ako
Caldicellulosiruptor saccharolyticus (Rainey et al.,, 1994), alebo etanol produkujicu
Thermoanaerobacterium ethanolicus (Wiegel, 1992). Medzi aerdbne patri napriklad Bacillus

stearothermophilus (Canganella a Wiegel, 2011).

1um

Obr. 3 Vravo: Priklad hypertermofilnej archea rodu Pyrococcus (upravené podla URL 5). Vpravo: Priklad
hypertermofilného prostredia v okoli podmorskych hydrotermalnych systémov (upravené podl'a URL 6).

Z evolu¢ného hladiska st hypertermofilné organizmy obsiahnuté hlavne v najhlbsich,
evoluéne najmenej vyvinutych vetvach fylogenetického stromu. Casto vyuZzivaja substréty, o
ktorych sa predpoklada, ze prevazovali v prvotnom terestrickom zloZeni a produkuju latky
prevazujuce v sucasnej geochémii. Toto nam indikuje, Zze mohli byt prvé zivotné formy na
planéte (Wiegel a Adams, 1998). Tato moznost je jeden z dovodov, pre¢o su termofilné
organizmy Studované tak extenzivne, no plné porozumenie principov termostability si bude
ziadat’” d’alSie vyskumy a rozvoj v genetike, ktoré st potrebné pre aplikaciu termofilov v

buducnosti.
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2.4 Vysoka salinita

Pokial’ by sme chceli rozdelit’ vyssie organizmy do dvoch skupin, mézeme ich radit’ na
tie, ktorych bunky vyzaduju relativne nizke koncentracie NaCl (pre I'udi priblizne 0 % - 0,9 %
- tzv. normalne alebo fyziologické podmienky), a tie, ktorych bunky vyzaduju zvysSené
koncentracie (napriklad morskym rybam sa dari pri 3 % NaCl - salinita oceanov alebo
T'udskych siz). Koncentracia 3 % znamena 30 gramov NaCl na liter vody (g/L). Aviak velmi
vysokd koncentracia soli v hypersalinnych jazerach, pddach, solankach alebo v réznych
prostrediach vytvorenych lI'udskou rukou, vylucuje vyvoj vacsiny ryb, bezstavovcov, rastlin
alebo dokonca aj niektorych prokaryot. Napriek tomu tu najdeme mikroorganizmy, ktoré tu
prosperuju. Organizmy zijuce v morskom prostredi ako ryby, cicavce alebo bezstavovce, sa
museli naucit’ tolerovat’ salinitu morskej vody a preto ich méZzeme nazvat’ aj halotolerantné.
Optimalny vyvoj dosahuji za koncentracii 0 % - 0,5 % NaCl, ale nakol'ko sa nachadzaju v
morskej vode, mézu tolerovat’ koncentracie do 3 % (Canovas et al., 1996). V kontraste k nim
stoja obligatne halofily, ktory pre svoj vyvoj vyzaduju vysSie koncentracie NaCl nez 3 %.
Preto ich podla potreby mnoZzstva NaCl pre optimalny rast mdéZeme rozdelit’ na: slabo
halofilné (2 % - 5 %), mierne halofilné (5 % - 20 %), extrémne halofilné (20 % - 30 %),
(Larsen, 1962). Niektoré iné definicie hovoria o pravych halofiloch, ktori rastd optimalne pri

alebo nad 10 % NaCl. Asi najviac pouzivané su definicie od pana Orena.

Extrémna salinita
koncentracia NaCl v prostredi

a) slaby halofil 2%-5%
halofil b) mierny halofil 5% -20%
¢) extrémny halofil 20% -30 %
0 % - 0,5 % - optimalny rast (tolerancia
halotolerant do 3 % , napr. morské ryby, cicavce,
bezstavovce)

Tab. 5 Zakladné rozdelenie organizmov v prostredi extrémne vysokej salinity (upravené podla Larsen, 1962;

Canovas et al., 1996).

Habitaty, ktoré obsahuju vysoké koncentracie soli su vel'mi rozmanité. Niektoré by sa

dali dokonca oznacit’ za neobvyklé a predsa st obyvané halofilmi. Patria sem napriklad ropné
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polia v Severnom mori (Lien et al., 1998), uchované slané jedla (Kobayashi et al., 2000), a
nosné dutiny pusStnych leguanov (Deutch, 1994; Lawson et al., 1996), avSak oceany,
hypersalinné jazera alebo evaporitmi pokryté plochy su stale prevladajiace habitaty (Antunes
et al., 2008). Halotolerantné alebo halofilné mikroorganizmy boli izolované aj z morského
l'adu polarnych oblasti (Bowman et al., 1998). Salinita je samozrejme rozli¢na v réznych
habitatoch a jej rozsah moze byt od brakickych vod az po plne nasytené vody, alebo od
priblizne 0,5 % do 37 %, a viac. Prevazujtice sa Na* a/alebo ClI soli, avsak Mg"" alebo Ca™
soli mozu byt takisto hojné (Canganella a Wiegel, 2011).

Aby mohli halofilné prokaryoty optimalne rast’, vyzaduju pritomnost’ sodikovych i6nov,
¢o spdsobi spravne fungovanie membranovej respiracie, prijimanie Zivin alebo vyroby ATP
(Unemoto, 2000). Samozrejme sa musia vyhnat toxickym hladinam sodika v cytoplazme,
ktoré ziskaju difaziou i6nov z hypersalinného prostredia. Napriek tomu Si mnoho halofilnych
baktérii udrziava zvySené hladiny sodikovych i6nov v cytoplazme (tzv. kompatibilné soluty -
zvySenie vnutorného osmotického tlaku). Vd’aka ich intracelularnym Struktiram a enzymom
adaptovanym a zavislym na tychto hladinach, st v pripade potreby schopné aktivne vytlacit’
prebyto¢ny sodik cez membrany (Deppenmeier et al., 1999; Eddy a Jablonski, 2000), a tak
vytvorit' gradient sodikovych i6nov, vyuzitelny pre d’alSie procesy. Niektoré metanogénne
(halofilné) baktérie vyuZivajii sodikovii pumpu na spojenie procesov prenosu metylu a Na*
cez cytoplazmatickli membranu. Sodikovy i6novy gradient je takisto dolezity pri syntéze ATP
(Deppenmeier et al., 1996; Baumer et al., 2000). Prokaryoty, ktoré zijti v hypersalinnom
prostredi, teda vyrovnavajii osmolaritu vnutri a zvonka bunkovych obalov a zabezpecuju si
tak vnatrobunkovi pevnost’” medzi ionmi (hladina KCI alebo NaCl), (Galinski a Triiper,
1994), alebo akumuluju rozpustné organické latky (Roberts, 2005; Empadinhas a da Costa,
2008). Existenciu v prostredi s vysokou pevnostou iénovych vézieb umoziuju zlozité
vnitrobunkové upravy a unikatne vlastnosti cytoplazmatickych membran. Strukturalne a
enzymatické proteiny halofilov su takisto adaptované na Cinnost’ v prostredi s vysokymi
koncentraciami rozpustnych latok. Vnutrobunkové enzymy niektorych obligatne halofilnych
archea su stabilné a aktivne za vysokych koncentracii soli, ale pod 2 - 3 M KCl denaturujt
(Eisenberg, 1995).

Halofilné prokaryoty zahffiaji anaerdbne a aerdbne archea aj baktérie. Anaerdbne
baktérie reprezentujii fermentativne, siran redukujice a fototrofné rody, vratane psychrofilov,
mezofilov a termofilov (Ollivier et al., 1994).

Slabé a mierne halofily, ktory spractvaju siran, su zastipené rodmi ako Desulfovibrio,

Desulfobacter, Desulfotomaculum, Desulfococcus, Desulfobacterium, Desulfonema a
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Desulfohalobium. Fototrofné rody st napriklad Chromatium, Chlorobium, Rhodospirillum,
Rhodobacter, Thiocapsa alebo Ectothiorhodospira. Dva druhy st extrémne halofily, a to
Halorhodospira halophila a Halorhodospira halochloris (Imhoff a Triiper, 1977). Medzi
anaerObne metanogénne archea patria rody ako Methanohalophilus, Methanosalsum alebo
Methanohalobium (Ollivier et al., 1998). Aerobne archea st zastipené celadou

Halobacteriaceae (Canganella a Wiegel, 2011; zhrnuta Oren et al., 1997).

Obr. 4 Vlavo: Mierne halofilna baktéria rodu Desulfohalobium (upravené podl'a URL 7). Vpravo: Extrémne
hypersalinny rybnik, Salton Sea, Kalifornia (upravené podl'a URL 8).

2.5 Extrémy pH

Bunky vyssich organizmov, vratane I'udi, existuju stabilne v rdmci uzkeho rozsahu pH
hodnét. Viacsinou st tieto hodnoty charakterizované okolo pH 7,4 a oznaCované ako
fyziologické. Morské ryby a bezstavovce uprednostiiuju pre svoj zivot pH 8,1 - 8,4, ¢o je pH
morskej vody. Naproti tomu mikroorganizmy st schopné prosperovat’ za viésieho rozsahu pH
hodnét nez vécsina l'udskych alebo inych eukaryotickych buniek. Niektoré mikroorganizmy
dokonca vyzaduju extrémy blizke koncom pH $kaly a nie su schopné Zit' pri neutralnom pH
(Canganella a Wiegel, 2011). Takéto extrémne organizmy oznacujeme ako acidofilné alebo
alkalofilné. Zalezi na hodnote pH prostredia, v ktorom sa nachédzaju.

Prvé vyskumy zamerané na alkalofilov prebehli niekedy v 70. rokoch 20. storoCia a
Specializovali sa na enzymy uZitocné pre priemysel (Horikoshi, 1971). Jedna, Ciasto¢ne
dolezitd priemyselna aplikacia, bola produkcia cyklodextrinu a jeho pouZitie v potravinarstve,

chemikaliach alebo lie¢ivach (Horikoshi, 1996).
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Obr. 5 Vrlavo: Acidofilna, zelena riasa Dunaliella acidophilia (upravené podl'a URL 9). Vpravo: Alkalické,
slané jazero (ang. soda lake), San Luis Obispo, Kalifornia (upravené podl'a URL 10).

2.5.1 Nizke pH

Organizmy uprednostitujice extrémne nizke hodnoty pH sa nazyvaju acidofilné. Vo
vSeobecnosti su schopné rast' pri hodnotach pH < 5, avSak optimum dosahuju medzi
hodnotami 2 - 4. VéacsSina znich si vyvinula vel'mi efektivne mechanizmy pre udrzanie
vnutornej homeostazy. Vnutorné hodnoty pH v cytoplazme musia byt’ blizke neutrdlnemu pH
(Canganella a Wiegel, 2011).

Tento stav (osmotickej rovnovahy) dosahuju napriklad vytvorenim reverzného
membranového potencialu a to ¢iastoénym odchylenim vnutorného toku protéonov (transport
drasliku). Mnoho acidofilov ma vyvinuté vysoko nepriepustné bunkové membrany, ktoré su
schopné zadrzat’ pritok protonov do bunky a takisto pomocou transportérov v membrane
exportovat’ protony smerov z bunky. Mnozstvo tychto transportnych molekul je vacsie nez u
mikroorganizmov zijucich v neutrdlnom pH. Celkovo sa snaZia zniZit’ energetické naroky pri
transporte potrebnych Zivin do bunky. Pomoc pri dosiahnuti pH homeostazy mézu poskytnut’
aj enzymy alebo chemické latky, ktoré su schopné viazat’ alebo izolovat' protéony. V
porovnani s mikroorganizmami Zijicimi v neutralnom pH, maju acidofily uc¢innejsi systém na
opravu DNA a proteinov, ktory je v prostredi nizkeho pH nevyhnutny (Booth, 1985; Johnson,
1998; Dopson et al., 2004; Baker-Austin a Dopson, 2007). Niektoré termofilné a zaroven
acidofilné mikroorganizmy maju tendenciu zvySovat’ mnozstvo purinov (stavba DNA a RNA)
Vv kodonoch, ktoré su omnoho odolnejSie voci teplotnej denaturacii nez pyrimidiny, ale
nanest’astie su za nizkeho pH vel'mi citlivé na kysla hydrolyzu a to mdze spdsobit’ s tym
spojené mutacie (Canganella a Wiegel, 2011).

Acidné habitaty su v prirode vel'mi hojné a je niekol’ko prirodnych procesov, ktoré ich

mozu vytvorit. Napriklad prokaryoticky metabolizmus, ktory zahfia nitrifikdciu, akumuléciu
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organickych kyselin pocas fermentativneho alebo aerobneho metabolizmu alebo oxidécia
elementarnej siry. Niektoré pody vulkanického poévodu (solfatary, fumaroly), st vo
vSeobecnosti acidné a bohaté na elementarnu siru, ako aj mnoho hortcich pramenov a oblasti,
ktoré ich obklopuju. Vacsina extrémne acidnych prostredi vd’aci za svoj vznik antropogénne;j
¢innosti, a to tazbe kovov a uhlia (Johnson, 1998; Bond et al., 2000).

Organické zluceniny, ktoré niektoré acidofily vytvarajl, v spojeni s ich toleranciou voci
tazkym kovom, ich popisuje ako vhodnych kandidatov pri bioremedidcii acidnych odpadnych
vod, ktoré su kontaminované tazkymi kovmi a toxickymi organickymi zlaéeninami (Gemmell
a Knowles, 2000).

Jedna z najviac preskamanych acidofilnych prokaryot je baktéria Acidithiobacillus
ferrooxidans (pH < 3), ktora dokaze oxidovat’ zelezo alebo siru (Leduc a Ferroni, 1994).
Medzi d’alsich acidofilov patri zelena riasa Dunaliella acidophilia, ktora je adaptovana na pH
v rozmedzi 0 - 3 (Cavicchioli a Thomas, 2000), alebo termofilne-acidofilna riasa Cyanidium
caldarium, ktora sa skumala hlavne pre jej regulaciu polyfosfatu (Nagasaka a Yoshimura,
2008). Aj niektoré protozoa st obligatne acidofily, ako napriklad Vahlkampfia sp., ktora moze
rast’ pri pH 1,6 a zivi sa inymi acidofilnymi baktériami (Johnson a Rang, 1993).

Extrémne nizke pH

schopnost’ rastu pri pH <5

acidofil

optimum pH2-4

Tab. 6 Zakladna charakteristika mikroorganizmov v prostredi extrémne nizkeho pH (upravené podl'a Canganella
a Wiegel, 2011).

2.5.2 Vysoké pH

Organizmy preferujuce vysoké hodnoty pH nazyvame alkalofilné. Niektoré organizmy
vSak vysoké hodnoty pH nepreferuju, ale dokdzu ich tolerovat. Tieto nazyvame
alkalotolerantné (optimum pH < 8,5; max. pH > 9), (Wiegel, 1998). Mikroorganizmy, ktoré
nazyvame alkalofily, rasti optimalne za pH > 9, no za hodnét blizkych neutrdlnemu pH rasta

vel'mi pomaly alebo vobec (Canganella a Wiegel, 2011).
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KTlucova ulohu pri udrzani intracelularneho pH v rozmedzi 7 - 8,5 ma bunkovy povrch.
Avsak v stCasnej dobe niest tieto adaptatné mechanizmy dostatocne preskiimané, Vv
porovnani s acidofilmi (Canganella a Wiegel, 2011).

Alkalofilov méZeme izolovat aj z prostredi ako zahradna poda. Castejsie ich ale
nachadzame v prostrediach extrémne alkalickych a to hlavne v alkalickych jazerach (ang.
"soda lakes"), v ktorych je vysoky obsah uhli¢itanu sodného (Na,CO3), ktory sa na dne
pretvara v tzv. kalcinovanu sédu, nasytenu sodnymi sol'ami (chlorid, karbonét, bikarbonat), s
pH okolo 10. V okoli tychto jazier méze byt pritomné velké mnozstvo evaporitov
(Duckworth et al., 1996). Vplyvom priemyselnej ¢innosti ¢loveka sa vytvorili niektoré
neprirodzené alkalické prostredia (papierne, garbiarne, detergenty, ...), (Canganella a Wiegel,
2011). Mikrobialne procesy ako amonifikacia alebo redukcia sulfatu vedd k vytvoreniu
stabilného, trvalo alkalického prostredia (Cavicchioli a Thomas, 2000).

Niektord alkalofily st anaerébne, mnoho je halofilnych, ale vécSina znich je
halotolerantnych (Zhilina et al., 1996). Alkalofilné mikroorganizmy vyzaduj pre svoj rast a
metabolizmus i6ny sodika. Tie zabezpeduju intracelularne mnozstvo H' iénov na vysokej
urovni (proténovy gradient), vd’aka ¢omu mozu aerdbne alkalofily udrzat’ pH cytoplazmy o
priblizne dve jednotky niZsie nez pH okolia a anaerdbne priblizne o jednu jednotku (Mesbah
et al., 2009). Intracelularne enzymy alkalofilov maju vyssie rychlosti katalyzy za priblizne
neutralnych hodn6t pH, naproti tomu enzymy exkretované maju rychlejsiu katalyzu za pH
optimalneho rastu alkalofilov (Larson a Kallio, 1954).

Taxony, ktoré patria do alkalofilov st napriklad prokaryoty (vratane cyanobaktérii), a to
niektori ¢lenovia radu Chroococcales a niekol’ko druhov z rodu Spirulina, z archei sa to
napriklad Halorubrum vacuolatum, Natrialba magadii alebo niektoré druhy Natrocococcus
(Canganella a Wiegel, 2011).

Extrémne vysoké pH

alkalotolerant optimum pH < 8,5 max. pH>9

fakultativny | min. pH <8 opt. pH > 8,5; pri hodnotach blizkych
alkalofil neutralnemu pH (6,5) niest schopné rastu,
obligatny min. pH > 8 alebo rasti ve'mi pomaly

Tab. 7 Zakladné rozdelenie organizmov v prostredi extrémne vysokého pH (upravené podl'a Wiegel, 1998).
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3.0 Nepravy extrémofil

Pojmom nepravy extrémofilny organizmus sa rozumie jedinec, ktory toleruje extrémne
podmienky prostredia, no pre svoj optimalny rast a vyvoj preferuje absenciu tychto stresovych
faktorov (Hendry, 2006). Dalej st uvedené niektoré vybrané typy tzv. nepravych

extrémofilov.

3.1 Odolnost’ voéi radiacii

Zem je neustale ostrelovand roéznymi typmi elektromagnetického ziarenia, ktoré
ovplyviiuji jej biosféru. Zdroje mdézu byt prirodné, ako napriklad Slnko, no castokrat je
povod ziarenia v l'udskych aktivitach. Takyto ¢lovekom vytvoreny typ Ziarenia o kratkych
vinovych dizkach moéze byt gamma Ziarenie alebo Rontgenové Ziarenie, ktoré mozu spdsobit’
stratu elektronov z atoému alebo ich ionizaciu. Pravidelné vystavenie DNA Rontgenovému
ziareniu spdsobi znienie bazi alebo naruSenie zakladnej Struktiry, vratane mutécii, alebo
dokonca smrt’ organizmu. Ultrafialové Ziarenie ma vi¢§inou vicsie vinové dizky (220 - 300
nm) a takisto moze znicit' DNA tak, ze vytvori tyminové diméry. Niektoré mikroorganizmy
maju mechanizmy, ktoré tieto poSkodenia dokazu opravit. Nast'astie je vacSina UV ziarenia
absorbovand zemskou atmosférou predtym, nez dosiahne povrch. Napriek tomu sa UV
Ziarenie vyuZiva pri procese sterilizacie povrchov alebo vzduchu.

Viditelné svetlo a Ziarenia o vyssich vlnovych dizkach ako infratervené alebo radio
viny, st v podstate ve'mi malo Skodlivé pre bunkové Struktary. Niektoré oblasti na Zemi st v
priebehu roka dlhSiu dobu a intenzivnejSie vystavené radidcii. Ide napriklad o oblasti s tenSou
atmosférou (uzemia blizko pdlov, Specialne so sezonnym poklesom alebo vyzdvihom hodnoty
ozdénovej diery), alebo oblasti, ktoré st vystavené vacSiemu mnozstvu slne¢ného Zziarenia (v
blizkosti rovnika). Mikroorganizmy pouzivaju rdzne pigmenty (napr. karotenoidy - nicia
nebezpecné kyslikové radikaly; melanin), ktoré dokazu Skodlivy ucinok rozlicnych foriem
ziarenia absorbovat, alebo stlmit’ (Canganella a Wiegel, 2011).

Mnohé mikroorganizmy, napriklad z kmena baktérii Firmicutes, si vyvinuli adaptacie
ako vytvorenie endospor (peptidoglykan a odolné proteiny), ktoré dokazu ochranit DNA pred
poskodenim a to spojenim tejto molekuly s malymi, v kyseline rozpustnymi proteinmi
vytrusov (Setlow, 1994). Rod Deinococcus takisto obsahuje vysoko aktivny systém na opravu

DNA. V pripade poskodenia genému, vyuzije poskodené genémy ostatnych svojich buniek,
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ktoré pospaja do jedného funkéného. Vytvori sa tak templat, pomocou ktorého dokéaze opravit’

alebo nahradit’ radiaciou poskodené DNA (Battista, 1997).

Obr. 6 Priklad rezistentnej baktérie Deinococcus radiodurans (upravené podl'a URL 11).

3.2 Dal§ie druhy nepravych extrémofilov

V  poslednych par dekddach rokov bolo preskimanych velké mnozZstvo
mikroorganizmov a preto nie je ni¢im vynimo¢nym, ze pojem extrémofil sa zacal vzt'ahovat
aj na iné, nez hlavné skupiny extrémofilov. Prieskum extrémofilnych mikroorganizmov ide
ruka v ruke s rozvojom a zaujmom o exobiologiu. Nakol'ko je téma extrémofilov pomerne
obsiahla, je blizsie priblizenie skupin pravych extrémofilov prvoradé a je podstatné aspon
okrajovo spomenut’ skupiny tzv. "nepravych" extrémofilov, z ktorych jedna z tych
dolezitejSich skupin bola stru¢ne popisand uz v predchadzajucom texte.

Medzi dalSie vyznamné skupiny patria mikroorganizmy, ktoré su schopné odolavat’
podmienkam suchého prostredia, ktoré moéZze spdsobit’ vysuSanie celého organizmu. Za
najsuchSie miesto na Zemi je povazovana pust Atacama na ziapadnom pobrezi Juznej
Ameriky, ktord poskytuje vhodné prostredie pre vyskum prave takychto extrémnych
mikroorganizmov, ktoré su vyznamnymi obyvatel'mi tejto oblasti (Wettergreen et al., 2005;
Dress et al., 2006). Medzi dolezité organizmy vo vyskume takychto typov extrémofilov st
hlavne liSajniky. Pomocou nich sa daju pochopit’ niektoré molekularne osobitosti a fyziologia
mikroorganizmov.

Vyskum sa zameriava aj na skupiny mikroorganizmov schopné tolerovat’ rozne typy
rozpustadiel, ktoré by inym organizmom spdsobili nendvratné poSkodenia lipidovych Struktir
v membranach (Hirayama et al., 1998). Jednym z takychto mikroorganizmov je rod

Pseudomonas, ktory dokaze tolerovat’ vysoké koncentracie toluénu (10 % - dokonca 50 %)
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(Inoue a Horikoshi, 1989). Viacsinu mikroorganizmov by zabila uz koncentracia 0,01 %
toluénu v prostredi (Hirayama et al., 1998).

Za extrémne podmienky sa povazuju aj prostredia so znizenym obsahom zivin, ktoré
organizmy pre svoj rast potrebuju. Takymto prostrediam sa vravi aj oligotrofné. Z takéhoto
prostredia bola izolovand napriklad ultramikrobaktéria Sphingomonas, ktora sa dokaze
uspesne zotavovat’ po vplyve UV-B radiacie. Je to sposobené faktom, Ze zije a dari sa jej vo
vrchnych &astiach vodného stipca a tak si vytvorila mechanizmus, ktory jej umoziuje Zit' v

bezkonkuren¢nom prostredi (Joux et al., 1999).

4.0 Ramanova spektroskopia

Vyuzitie Ramanovej spektroskopie sa povazuje za nedeStruktivnu, analytickii metodu,
schopnu identifikovat’ latky v roznych skupenstvach (pevné, kvapalné, plynné). Jedna sa o
vel'mi rychlu metédu, ktora na zaklade rozptyleného ziarenia, ktoré je spitne detegované,
vytvori tzv. Ramanove spektrum. Na zdklade porovnania tohto spektra so spektrami, ktoré st
ulozené v roznych databazach sa zisti, o akl pozorovanu latku sa jedna. Pri merani sa vyuZiva
laserového Ziarenia o roznych vinovych dizkach.

V sucasnej dobe ma Ramanova spektroskopia vyuzitie v rdéznych oblastiach. Je to
napriklad oblast umenia, kedy sa vyuZiva pri zistovani veku obrazov, soch, alebo pri
overovani ich pravosti. Takisto je moznost vyuZitia v kriminalistike (drogy), alebo v
prirodnych vedach, ¢o je z Casti popisané v tejto bakalarskej praci. Proces miniaturizacie
Ramanovych spektrometrov vedie k rozsirovaniu vyuzitia tejto metody.

Aj tato metdéda ma svoje vyhody a nevyhody. Medzi hlavné vyhody patri rychlost’,
nedestruktivnost, schopnost’ pracovat’ s kvapalnym, plynnym aj pevnym skupenstvom
(amorfné, organické a anorganické latky), moznost prace s malym mnozstvom vzorku,
praktickost’, mobilita, rozsiahle vyuzitie (kriminalistika, umenie, exobiolédgia atd’.).

Na druhej strane stoja nevyhody, medzi ktoré patria problémy pri merani ultrastopovych
mnozstiev, kovov, vysoka teplota laseru (opatrnost’ pri merani organickych latok) - da sa
nastavit. Niektoré vhodné molekuly sa daju detegovat’ aj v nizkych obsahoch. Nie vSetky
latky musia mat nutne Ramanove spektrum. Problém moZe nastat pri pritomnosti
fluorescencie, ktora v niektorych latkach zakryje vyznamné pasy nameraného spektra. Jednou
z moznosti ako tomu zabrénit’, je zvolenie laseru o vhodnej vinovej dizke, ktora fluorescenciu

nesposobi.
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4.1 Aplikacia v prirodnych vedach

Rozsiahle vyuzitie Ramanovej spektroskopie zasahuje velkou c¢astou do oblasti
prirodnych vied, ako bolo naznac¢ené uz v predchadzajicom texte.

Vyznamnou zlozkou kazdej zivej bunky a tym padom aj organizmu, je voda. Pre Zivot
ako ho poznadme je to zdkladny element, potrebny ako zdroj zivin, rozpustadlo pre
biochemické procesy a vytvara prostredie pre zivot. Ramanova spektroskopia ma vyznam aj z
hl'adiska mineralogie a to z toho dovodu, ze je schopna v minerdlnych fazach rozpoznat
obsahy vody (v podobe H,O alebo OH), ¢o méze znamenat pritomnost’ uréitych druhov
mikroorganizmov, Castokrat extrémofilnych. V cCasti o extrémofilnych mikroorganizmoch
bola demonstrovana réznorodost’ prostredi, v ktorych je Zivot schopny prosperovat’. V tychto
prostrediach je vysokéd pravdepodobnost, Ze tu organizmus zanechd nejaké stopy po svojej
minulej alebo sucasnej existencii, ktoré sa daju povazovat’ za dokaz Zivota na danom mieste.
Takéto latky, alebo stopy, sa nazyvaju biomarkery. Ramanova spektroskopia ndm poméaha
tieto latky detegovat’ a charakterizovat. Jednym z vyznamnych biomarkerov su pigmenty,
konkrétne karotenoidy, ktoré¢ st organické latky produkované hlavne rastlinami, ale napriklad
aj mikroorganizmami. Tie im slizia napriklad ako ochrana pred $kodlivou radiaciou alebo
zdroj energie, pretoze dokazu likvidovat nebezpecné kyslikové radikaly. Pomocou
Ramanovej metddy je v teréne mozné identifikovat biomarkery priamo na mieste. Tohto
faktu sa vyuziva aj vo vyskume prof. RNDr. Jana Jehlicky, Dr. a jeho timu. Takisto je
moznost merania r6znych biomarkerov priamo v hornine, bez potreby naruSenia Struktiry

danej horniny.

5.0 Exobiologia

Dal$ou vyznamnou oblastou, kde sa Ramanova spektroskopia uplatiiuje, je exobiologia
(astrobiologia). Tento vedny obor, ako uz bolo spomenuté v tvode, je akési spojenie
viacerych zamerani (bioldgia, geoldgia, geochémia, biochémia a mnoho dalSich), ktoré
vzajomne spolupracuji a snazia sa preskimat’ moznosti zivota vo vesmire a popisat
podmienky pre zivot, ktoré st v roznych jeho Castiach a hlavne telesach velmi odlisné. V
podstate st to podmienky extrémne. Vzhladom k obmedzenym moZnostiam vyskumu na
inych vesmirnych telesach (financie, vzdialenost, technologie), je vyskum extrémnych
prostredi uskuto¢niovany hlavne na Zemi. Nakol'ko je nasa planéta réznoroda, ¢o sa tyka

prostredi a zivotnych podmienok, vyskum je lokalizovany hlavne do extrémnych oblasti. Ide
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0 miesta extrémne aridné alebo chladné, oblasti s extrémnymi teplotami alebo salinitou.
Pripadne viacero faktorov naraz (pust Atacama - praca Vitek et al., 2012). Data, ktoré sa
takto ziskaju st vyhodnotené a na ich zaklade sa orientuje smer vyskumu v exobiologii, ktory
sa mOZe zamerat’ na in¢ vesmirne telesa.

Aktivne skimanym vesmirnym telesom je planéta Mars. Po preukazani existencie vody
na "Cervenej planéte" sa vyskum este zintenzivnil. Preskimalo ju uz niekol’ko pozemskych
sond, niektoré na jeho povrchu stidle operuji a iné misie si naplanované do buducnosti.
Jednou z takych ma byt aj misia ExoMars (ESA - 2018), ktorej stfastou sa ma stat’
miniaturizovany Ramanov spektrometer. Jeho ulohou bude preskimat povrch a zrejme aj
oblast’ pod povrchom (priblizne 2 metre). Vyhodou je rychlost’ a nedestruktivnost’ metody a
samozrejme okamzita detekcia organickych latok, ktoré su pre exobioldgiu velmi dolezité.
Takisto je vyskum exobiologie zamerany aj na charakter prostredi inych vesmirnych telies
(Eurdpa, Titan) a pozornost’ sa sustred’'uje aj na zloZenie hornin. V tejto oblasti by mohol
dolezitu ulohu zohrat’ opat’ Ramanov spektrometer, ktory tito analyzu dokaze sprostredkovat’.

Problémom by mohli byt’ opit’ otazky financii a politiky.

6.0 Porovnanie dvoch druhov spektrometrov

Praktické vyuzitie tejto metddy sme sa rozhodli demonstrovat’ na vzorke sadrovca z
lokality Eilat, §tat Izrael. Vzorka pochadza z evaporitov Cerveného mora. Miestami st dnové
vrstvy sadrovca kolonizované halofilnymi organizmamy. Povrchova oranzova vrstva je
obyvana cyanobaktériami rodu Halothece, pod nimi lezi vrstva zelenych, filamentarnych
cyanobaktérii rodu Phormidium a najhlbSia vrstva je tvorena Cervenymi, anoxygénnymi
fototrofmy. Pritomnost’ tychto organizmov sme sa rozhodli dokazat’ pomocou dvoch druhov
Ramanovho spektrometra a pomocou identifikdcie ich charakteristického pigmentu.
Predchadzajuce stadia dokazali pritomnost’ karotenoidu spiriloxanthinu a bacteriochlorophylu
v Studovanej Cervenej vrstve.

Prvé meranie sme uskutocnili na laboratornom (statickom) Ramanovom
mikrospektrometri, ktory pouZiva argénovy laser o vinovej dizke A = 514 nm. Ako $tandard
pre kalibraciu pristroja sme pouzili krystadl diamantu. Vhodnym vyberom akumulécie,
intenzity a doby expozicie sme dosiahli oakavany vysledok (vid' graf 1). Takisto sme
minimalizovali prejav Sumu, ktory moze byt ruSivym elementom pri merani. Spdsobuje ho

napriklad okolity vzduch, alebo celkové prostredie, v ktorom sa spektrometer nachéadza.
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Typicky sa v nameranom spektre karotenoidov objavia tri peaky. Vysledné spektrum sa
potom porovnalo s existujicou databazou a urcila sa zhoda.

Nakol'ko je mnozstvo druhov pigmentov v organizmoch vel'mi vysoké, nie st vsetky
existujuce karotenoidy pomenované. Z tohto dévodu sa vytvaraji obsiahle databazy, ktoré
nam umoznuju spol'ahlivo porovnat’ namerané spektra a tymto zistit’ zhodu alebo odchylku.
Samozrejme, nie vSetky latky na Zemi su v tychto databdzach zaznamenané.

V dalSom kroku sme meranie opakovali, tentokrat vSak za pouzitia prenosného
Ramanovho spektrometra o vinovej dizke A = 532 nm. Pre kalibraciu pristroja sme pouZili
bezfarebny benzonitril, ktory sa ¢asto pouziva aj ako rozpustadlo. Namerané¢ hodnoty ndm
opat’ dali tri peaky, ktoré sa zhodovali s databazou spektier. NavySe sa s miernou odchylkou
(kt. bola v norme) zhodovali aj s nameranymi hodnotami na laboratornom mikrospektrometri
(vid’ graf 1).

40000
30000
20000
10000

Laboratérny
o
-10000
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I I 1 I 1
1600 1400 1200 1000 &0

Graf 1 Namerané Ramanove spektra. Obe spektra preukazali tri signifikantné peaky, ktoré charakterizuju
skupinu pigmentov - karotenoidy. Osa x udava hodnoty tzv. Ramanovho posunu (shift) v cm™. Osa y udava
hodnoty rozptylu Ziarenia (pocet foténov). Merania st takmer identické, ¢o dokazuje presnost a spravnost

merania.
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Ziskané Ramanove spektra obsahuju pasy karotenoidu: cca 1 505, 1 149 a 1 000 cm™,
Tieto hodnoty moézu byt povazované za blizke hodnotadm ziskanym pri $tudiu organizmu
Ectothiorhodospira marismortui, ktora produkuje spiriloxanthin (blizSie popisané v praci
Jehlicka et al., 2012). Inym moznym kandidatom by mohol byt bakterioruberin, bezny u
mnohych halofilov, avSak ten v uvedenej polohe popisany nie je. Vyskumom pigmentu
bakterioruberin sa zaoberal blizsie vyskum Jehlicka et al., 2013, ktory pomocou Ramanove;j
spektroskopie Studoval vyskyt tohto pigmentu v extrémne halofilnych archea a baktériach.

Takto zistené hodnoty nam dokazali, Ze oba pristroje si schopné pracovat’ presne a
poskytnit’ spol'ahlivé data. Nieje to vSak pravidlo a ako uz bolo uvedené v ¢asti vyhody a
nevyhody Ramanovej spektroskopie, kazda metodika vyskumu ma svoje chyby, kvoli ktorym

treba k rieSenému problému pristupovat’ opatrne.

Diskusia

Porovnanim ziskanych informacii o téme extrémofilnych mikroorganizmov a
zameranim Sa hlavne na ich zékladnl charakteristiku zistujeme, Ze popisy a informacie sa
Casto pohybuji okolo akéhosi priemeru. Preto nemdzeme povedat, Ze existuje nejaky
pouzitel'ny Standard. Preto sa v réznych publikéciach stretdvame s individualnym pristupom a
Casto je problém zvolit’, ktory popis je pre nas najvhodnejsi. Pokial’ napriklad popisujeme
maximalnu teplotu, pri ktorej je organizmus schopny prosperovat’ a preZit, zistime, Ze autori
sice vymedzia tri skupiny termofilov, ale kazdej je priradené iné rozpitie teplot. Je potom na
nas, aby sme zvolili to, ktoré je pre nas vhodné. Pripadne, ak mame dostatok informacii,
vytvorit’ si skupiny vlastné. Vtom pripade sa ale dostdvame opdt na zaciatok problému,
pretoze sme znova vytvorili d’al§iu charakteristiku. Pochopitelne, kazdy autor uznava svoju
pravdu, pretoZe pri jej vytvarani ju podkladd mnoZzstvom dat a informaécii, ktoré st vysledkom
dlhodobého vyskumu. Takto ndm hranice, pokial’ aZ extrémny sposob Zivota zasahuje, znacne
variruju. Vyskum sa preto pohybuje v akomsi kruhu, ktory je problém opustit’.

Pri pouzivani Ramanovej spektroskopie sa namerané data porovndvaju s existujicimi
databazami spektier. Preto je potrebné, aby sa pre dany typ laseru, ktory bol pri merani
pouzity, vytvarali hromadné databdzy. Tie potom wurychlia popis vysledkov merani.
Samozrejme, takéto suibory spektier uz existuju, no v buducnosti je potreba ich rozSirovat’.

Posuvanie hranic vyuzitia roznych metdd je prvorady krok v exobiologickom vyskume.
Pomoéze nam to lepSie pochopit’ principy a hranice Zivota na Zemi a pouzit’ tieto informacie

vo vyskume Zivota vo vesmire.
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Zaver

Zivotné podmienky, ktoré sa na Zemi vytvorili v roznych prostrediach, su zdrojom
obrovskej druhovej diverzity. Kazdy z tychto organizmov si vytvoril Specifické adaptacie na
prezitie v danom prostredi. Aby sme spravne pochopili princip zivota organizmov Zzijucich v
danom prostredi, musime najprv sprdvne pochopit’ charakter prostredia. Faktory, ktoré
vplyvaju na zivotné prostredie organizmov, su napriklad teplota, tlak, salinita, pH, slne¢né
ziarenie a d’alSie. Na vécSine miest naSej planéty dosahuju Casto extrémnych hodndt, ¢im
vplyvaju na zdkladny prvok potrebny pre Zivot ako ho pozname, a to je voda.

Pokial' chcti organizmy zijice v takychto podmienkach uspesne prosperovat a tym
padom vyuzivat' vodu ako zdroj Zivota, musia sa vhodne adaptovat. Organizmy, ktoré sa
extrémnym podmienkam prostredia prispdsobili, nazyvame extrémofily. Jedna sa prevazne o
mikroorganizmy. Faktor, ktory dosahuje extrémnych hodndt, udava Specificky nazov
extrémofila. Za pravych extrémofilov s povazované termofily, psychrofily, barofily, halofily,
alkalofily a acidofily. Nepravé extrémofily su napriklad organizmy odolné voci ré6znym
druhom radiacie alebo extrémnemu suchu. Skupiny extrémofilov sa v dneSnej dobe znacne
roz$iruju a to hlavne kvoli intenzivhemu vyskumu v tejto oblasti a aj vd’aka neustdle sa
posunujucim hraniciam charakteristiky extrémneho zivota. Je dolezité, aby boli tieto hranice
jednotné, a to z dovodu zrozumitelnosti vymedzenia jednotlivych skupin. Individualny
pristup k jednotlivym skupindm extrémofilov a neustile sa posunujuce hranice extrémneho
zivota vsak tento krok dost’ komplikuj.

Vyskum extrémofilov je velmi dolezity krok pre dalSie odvetvia vedy. Spravne
pochopenie fyziologickej podstaty mikroorganizmov je prvoradé pre aplikaciu principov
zivota extrémofilov v obore exobioldgie. Exobioldgia je veda zaoberajica sa moZnostami
zivota v okolitom vesmire a vesmirnych telesach. V poslednej dobe sa sustredila
predovSetkym na planéty a telesa naSej slneCnej sustavy. Moznosti, ktoré si dneSnému
¢loveku k dispozicii, ndAm umoziuju prieskum Marsu a to priamo na jeho povrchu. Zaujem je
venovany aj inym telesam ako Jupiterov mesiac Eurdpa, alebo Saturnov mesiac Titdn. Data,
ktoré ndm vesmirne sondy o charaktere Marsu poskytli, s dolezit¢ pre porovnanie
extrémnych podmienok na Marse a na Zemi.

St¢asné technoldgie ndm umoznili bliZzSie poznanie povrchu Marsu aj jeho atmosféry,
zlozenie hornin a preukazali pritomnost’ vody. Toto zistenie bolo velkym impulzom pre

intenzivnejSie badanie, ktoré by mohlo identifikovat’ urcité stopy po zivote, alebo preukazat
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jeho pritomnost’. Takéto stopy nazyvame biomarkery. Jednd sa teda o stopy sucasnej alebo
minulej pritomnosti organizmov, ktoré moézu dokézat’ moznost’ zivota na danom mieste.
Jednou z tychto technolégii, ktoré by mohli napomdct’ exobiologickému vyskumu na
inych vesmirnych telesach, je Ramanova spektroskopia. Jedna sa o nedeStruktivnu metodu,
ktora na zaklade analyzy rozptylu spitne odrazeného laserového ziarenia dokaze urcit’, o aku
latku sa jedna. Aplikdcia je mozna na pevné, plynné a aj kvapalné skupenstva, a to aj vo
vel'mi malych mnozstvach. Takisto je schopna charakterizovat’ biomarkery, konkrétne urcité
pigmenty, a preukazat’ pritomnost vody. Namerané data je potom mozné porovnat s
databazami spektier a hned’ urcit, o aku latku alebo pigment sa jednd. Vytvaranie takychto
databaz spektier je vyhodou a ul'ahcuje vedecku Cinnost’. Preto by sa malo aj v buducnosti
pracovat’ na vytvarani d’alSich takychto databdz. Ramanove spektrometre maju v stcasnosti
Siroké vyuzitie a to hlavne kvoli ich prenosnej verzii, vhodnej do terénu. Laboratdrne
mikrospektrometre a takisto aj prenosné ukazuju, Ze vhodnym postupom a vyuzitim, je mozné

ziskat’ spol'ahlivé data z oboch pristrojov.
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