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Abstrakt

Cilem prace bylo optimalizovat metody pro studium kvasinek S vyuzitim pratokové
cytometrie a fluorescencni mikroskopie. V teoretické Casti se pojednava o strukture bunék
kvasinek, o principech a vyuziti pratokové cytometrie a fluorescenéni mikroskopie. Byla téz
zpracovana reSerSe na téma vyuziti mikroskopie a pratokové cytometrie u pigmentovanych
mikroorganismu. V experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace metod na kvasinkach
Cystofilibasidium capitatum, Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces
shibatanus. Dale byla méfena rustova kiivka a Zivotaschopnost kvasinek pii pusobeni
teplotniho stresu - mrazeni a teplotniho Soku 60 °C. Bylo prokazano, ze Cystofilobasidium
capitatum je vaci stresu odolngjsi nez Rhodotorula glutinis. Dale byla zjisténa moznost
pouziti methylenové modti namisto propidium jodidu k analyze bunék prutokovou cytometrii.

Abstract

The aim of presented bachelor thesis is to optimize the methods for study of yeasts using flow
cytometry and fluorescence microscopy. The theoretical part deals with the structure of yeast
cells, principles and application of flow cytometry and fluorescent microscopy. Use of
microscopy and flow cytometry in study of pigmented microorganismswas reviewed too. In
the experimental part methods optimization was performed on yeasts Cystofilibasidium
capitatum, Rhodotorula glutinis, Sporobolomyce sroseus, Sporobolomyces shibatanus.
Further, the growth curve and the viability of yeasts under the influence of stress factors
(freezing and the heat shock 60 °C) was measured—Cystofilobasidium capitatum has shown to
be more resistant to stress than Rhodotorula glutinis. It was found that there is the possibility
of using methylene blue instead of propidium iodide in yeast cell analysis by flow cytometry.

Klicova slova
zivotaschopnost, pritokova cytometrie, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus,

Sporobolomyces shibatanus, Rhodotorula glutinis

Keywords

viability, flow cytometry, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus,
Sporobolomyces shibatanus, Rhodotorula glutinis
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1 Uvob

Kvasinky patfi mezi houby Fungi. Karotenogenni kvasinky patii mezi Basidiomycety. Jejich
metabolismus je pfisn¢ aecrobnim metabolismem. Karotenoidy se fadi do pigmentt Zluté az
cervené barvy. Obsahuji je zivocCisné 1 rostlinné bunky. Kvasinky maji bunécnou sténu
tvofenou dvéma vrstvami, proto je potieba pro jeji rozruseni pouzit mechanické Cci
nemechanické metody. Karotenoidy se vyuzivaji jako antioxidanty, vyskytuji se v ovoci a
zelenin€. Mezi karotenogenni kvasinky, které jsou schopny produkovat karotenoidy, patii
rody Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium.

Piedlozena prace je zaméfena na moznosti aplikace fluorescenénich technik pii studiu
karotenogennich kvasinek s potencidlnim vyuzitim autofluorescence karotenoidi. Byla
provedena optimalizace metod stanoveni zivotaschopnosti bunék pomoci fluorescenénich
sond, pratokového cytometru a fluorescen¢niho mikroskopu. Pomoci fluorescen¢nich technik
byla dale studovéana ristova kiivka karotenogennich kvasinek. Riistova kiivka mé 4 faze.
Prvni je lag faze, v které dochazi k adaptaci na prostiedi, poté nastupuje exponencialni faze,
coz je faze zrychleného rastu. Pfedposledni fazi je stacionarni fdze a poté faze odumiréni
bunck. Fluorescencni analyza mlze byt uziteCna k citlivému sledovani zmén rlstové a
metabolické aktivity pigmentovych kvasinek v riznych fazich rastu. Téz maze byt vyuzita ke
sledovani zmén kvasinkovych kultur vystavenych vnéj§imu stresu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cytologické metody k charakterizaci kvasinek a jejich metaboliti

Kvasinkova cytologie nam dava informace o morfologii bun¢k. Cytologické metody zahrnuji
vizualizaci bun¢k a izolaci bunénych organel. Nékteré kvasinkové organely a
makromolekularni struktury maji hlavni roli v kvasinkové biotechnologii. V laboratofich se
pouziva vice typt mikroskopli. Mikroskopy maji rtizné modifikace. Pomoci svételného
mikroskopu lze ziskat informace o struktuie na neobarvenych kvasinkovych bunkach. Pokud
bude pouzito zvétSeni 1000 lze pozorovat vakuoly. Pfi pouziti barveni lze pozorovat i
bunééné struktury [1,2].

Tabulka 1: Pouzivané fluorescen¢ni sondy v priutokové cytometrie [3]

Predmét barveni Fluorescen¢ni sonda

DNA,RNA Ethidium bromid
Propidium jodid

DNA DAPI

Lipidy Nilska Cerven

Zivotaschopnost Methylenova modft

Mitochondrie Rhodamin, DAPI

2.1.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je neinvazivni metoda, patii mezi zobrazovaci techniky a muze
byt pouZita pro studium bunécnych procesti in vivo. Detekce fluorescence miize byt
endogenni (autofluorescence bunéénych slozek) nebo exogenni (s vyuzitim fluorescen¢nich
barviv). Endogenni fluorofor je napfiklad chlorofyl, ktery je zndmy diky své autofluorescenci.
Fluorescence karotenoidii v roztoku byla zjisténa v ptedchozich letech [4]. Pti pozorovani 1ze
pouzit i fluorescencni barviva, kterd se pouzivaji ke zvyraznéni n¢kterych prvki. Naptiklad
methylenova modr se pouziva k pozorovani vitality bunék a vaze se na proteiny, ethydium
bromid se vaze na DNA atd [4].

Fluorescencni mikroskop ma ¢tyii hlavni ¢asti:

- Excitaéni filtry:
Filtr propusti pouze takové svétlo, které potiebujeme k fluorescenci vzorku.
Ostatni svétlo je pohlceno.

- Fluorescenéni preparat:
Nase vzorky by mély reagovat fluorescenci. Samotny vzorek muze byt
fluoroforem nebo mohou poskytovat fluorescenci po piidani sondy.

- Bariérovy filtr:
Takovyto filtr pohlcuje vSechno excitacni svétlo, které nebylo vyuzito pfi excitaci.
Propousti pouze fluorescencni svétlo. Lze nechat projit pouze ¢ast fluorescenniho
spektra.



- Zdroj svétla:
Ze zdroje vychazi svétlo o riznych vinovych délkach (ultrafialové az
infraervené) [5].

2.1.1.1 Fluorochromy a svétlo

Fluorochromy jsou Vv podstaté barviva, ktera pfijimaji svételnou energii (napiiklad z laseru)
pii dané vinové délce a opét vyzatuji na delsi vinové délce. Tyto procesy se nazyvaji excitace
a emise. Proces emise je velmi rychly v fddech nanosekund a je znamy jako fluorescence.
Kdyz je svétlo absorbovano elektrony, piechazi do klidového stavu [6].

2.1.2 Pratokova cytometrie

Pritokova cytometrie je rychld metoda pro kvantifikaci vlastnosti bun¢k. Nicméné vétSina
pratokovych cytometri nemtize ptimo poskytnout informaci o koncentraci bun¢k nebo o
jejich absolutnim po¢tu ve vzorku [7].

Je to fluorescencni optickd metoda, kde je vzorek unaSen proudem nosné kapaliny.
Pratokovy cytometr ma nékolik ¢asti: excitaéni zdroj, métici optické cely, detektor, systém
zrcadel, optické filtry a nékolik fluorescen¢nich detektori. Excitaénim zdrojem byva bud’
laser, nebo rtutova vybojka. Touto metodou lze ziskat informace o rozlozeni velikosti,
granularity bun¢k v populaci, lze sledovat zménu rychlosti rastu, urcit pocet mrtvych bunék,
sledovat bun&ny cyklus, méfit velikost a pocet bunck. Vyhodou je, Ze miZeme ziskat
informace o velkém souboru buné€k v relativné kratkém case. Vysledky jsou zobrazovany ve
form¢ histogramt. Mizeme tiidit buniky na principu fyzikalni separace [8].

2.1.2.1 Fluidni systém

Jednim ze zakladnich prvka pritokové cytometrie je moznost méfit vlastnosti jednotlivych
castic. Fluidni systém se sklada z centralniho kanalu, kam je vstfikovan vzorek. Kandl je
obklopen vnéjSim plastém, ktery obsahuje rychle proudici kapalinu. Pii pohybu kapaliny se
utvoii masivni tdhnouci ucinek zizenou komorou, vytvoii se jediny soubor Castic, ktery je
oznacovan jako tzv. hydrodynamické zaostfovani. Za optimélnich podminek nebude vzorek
v komofie smichan s kapalinou v plasti [6].

\ centralni kanal 7
\eee0®)

tekutina

soubor &astic

Obrazek 1:Fluidni systém [6]



2.1.2.2 Elektrostatické tiridéni bunék

Pritokova cytometrie je pouzivana k tfidéni bun¢k podle typu nebo antigennich determinantd.
Kazda castice je zkoumana paprskem svétla, ktery je dale porovnan se zadanymi kritérii pro
tiidéni. Pokud ¢astice odpovida ur€itym kritériim, je proud tekutiny nabit na vystupu z trysky.
Elektrostaticky naboj ziskd castice v ur€itém okamziku, kdy se kapicka, kterd obsahuje
Castice, které pozadujeme, oddéli od proudu. V tuto chvili vznikne aerosol. Rychlost prutoku
je zavisla na urcitych vlastnostech, jako je napt. velikost Castic a rychlost tvorby kapky.
Typickd tryska ma rozmezi 50—70 um a rychlost kapani je 30 000—100 000 kapicek za
sekundu, toto je ideédlni pro presné tiidéni. Podle rychlosti se ¢astice separuji s Cistotou
90-99% (Obr. 2) [9].

laserovy paprsek \ |
|
vznik kapek, &dstice se nabijeji
o
- +
desky s kladnym nebo
o+ zapornym nabojem
5]

Obrazek 2: Elektrostatické tfidéni bunék [6]

10



Fluidics system

Filters Detectors

A

4 IFSC |

4

Lens . ;
PMT
Lasers (FL-1) E—

PMT | —
(FL-2)

Filters | ]
PMT
(FL-3)

— PMT
(FL-4)

| - -

SSC

Detector |

Obrazek 3: Schéma priitokového cytometru [6]

2.2 Kvasinky

Kvasinky patii mezi houby (Fungi). Dale lze kvasinky a kvasinkovité mikroorganismy délit
do ctyt skupin:

1) kvasinky, které patii mezi askomycety, tvoii askospory

2) kvasinky, které patii mezi bazidiomycety

3) kvasinky, které jsou fazené do ¢eledi Sporobolomycetaceae

4) sporogenni kvasinky, netvoti askospory, spory

Jsou to heterotrofni, eukaryotni, jednobunétné organizmy. Umi zkvaSovat sacharidy na
ethanol a oxid uhli¢ity. Kvasinky maji tvar odvozeny od elipsoidu (citronovy, lahvovity,
trojthelnikovity, valcovity). Rozmnozuji se pu¢enim nebo délenim [10,11].

2.2.1 RozmnoZovani

Kvasinkové mikroorganismy se mohou rozmnozovat dvéma zpusoby — vegetativné, nebo
pohlavné.

2.2.1.1 Vegetativni rozmnoZovani

Vegetativni rozmnozovani u kvasinek je puceni. Nejprve dochazi ke splyvani membran
endoplazmatického retikula a poté k opakovanému déleni vakuol. Mitochondrie méni svij
tvar na protahly. Po utvofeni pupenu do néj vstupuji mitochondrie a drobné vakuoly. Nastava
mitotické déleni jadra. Po mitéze jadro putuje do pupenu spolu s dalSimi slozkami
cytoplazmy. Poté dochazi k uzavieni kanalku mezi dcefinou a matetskou bunikou. Po utvoteni
bunééné stény mezi mateiskou a dcefinou burikou a spojeni vSech malych vakuol v jednu je
déleni u konce. Dcefind buiika se od matefské ihned odd¢€li. Pokud k déleni nedojde, utvoti se
tzv. bunééné svazky [10].
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Obrazek 4: Bunééné svazky [10]

Obriazek 5: Vegetativni rozmnoZovani [10]

2.3 Modelovy organizmus Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je nejlépe geneticky zmapovana kvasinka. Patfi mezi rod
Saccharomyces, ma schopnost kvasit cukry. Pouziva se k pochopeni funkce bunék. Tato
kvasinka je hojn¢ vyuZivanad v potravinafském primyslu (vyroba vina, piva, drozdi). Ma
vyborné fermentacni schopnosti a na manipulaci v laboratofi je nenaroc¢na [12].

2.3.1 Buiika kvasinky

Bunka kvasinky je tvofena bunécnou sténou, cytoplazmatickou membrénou a cytoplazmou,
ktera obsahuje dalsi buné¢né struktury.

Bunééna steéna je silnd, ale zaroven elasticka. Dodéava bufice tvar a chrani ji pfed vnéjSimi
vlivy a osmotickym tlakem. Je tvofena polysacharidy (80-90% stény), které tvofi hustou
pevnou sit’ pfedev§im z glukanti. U kvasinek miize byt ve sténé¢ pfitomno malé mnoZstvi
lipidu a fosfolipidu [10,13].
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2.3.1.1 Cytoplazmatickd membrana

Je tenkd, tvofi ji lipidy a proteiny. V cytoplazmatické membrané je sidlo transportnich
mechanizmi a také tvoii osmotické rozhrani mezi buiikou a vnéjSim prostiedim [10].
Predstavuje piekazku pro prichod hydrofilnich molekul; zabraituje michani s vnéjSim
prostiedim. Plazmatickda membrana Saccharomyces cerevisiae je silna 7,5 nm. Lze ji popsat
jako fosfolipidovou dvojvrstvu prolozenou globuldrnimi proteiny, které tvoii mozaiku tekutin.
Lipidova slozka obsahuje hlavné¢ fosfolipidy a steroly. Fosfolipidy zptisobuji tekutost
membrany a steroly tuhost. Druhy kvasinek se li§i ve struktufe membrany, napiiklad
pivovarska kvasinka Saccharomyces cerevisiae ma 10x vy$si obsah fosfatidylcholinu oproti
jinym kmendm [13].

2.3.1.2 Periplazmatickd membrana

Je to tenkd bunécnd sténa spojend s plazmatickou membranou. Periplazma je ptevazné
tvofena proteiny, které zahrnuji glykoprotein. Biologicky vyznam periplazmatu je ziskani
enzymu invertdzy, ktery katalyzuje hydrolyzu. Tento enzym ma vyuziti v cukrafském
prumyslu [13].

2.3.1.3 Cytoplazma

Cytoplazma u mladych bunék kvasinek je prithledna, u starSich bunék se objevuji zrnicka a
vakuolizace. Je zde endoplazmatické retikulum a mitochondrie [10]. Cytoplazma kvasinek je
vodna, kyseld a koloidni tekutina, ktera obsahuje dalsi slouceniny. Cytoskelet je sit’, ktera
poskytuje strukturalni uspotadani, obsahuje mikrotubuly a mikrovlakna. Lipidové ¢astice maji
funkci skladu, obsahuji predevSim estery sterold, ale ne triglyceridy, a malé mnoZstvi
fosfolipidd, bilkoviny, nenasycené mastné kyseliny [13,10].

2.3.1.4 Endoplazmatické retikulum

Ma podobné slozeni v bunikach rostlin a zivocicht. Sklada se ze dvou membran. Nachazi se
vétSinou té€sn€ pod plazmatickou membranou. Povrch membrany ER je na vnitini strané
hladky, vnéjsi strana je zrnitd. V ER probiha syntéza peptidi a bilkovin [14].

2.3.1.5 Ribozomy

Jsou globularni organely, v priméru maji 20 az 30 nm [14].

2.3.1.6 Golgiho aparat

Organela, kterd se nachazi jen V eukaryotnich bunikidch. U kvasinek byl Golgiho aparat
dokazan pouze u Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe. U normalné
rostoucich kvasinek se tato organela vyskytuje jen ve formé diktyozomu, to znamend ve
form¢ cisteren. Je ziejmé, ze tyto organely maji ptimy vztah k syntéze bunécné stény, po
dokonceni regenerace bunécné stény pocet diktyozoml rychle klesa. Zda se, ze u kvasinek
funkci Golgiho aparatu piebira ER [14].
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2.3.1.7 Vakuola

Vakuoly jsou dulezité organely v buitkdch kvasinek. Obvykle byva piitomna jedna velka
vakuola, nebo nékolik malych vakuol, které se nakonec spoji v jednu velkou. V prab¢hu
rustové faze se zde nepozoruji zadné strukturni prvky. Bylo zjisténo, ze po piidani
anorganického fosfatu se ve vakuole zacnou tvofit globule, které obsahuji polymetafosfat,
ktery tvoii az 37 % obsahu fosforu v buiice. Vakuoly tvofi centralni prostor na ukladani
intermediatord jako rezervy [14].

2.3.1.8 Jadro

Organela nachézejici se ve stiedu buiiky nebo excentricky. U kvasinek je jddro pomérné malg.
Je ohranic¢eno jadernou membranou, ktera je tvofena dvéma membranami. Jaderna membrana
ma podry, které vycnivaji jako prstence. Zakladni hmotou jadra je chromatin. V jadie se
nachazi tzv. polarni télisko, ze kterého vychazeji mikrotubuly, které hraji dulezitou roli pfi
rozmnozovani bunék.

Jadro obsahuje jadérko. V jadérku je pfitomna pfiblizné jedna pétina RNA celé¢ho jadra.
Jadérko nema na povrchu membranu [14].

2.3.1.9 Protoplasty

Protoplast je bunika bez bunétné stény, v kapalném prostfedi mé kulovy tvar. Bunka je
ohrani¢ena pouze membranou [14].

2.3.1.10 Mitochondrie

Nachazeji se v cytoplazmé, pocet a tvar mitochondrii zavisi na druhu buniky. Nachézi se ve
vSech eukaryotickych buiikdch. Je tvofena vnitini a vnéj§i membranou. Vnitini membréana
tvofi do vnittku mitochondrie zahyby (kristy). Mitochondrie kvasinek obsahuji bilkoviny,
lipidy a napt. RNA a DNA. V mitochondriich probiha i syntéza bilkovin. Proto vznikl nazor,
ze mitochondrie jsou vlastn¢ bakterie, které se dostaly do builkky jednoduchych eukaryot.
Mitochondrie jsou velmi dilezité energetické generatory bunek [14].

2.3.1.11 Fimbrie

Fimbrie jsou tenké, dlouhé proteinové vystupky vychazejici z povrchu nékolika druht
kvasinek. Fimbridlni protein je pfitomen v pribéhu vegetativniho ristu nekterych
kvasinek [13].

2.3.1.12 Kapsule

Tato slizk4 vrstva je povazovana za organelu kvasinek. Kapsule jsou pfitomny pievazné u
basidiomycet jako naptiklad Rhodotorula, Sporobolomyces. Kapsule slouzi k ochrané bunky
pfed fyzikdlnimi a biologickymi jevy. Kvasinky tvofi kapsule ve stanovistich, ktera jsou
chuda na ziviny [13].
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2.4 Vyuziti mikroskopie a prutokové cytometrie ke sledovani
Saccharomyces cerevisiae

Pratokova cytometrie byla vyuzita ke studiu bunééného cyklu kvasinky Saccharomyces
cerevisiae. Byly sledovany populace, které¢ rostly rizné rychle. Vyzkum poukazuje na
ukdzku rozdili rychlosti ristu; rychlost ristu zalezi na Gl fazi bunéfného cyklu. Se
zahajenim puceni bylo pozorovano zahdjeni syntézy DNA u vSech testovanych populaci.
Priutokova cytometrie by méla byt pouzita ke sledovani zmén obsahu bilkovin u pucicich
kvasinek. Byla zjisténa dobra korelace mezi obsahem bilkovin a rychlosti ristu [21].
Kvasinky Saccharomyces cerevisiae maji omezenou replika¢ni zivotnost, kazda buiika ma
omezeny pocet déleni pred bunécnou smrti. Tento fakt piispiva k heterogenité kultur.
Pivovarsky primysl vyuziva ¢ast odebranych bunék z kazdého cyklu a vyuziva je jako
inokulum pro dalsi smés.

Cytometrie byla také vyuzita k detekci klonované [-galaktosiddzy u kvasinek
Saccharomyces cerevisiae. Gen, ktery koduje B-galaktosidazu, je ¢asto vyuzivan ke studiu
urovné exprese. Byly pouzity analogy substratu a diky tomu lze sledovat jejich aktivitu
spektrofotometricky. Pouziti pritokové cytometrie umoznilo detekovat jednotlivé bunky
s vysokou hladinou exprese v disledku amplifikace genu nebo vyssiho poc¢tu plazmidu [21].

2.5 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky rodt Rhodotorula, Sporobolomyces ¢i Cystofilobasidium jsou
kvasinky akumulujici ve svych bunétnych strukturach lipofilni pigmenty zahrnujici
beta-karoten, torulen, torularhodin a jiné. Astaxantin je pfevazné tvofeny kvasinkou Phaffia
rhodozyma z rodu Xanthophyllomonas. Cervené kvasinky patii mezi Basidiomycety s piisné
aerobnim metabolismem. K syntéze karotenoidl potiebuji pfistup svétla a kysliku, pigmenty
jsou u kvasinek obranné metabolity proti zafeni a oxida¢nimu stresu.

2.5.1 Rod Rhodotorula

Nejbézné&jsi druhy jsou: Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa a Rhodotorula
minuta. Rhodotorula glutinis se nachéazi bézné v piirodé. Dokaze nahromadit velké mnozstvi
lipidG. Buniky maji tvar kulovity, ovalny. Netvoifi pseudomycelium, nekvasi. Jejich kolonie
jsou riizové az oranzové. V kapalinach tvoii usazeninu. Tento rod je velmi rozsiteny v pude,
vodé, vzduchu, potravinach. Nejrozsitenéjsi druh rodu Rhodotorula je Rhodotorula glutinis.
Vsechny druhy jsou lipidotvorné [15].

2.5.2 Rod Cystofilobasidium

Od rodu Rhodotorula se 1isi v typu basidia. Ma jednobuiikovy charakter, tzv. holobasidium.
Tvar bunék je kulaty a protdhly. Kolonie maji hladky a leskly povrch. Nekteti zastupci
z rodu: Cystofilobsidium bisporidii, Cystofilobasidium capitatum. Druh Cystofilobasidium
capitatum vytvari jedno jadrova mycelia. Sporidie jsou bud’ v parech, nebo jednotlive.
Generace jsou brany jako diploidni [16,14].
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2.5.3 Rod Sporobolomyces

Rod Sporobolomyces nema kvasné schopnosti, tvofi kolonie zluté az rtzové barvy. Tvofi
mycelium [15]. Nejbéznéjsi druhy: Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces salmonicolor.
Patii do &eledi Basidiomyces. Castym zdrojem vyzivy je pro né dusik, vyskytuji se
v atmosféfe a fylosféte. Buiky jsou kulovité, elipsoidni [14].

2.6 Karotenoidy

2.6.1 Vlastnosti

Karotenoidy patii do skupiny pigmenti zluté az cervené barvy. Vyskytuji se jak v rostlinné,
tak v zivocisné i mikrobiologické bunice. Existuje vice jak 700 pfirodnich karotenoidt. Jsou
nerozpustné ve vod¢€, ale jsou rozpustné v tucich. Hydrofobicita karotenoidi vede k jejich
presunu z bunék a hromadéni Vv cytoplazmatické membrané, casto se vazi na lipidy.
Karotenoidy jsou vysoce foto- a termolabilni, rozkladaji se za puisobeni kysliku. Slouzi jako
antioxidanty, chrani bunku pifed UV zafenim a pomahaji k pfenosu energie pii fotosyntéze
[17].

2.6.2 Struktura

Vlastnosti jsou definovany molekulovou i geometrickou strukturou (tvar, velikost, pfitomnost
funkénich skupin). Zakladni struktura karotenoidii je vyobrazena na obr. 6. Tento zakladni
skelet mize byt upraven tfemi zplsoby. Za prvé cyklizaci na jednom konci, nebo na obou
koncich molekuly viz obr. 7, za druhé zménami na tGrovni hydrogenace a za treti pfidavkem
funkénich skupin obsahujicich kyslik. Barevnost je zplisobena pfitomnosti konjugovanych
dvojnych vazeb, nejcastéji v konfiguraci trans. Karotenoidy lze dé€lit do tfech skupin podle
cyklické nebo acyklické deviti€lenné jednotky na acyklické (lykopen, fytoen, fytofluen),
monocyklické (y-karoten, torulen, torularodin), dicyklické (B-karoten, a-karoten) [17].
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Obrazek 6: Zakladni struktura karotenoidii [17]
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Obriazek 7: Cyklizace [17]

2.6.3 Pouziti

Nékteré pigmenty karotenoidi se pouzivaji k barveni potravin v mnozstvi 1-10 mg kg™
(mrkev, slupky pomerancl, paprika, margarin, zmrzlina, jogurt, ovocné dzusy apod.).
Degradacni produkty karotenoiddi jsou zodpovédné za chut a vini potravin. Syntetické
karotenoidy lze vyuZit jako potravinaiska barviva, ale i jako antioxidanty. Nejzndmé&j$im a
nejdilezitéjSim je P-karoten. Karotenoidy jako piirodni oxidanty pomadhaji ¢lovéku pii
nékterych onemocnénich, jako jsou rizné typy kardiovaskularnich chorob, nebo chrani pied
degenerativnimi u¢inky volnych radikalti zpasobujici tumory. Reaguji s reaktivnimi formami
kysliku, a proto funguji jako antioxidanty. Ve farmaceutickém primyslu se vyuzivaji
karotenoidy i jako prekursory provitaminu A [18].

2.6.4 Bunécna sténa karotenogennich kvasinek

Jednim z hlavnich krokd u biotechnologického vyuziti karotenoidii jakozto intracelularnich
metabolitd je naruseni bunétné stény. Po naruSeni bunécné stény lze ziskat pozadované
intracelularni produkty. Buné€na sténa kvasinek je tvofena dvéma vrstvami. Vrchni vrstva je
tvofena manany a proteiny, pod ni je vrstva tvofena glukany. Pod bunéénou sténou se nachazi
cytoplazmatickd membrana, kterou tvofi dvojita vrstva fosfolipidii. K naruseni stén kvasinek
1ze vyuzit mechanické i nemechanické metody. Zakladnim pravidlem pifi dezintegraci je, ze
intracelularni produkt nesmi byt denaturovan pii dezintegraci bunééné stény [19].

U karotenoidnich kvasinek je obecné zndmo, Ze maji pevnou rigidni bunécnou sténu.

Ziskavani bunécnych struktur ¢i metabolitd je proto velmi obtizné. K dezintegraci se pouziva
mnozstvi metod — fyzikalni, chemické ¢i enzymové. Kazdd metoda ma sva pro i proti,
neexistuje zadna univerzalni metoda pro dokonalou dezintegraci bun¢k. Dezintegracni proces
je zéavisly na mnoha faktorech, napt. pH, podminkéch kultivace, fazi ristu, teploté [20].
K dezintegraci karotenogennich kvasinek se obvykle pouziva mechanické rozetfeni v tieci
misce napiiklad s kiemennym piskem nebo oxidem hlinitym apod. Nasledné jsou metabolity
extrahovany, Vv ptfipadé lipofilnich karotenoidi organickymi rozpoustédly po zmydelnéni a
odpaieni do sucha [20].
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Pouzitim roztoku zasad nebo kyselin o rizné koncentraci Ize extrahovat bilkoviny z nativnich
bunék mikroorganismu. Lze vyuzit k extrakci 1 barviv a dusikatych latek. Avsak toto prostredi
Casto denaturuje i bunécné struktury ¢i karotenoidy [20].

K Setrnému odstranéni bunécnych oball se Casto pouzivaji i lytické enzymy. Pfi spravné
kombinaci enzymu, fyzikalnich i chemickych postuptt mizeme dosédhnout efektivni izolace
sledovanych metabolitd ¢i struktur. Izolace bunéénych komponent u karotenoidnich kvasinek

vvvvvv

vvvvvv

reakci s vngjsim prostiedim, kde jako bariéra chrani buriku proti riznym nepfiznivym vlivim.
Zmény podminek vnéjsiho prostiedi mohou porusit samotnou funkci bunééné stény v rdmci
odpovédi na pouzity stres (vysoka teplota, mrazeni), ktery mlize byt vyuzity jako efektivni
nastroj na usnadnéni samotné Setrné dezintegrace a izolace sledovanych komponent [20].

2.7 Vyuziti mikroskopie a prutokové cytometrie u pigmentovanych
mikroorganismii

Analyza heterogenity bunéénych populaci byva pouzita u aplikovanych oborli, kde se

piedpoklada specialni vyuziti, zejména pokud jde o izolaci kment s vysokym vynosem pro

biotechnologické aplikace.

Byla sledovana produkce lipazy pomoci Rhizopusar rhizus. Pomoci rozptylu svétla
(excitace pfi 633 nm) bylo zjisténo, Ze spory byly heterogenni. Produkce lipazy byla
testovana po vyklieni a ristu, nejaktivnéjsi spory byly znovu izolovany a dale testovany. U
nékterych spor bylo pozorovano i Sestinasobné zvyseni produkce [21].

Dunaliella salina je zelena fasa, ktera se vyznaCuje produkci latek, které mohou byt
ekonomicky vyuzity. Mezi tyto latky patii naptiklad p-karoten. Pritokova cytometrie ukazala
pouziti k obohaceni kmeni, které jsou nasledné schopny produkovat vice nez dvojnasobné
mnozstvi B-karotenu nez u standardniho typu [21].

Asthaxantin je dulezitou soucasti krmiv pro péstovani akvarijnich lososovitych druht.
Tento pigment je sekundarnim produktem u kvasinek Phaffia rhodozyma. Pomoci pratokové
cytometrie a tfidéni bunék byla cytometrie pouzita k izolaci mutantd kvasinek, které vykazuji
nadprodukci asthaxantinu [21].

Byly stanoveny podminky, podle kterych se obsah karotenoidu kvantitativné zvysil
v souvislosti s autofluorescenci u zmutované populace. Rozdil fluorescenci u divokého a
mutantniho typu byl potvrzen pomoci fluorescen¢niho konfokalniho mikroskopu. Nejlepsi
kmeny vyrabély az o 15 % vice karotenoidt nez rodicovské kmeny [21].

Analyza Zivotaschopnosti bunék je uZitecnym nastrojem pii riznych experimentalnich
postupech. Bylo zjiSténo, Ze zdkladnim kritériem pro odliSeni Zivych a mrtvych bunék je
celistvost membrany. Bé&zné pouzivanym barvivem je trypanova modi (TB, TrypaneBlue).
Mrtvé bunky absorbuji TB do cytoplazmy, zatimco Zivé buiiky ziistavaji neobarvené [22].

Nekteré studie byly provedeny s cilem zlepSit TB pro vyuziti v pritokové cytometrii.
V dnesni dobé se nejvice pouziva k zjisténi Zivotaschopnosti bun¢k PI (propidium jodid). PI
ma podobné schopnosti jako TB: proniknout do mrtvé buiiky a do DNA. Bylo navrhovano
vyuziti TB jako levné&jsi alternativy PI [22].
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TB byla pouzivana pro barveni pro ptipravu tkanovych fezi pro fluorescencni mikroskopii.
Omezenim u této metody je prekryv emisniho spektra protilditek a sond s pfirozenou
fluorescenci trypanové modfi. Projevuji se 1 zhaSeci schopnosti pfi vyssi koncentraci TB. Pro
prutokovou cytometrii byla nalezena i dal$i barviva, napiiklad methylenova modf pouZzivana
k redukci fluorescenéniho pozadi v bunikach [23].

3 CIL PRACE

Optimalizace pottebnych metod jako jsou kultivacni techniky, fluorescen¢ni mikroskopie a
prutokova cytometrie. Studium nékolika druhti karotenogennich kvasinek a jejich
molekularnich charakteristik.

4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité pro kultivaci kvasinek

Kvasni¢ny extrakt Himedia RM 194-500g
Siran amonny Lachner, CR
Dihydrogenfosforeénan draselny Lachner, CR
Siran hoteénaty Lachner, CR

Glukoza Vitrum VWR

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.

4.1.2 Chemikalie pouZité pro pritokovou cytometrii a fluorescenéni mikroskopii
Propidium jodid, Sigma Aldrich SRN

Methylenova modi, Sigma Aldrich SRN

Nilska ¢erven, Sigma Aldrich SRN

4.2 Pristroje a pomiicky

Fluorescenéni mikroskop Labomed model T121100

Pratokovy cytometr Apogee A50, Apogee Flow Systems (USA)
Analytické vahy Boeco (SRN)

Trepacka Labicom, RS10 Yellow Line Basic

Centrifuga Sartorius AG(SRN)

Vodni lazen Julabo TW2

Flow box Aura mini, Bio Air Instruments(USA)

4.3 Pouzité kvasinkové kmeny

Pro kultivaci byly pouzity kmeny kvasinek:
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2
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Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4

4.4 Kultivace mikroorganismu

44,1 Kultivace kmenua karotenoidia

Kvasinky byly kultivované v tekutém mediu pii 28°C za neustalého tfepani a osvétleni pro

produkci karotenoidd. Byly vyuzity dva typy kultivaénich medii, a to optimalni kontrolni

glukézové médium a médium S vysokym pomérem C/N pro ptevaznou produkci lipida.
Média byla sterilovana v tlakovém hrnci po dobu 30min.
Kultivace probihala pies dvoustupniovou inokulaci. Prvni inokulum bylo zaockovano tfemi

velkymi klickami ze zasobni kultury na Petriho misce. Dalsi pfeo¢kovani probihalo po 24 hod

vzdy v poméru 1 : 5. Kultivace v produkénim médiu probihala po dobu 80 hodin.

4.4.2 \olbainokula

Bylo pouzito inokula¢ni medium o slozeni uvedeném v Tab.2. Slozeni produkéniho média je

uvedeno v Tab.3.

Tabulka 2: SloZeni inokula

Slozka MnoZstvi [g]
Glukosa 40

Siran amonny 5

Siran hotecnaty 0,696
Dihydrogenfosfore¢nan amonny 5
Kvasni¢ny extrakt 7

Voda 1000

Tabulka 3:SloZeni produkéniho média

Kontrolni Médium pro
médium syntézu lipidu
Slozka MnozZstvi [g] MnozZstvi [g]
Glukosa 30 56
Siran amonny 4 1
Siran hofe¢naty heptahydrat 0,696 0,4
Dihydrogenfosfore¢nan amonny 4 4
Kvasni¢ny extrakt - 1
Voda 1000 1000

4.5 PouZziti pritokové cytometrie

Jako fluorescenéni sondy byla pouzita fluorescenéni barviva: propidium jodid, methylenova
modi. K optimalizaci metod byly pouzity kvasinky kultivované 90hodin. Pro méfeni byly
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pouzity 2ml 50x ziedénych bunék. Smés bunc¢k byla doplnéna vodou do Iml. K takto
pfipravenému vzorku byly piidany fluorescen¢ni sondy. Propidium jodidu o koncentraci
1 mg/ml bylo ptidano Sul, mikrozkumavka byla ponechana 5min v lednicce. Poté byl takto
pfipraveny vzorek podroben méfeni. K roztoku bylo ptidano 2ul MB o koncentraci 1mg/ml,
miktozkumavka byla ponechana 5min pii 30°C. Poté bylo provedeno méfeni.

Tabulka 4: Nastaveni cytometru zalozka PMT

PMT
Voltage |Noise
SALS 250 0,02
350 0,04
FL1 500
FL2 500
FL3 500
FL4 500

FL1-FL4 je oznaceni detektord pratokového cytometru.

Tabulka 5: Nastaveni cytometru zalozka Control

Control | Flush cycles 2
Sheat 150 mbar
Sample 2,78 pl/min

4.6 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro sledovani kment kvasinek pomoci fluorescenéni mikroskopie byly pouzity fluorescencni
sondy methylenova modf a propidium jodid. Byly pouzity buiky usmrcené varem po dobu
10min a bunky nepovafené. Kvasinky byly pouzZity po 90hod kultivace. Ke sledovani bylo
pouzito 0,Iml zivych bunék spoleéné s0,1ml povaienych bunék, vzorek byl doplnén
destilovanou vodou do 1ml. K takto pfipravenému vzorku byly pfidany fluorescenéni sondy.
Bylo ptidano 0,2pl methylenové modii, mikrozkumavka byla ponechana inkubovat Smin pfi
30°C. Propidium jodidu bylo pfidano 5ul, mikrozkumavka byla ponechana Smin v lednicce.

4.7 Rustova krivka

Po dokonceni optimalizace metody byla meétena ristova kiivka dvou vybranych kmeni
kvasinek. Kvasinky byly kultivovany ve dvou riznych kultiva¢nich médiich: kontrolni
gluk6zové médium a médium s pomérem C/N = 70 k podpofe syntézy lipidi. V pribehu
rustové kiivky byly provedeny odbéry v ¢asech 0; 0,5; 1; 1,5; 6; 9; 24; 32; 48; 56; 72 a
80 hodin kultivace. Buniky byly zfedény 50x. Ke stanoveni Zzivotaschopnosti bunék byla
pouzita fluorescenéni sonda MB. Na bunky bylo plsobeno dvéma stresovymi faktory,
mrazenim a teplotnim Sokem po dobul0, 20 a 30min pfi 60°C. Pomoci pritokové cytometrie
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se sledovala propustnost rigidni bunécné stény karotenogenni kvasinky v riznych fazich
rustové kiivky ve dvou pouzitych kultivacnich médiich.

Mikroskopickému pozorovani pomoci fluorescencniho mikroskopu byly podrobeny buiiky, na
které se nepusobilo stresovymi faktory. Jako fluorescen¢ni sonda byla pouzita nilska ¢erven 0
koncentraci Img/ml. K Iml bun&k byly piidany 2 pl NC. Sledoval se piirtistek lipidickych
granuli v bunikach, které po obarveni sondou fluoreskuji ¢ervené.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

V prvni ¢asti prace byla provedena optimalizace vyuzivani barveni bun¢k karotenogennich
kvasinek. Je znamo, ze Cervené kvasinky jsou diky obsazenym pigmentim schopné
autofluorescence. Ta byla pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem bez piidani
fluorescen¢ni sondy. Dale pak byly vyuzité sondy PI a MB k odliseni zivych bunék od
mrtvych. K vhodné nafedéné suspenzi bunc¢k byla ptfidand vybrana fluorescencni sonda.
Metoda byla optimalizovana na pouziti vhodné koncentrace sondy — 1mg/ml a na dobu
inkubace.

5.1 Pritokova cytometrie

5.1.1 Cystofilobasidium capitatum

Byla pouzita kultura kvasinky Cystofilobasidium capitatum po 90hodinach kultivace.
Nastaveni podminek méteni pritokového cytometru bylo optimalizovano na hodnoty uvedené
v tabulce 4 a 5.
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Obrazek 8: Oznacena populace na kanalech SALS, LALS

Na obr.9 je vyobrazena méfend populace kvasinek. Populace je ohrani¢ena rizovym
Sestithelnikem, kterym lze pohybovat a ménit si méfené uzemi. V Sestitthelniku je obsaZena
vzdy oblast, kterou chceme méfit. Populace je oznaCena na kanalech SALS (Small Angle
Light Scattering), LALS (Large Angle Light Scattering).

1 LY L [N (] L] 1 Tin| 1 1 1 lllll |||I| |||| 1 |||| 1 ]
Methylenova modi Propidium jodid

Obrazek 9: Porovnani blanku s MB a PI po 90hod kultivace
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Porovnanim blanku s buitkami obarvenymi MB a PI je viditelna zména (Obr.10). Objevily se
zde tii piky. Prvni pik ptedstavuje Zivé buiiky, u MB je procentudlné vyjadiena na 80,1 % u
Pl na 81,6 %. Prostfedni, nejmensi pik poukazuje na buiky, které jeste¢ nejsou mrtvé, ale
pouze prezivaji. Posledni pik vyobrazuje mrtvé buiiky; u MB piedstavuje 14,4 %, u Pl 14,2 %

mrtvych bunék. Jak je vidét, hodnoty zivotaschopnosti se v porovnani PI a MB lisi
minimalng.

500

Count

- iivé mrtvé

Obrazek 10: Porovnani blanku s 10min.povafenou kulturou s MB

Histogram, na kterém je vyobrazeno méfeni Zivotaschopnosti bun¢k pomoci MB pii PMT 500
je uveden na Obr.11. Osa x znazorfiuje intenzitu signélu, osa y mnozstvi signalu. Carkovang,
rizoveé je vyznacena reference z méfeni blanku. Hnéd¢é je vyznaceno meétfeni bunék po
10minutach pii varu. MiiZzeme zde pozorovat posun piku vice vpravo,coZ znamena, Ze po
10minutach varu byla vétSina buné€k mrtvych. Na pritokovém cytometru pod grafem lze

vy¢ist hodnoty zivotaschopnosti 1 poctu bun€k. U tohoto méfeni bylo zaznamenano 97,5%
mrtvych bunék.
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Obrazek 11: Porovnani blanku s 10min. povai‘enou kulturou s PI

Histogram uvedeny na obr.12 znazoriiuje kvasinky (povarené 10min) obarvené PI. Zde bylo
zaznamenano 97% mrtvych bunék. Pii porovnani s procentudlnim hodnocenim
zivotaschopnosti u méfeni s MB se tyto hodnoty nijak zvIast' nelisi. Tyto vysledky by
potvrzovaly teorii 0 moznosti nahrady PI za TB [22]. Dalo by se tedy tvrdit, Ze pii takovémto
nastaveni cytometru Ize pouzivat MB misto PI k urCeni Zivotaschopnosti bunék. Nahrada
methylenové modii za propidium jodid by mohla mit podobny ucinek, ktery je uveden
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v ¢lanku [22], kde se pojednéva o nadhradé PI za TB. MB je oproti PI levnéjsi a hlavné neni
mutagenni, jako je PI.

5.1.2 Rhodotorula glutinis
Rhodotorula glutinis byla pouzita po 90 hodinach kultivace.
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Obrazek 12: Porovnani vysledki za pouziti MB a PI po 90hod kultivace

Pti porovnani vysledkti bunék kultivovanych 90hod za pouziti MB a PI je vidét stejné
rozdéleni na dvojity pik (obr.13). Prvni pik znaci zivé buiiky a druhy, vétsi pik oznacuje
mrtvé bunky. Porovnanim procentudlnich vysledkd Zivotaschopnosti u MB byl vysledek
70,7% mrtvych bunék a u PI 70,2% mrtvych bunék. Opét se tyto vysledky od sebe nijak
razantng neli$i, a proto se nam opét potvrdila moznost pouziti MB misto PI.
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Obrazek 13: Po 10min povaieni s MB a PI

Bunky byly povatreny 10 minut. Opét 1ze pozorovat posunuti piku oproti blanku jak u MB, tak
i u PI. Procentualni zastoupeni bunék u MB 98,5 % mrtvych bunék a u PI 99 % mrtvych
bunék.
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5.1.3 Sporobolomyces roseus

Sporobolomyces roseus byl kultivovan 90 hodin. Na obr.15 a 16 jsou uvedeny piislusné
histogramy.
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Obrazek 14: Porovnani bunék po 90 hod kultivace s MB a Pl

2P0

FL4_SR_10_blank.fcs

A0

Count
Count

2

o

e —————
-———

MB

Obrazek 15: Porovnani po 10 min povareni

5.1.4 Sporobolomyces shibatanus

Kvasinka Sporobolomyces shibatanus byla kultivovana 90 hodin.
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Obrazek 16: Porovnani po 90hod kultivace
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Obrazek 17: Porovnani po 10min povareni

Stejné vysledky jako u predchozich kvasinek mutizeme pozorovat i u kvasinek zrodu
Sporobolomyces. Buiiky obarvené MB ¢i PI vykazovaly témét totozné hodnoty. Piky pro zivé
a mrtvé buniky byly od sebe dostate¢né oddélené (obr. 18).

5.2 Mikroskopické pozorovani

U mikroskopického pozorovani kvasinek pomoci fluorescenéniho mikroskopu byla
optimalizovéna koncentrace a doba inkubace pouzité barvici sondy. Z uvedenych vysledkil
vidime kvasinky z optického i fluorescencniho mikroskopu.

5.2.1 Cystofilobasidium capitatum

Na obr.19 a 20 jsou uvedeny mikroskopické snimky kvasinky C.capitatum z fluorescenéniho
a optického mikroskopu za pouziti dvou typti fluorescencnich sond.
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Obriazek 18: Zaznam kvasinek C.capitatum obarvenych methylenovou mod¥i z optického mikroskopu

Obrazek 19: Zaznam kvasinek C.capitatum obarvenych propidium jodidem z fluorescenéniho a optického
mikroskopu

5.2.2 Rhodotorula glutinis

Na obr.21 a 22 jsou uvedeny mikroskopické snimky kvasinky R.glutinis z fluorescen¢niho a
optického mikroskopu za pouziti dvou typt fluorescencnich sond.

Obrazek 20:Zaznam kvasinek R.glutinis obarvenych pomoci methylenové modii z optického mikroskopu
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Obrazek 21: Zaznam kvasinek R.glutinis obarvenych methylenovou modfi z optického a fluorescenéniho mikroskopu

5.2.3 Sporobolomyces shibatanus

Na obr.23 jsou uvedeny mikroskopické snimky kvasinky S. shibatanus z fluorescen¢niho a
optického mikroskopu.
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Obriazek 22: Mikroskopické pozorovani SSh

Pti mikroskopickém pozorovani s PI nebyla pozorovana fluorescence. Za pouziti MB byla
viditelna autofluorescence bunck. Buiky, které jsou Vv optickém mikroskopu tmaveé modré,
jsou mrtvé. Zivé buiiky pulzuji a barvivo vypuzuji ven, zatimco mrtvé buiiky nepulzuji, a
proto Vv nich barvivo zistava. Jak je vidét z obr.23, fluoreskovaly pouze neobarvené bunky, tj.
zivé bunky, lze tedy usoudit, ze se jedna o autofluorescenci.

5.2.4 Sporobolomyces roseus

Na obr.24 jsou uvedeny mikroskopické snimky kvasinky S.roseus z optického mikroskopu za
pouziti methylenové modfi.
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Obrazek 23: Mikroskopické pozorovani S. roseus

U Sporobolomyces roseus nebyla pozorovana fluorescence pomoci fluorescenéni sondy PI.

5.3 Sledovani ristové kiivky pomoci fluorescenénich technik

K méfeni rustové kiivky byly vybrany dva kmeny Cystofilobasidium capitatum a
Rhodotorula glutinis, a to na =zakladé ptedchozi optimalizace metody stanoveni
zivotaschopnosti pii povafeni 10minut. K méfeni ristové kiivky a urceni zivotaschopnosti
v riznych fazich byla pouzita MB o koncentraci 1mg/ml. Pro vizualizaci na fluorescencnim
mikroskopu byla vyuzita fluorescenéni sonda NC o koncentraci 1mg/ml. Nilska &erveti je
fluorescenéni sonda, ktera se vaze na lipidové granule. Byla sledovana propustnost membrany
v urcitych fazich rustové kiivky v zdvislosti na teplotnim Soku 60°C,Soku mrazenim a
Zivotaschopnost bunék.

5.3.1 Cystofilobasidium capitatum

Nameétené hodnoty Zivotaschopnosti a poctu bunék z priitokového cytometru byly zpracovany
do grafii. Jako fluorescen¢ni sonda byla pouZzita MB.
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Obrazek 24: Zavislost Zivych bunék na ¢ase kultivace - kontrolni médium
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Obrazek 25: Zavislost Zivych bunék na ¢ase kultivace - lipidové médium
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Grafy 25 a 26 znazoriuji zavislost zivych bun¢k na case kultivace. Mlizeme zde vidét
zavislost integrity bunééné stény na Case Kultivace. Lze pozorovat i odolnost bunék pii 10, 20

a 30 minutach pii 60°C.
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Obrazek 26: Zavislost poc¢tu bunék na ¢ase - lipidové médium
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Obrazek 27: Zavislost po¢tu bunék na ¢ase - kontrolni médium

Zavislost poctu bunék na case je vlastné rastovou kiivkou. Lze pozorovat, ze v priabéhu 24—
48 hod kultivace byl nejvétsi nartist bunék a poté pocty uz klesaji. Od 6. do 24. hod kultivace
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je tzv. exponencidlni faze rastové kiivky. Pfi porovnani ristové kiivky z kontrolniho média a
média pro podporu syntézy lipidi vidime velice podobny prubéh rastu kvasinky
Cystofilobasidium capitatum.
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Obrazek 28: Zavislost poctu Zivych bunék na ¢ase kultivace po teplotnim Soku mraZenim

Odolnost bunééné stény kvasinky v ruznych fazich rustu byla sledovana i pii chladovém
teplotnim Soku (mrazeni a rozmrazeni). Buiky z jednotlivych odbérti byly uskladnény
Vv mrazni¢ce do Uplného zamrazeni a po rozmrazeni byla zméfena Zivotaschopnost pomoci
pratokového cytometru fluorescencni sondou MB. Z uvedeného obrazku muizeme vidét, ze
kvasinky kultivované v médiu podporujicim syntézu lipidi vykazovaly vy$si odolnost viici
teplotnimu stresu. Miizeme tak pfedpokladat vétSi Zivotaschopnost bunck lze ptisoudit
hromadéni lipidickych komponent v bunééné membrané, ptipadné ruznych glykolipidovych
latek umisténych vevnitf ¢i v okoli bunééné membrany.

Buiiky byly pozorovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Byla pouzita NC o koncentraci

1mg/ml. K Iml bunék byly pfidany 2ul NC. Poté byly buiiky ponechany 5 min pii 30°C na
inkubaci.
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Obrazek 29: Prvni odbér v ¢ase 0- lipidové médium

U prvniho az ¢tvrtého odbéru nebyla pozorovana fluorescence. Fotografie (obr.30) zachycuje
déleni bunék.

L4
Obrizek 30: Ctvrty odbér lipidové médium

U ¢tvrtého odbéru (obr.31) byla poprvé viditelna fluorescence bunék. Buniky pravdépodobné
zacaly produkovat karotenoidy typické svoji autoflourescenci.

Obrazek 31: Odbér ¢.9 — médium pro produkci lipida
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Obrazek 32: Dvanacty odbér z média pro produkci lipidi

Pokud porovname odbér 9 a 12 (obr.32, 33), je u odbéru 12 viditelné vEétSi mnozZstvi
lipidovych zrn. Tvorba lipidovych zrn se dale bude zvySovat. Stejné tak mizeme sledovat

¢as 0 hod ¢as 168 hod

Obrazek 33: Porovnani zbarveni kultury v ¢ase 0 po 168 hodinach kultivace

Z inokula¢niho média byly zaockované bunky do dvou produkénich médii: K — kontrolni,
L —podporujici produkci lipidi. Z obrazkt zabarveni kultivaénich médii (obr.34) jsou vidét
rozdily v produkci barevnych pigmenti v téchto médiich, kde v médiu podporujici syntézu
lipidt je kromé zvysSené produkce lipidickych latek (viz mikroskopické pozorovani granul) i
vétsi produkce karotenoidl. Veskeré tyto latky pravdépodobné zvySuji odolnost kvasinkové
bunécné stény vici riznym typtim dezintegrace a stresovym faktortim.
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Obriazek 34: Mikroskopicky snimek z konfokalniho mikroskopu — C.capitatum kultivované na kontrolnim médiu

Pro srovnani byla pofizena rovnéz fotografie bunc¢k C.capitatum pomoci konfokalniho
mikroskopu pii 168 hod kultivace, buiiky byly barveny nilskou ¢erveni (obr.35).
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Obrazek 35: Mikroskopicky snimek z konfokalniho mikroskopu — C.capitatum kultivované na lipidovém médiu

Z vyslednych obrazki (obr.36) miZeme jednozna¢né pozorovat vyskyt lipidovych granuli,
které dosahuji skoro aZ poloviny obsahu bunky pii kultivaci kvasinek v médiu podporujicim
syntézu lipidu.

5.3.2 Rhodotorula glutinis

Z dat ziskanych pomoci prutokového cytometru byly zaznamenany hodnoty Zivotaschopnosti
a poctu bunék. Pomoci téchto dat byly vytvofeny nésledujici grafy. Bunky byly barveny
pomoci MB.
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Obrazek 36: Zavislost po¢tu Zivych bunék na ¢ase - kontrolni médium

Tento graf (obr.37) znazoriuje zavislost zivych bunék na Case kultivace v kontrolnim médiu.
Z grafu lze pozorovat zmény zivotaschopnosti bunék pti pisobeni teplotniho Soku 60°C. Je
patrné, ze buniky relativné odolavaly teplotnimu Soku pii 60°C v ¢asovych intervalech 10 a
20min lépe, zatimco pii 30min piezilo malé procento bunék.
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Obrazek 37: Zavislost Zivych bunék na ¢ase - lipidové médium

Z hodnot ziskanych z jednotlivych odbérd kvasinky Rhodotorula glutinis kultivované na
médiu podporujicim syntézu lipida je jasné vidét vyssi odolnost bun¢k vici teplotnimu stresu
vV porovnani s bunikami kultivovanymi na kontrolnim glukézovém médiu. Pfiblizné¢ od
56. hodiny kultivace se odolnost vuci stresu zvySovala (viz. Obr. 38 — kiivka 10 min inkubace
pii 60°C), coz bylo zptisobeno pravdépodobné zvysenou syntézou ochrannych lipidickych
latek a pigmentli v pribéhu stacionarni faze ristu.
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Obrazek 38: Zavislost poctu bunék na ¢ase kultivace - lipidové médium
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Obrazek ¢. 39 znazoriuje rustovou kiivku kvasinky Rhodotorula glutinis kultivované na
médiu podporujicim syntézu lipida. Je zde vyobrazena zavislost poctu bunék na Case.
Muzeme zde najit konec lag faze, coz je pii 1,5h kultivace. Poté kiivka roste a nastava
exponencialni faze ristu bunék. Kolem 48h kultivace nastava tzv. stacionarni faze, coz je
patrné z dalSich vysledkt pii 56, 72 a 80 hodinach kultivace, kdy se od sebe pocty buné¢k
velmi nelisi.
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Obrazek 39: Zavislost poc¢tu bunék na ¢ase kultivace - kontrolni médium
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Obrazek 40: Zavislost Zivych bunék na ¢ase po pisobeni Soku mraZenim
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Graf na obr.41 vyobrazuje zavislost zivotaschopnosti bun¢k na ¢ase kultivace pti chladovém
Soku vyvolaném mrazenim a rozmraZzenim bunék. V rozmezi 6-48 hodin kultivace se
snizovala zivotaschopnost buiky ziejmé z divodu méné odolné bunécné stény. Po 48.hodiné
kultivace byla bunéénd sténa pravdépodobné restrukturalizovdna a zesilena, a proto se
zivotaschopnost bun¢€k zacala opét zvySovat. Stejné tak jako u kvasinky Cystofilobasidium
capitatum, i u kvasinky Rhodotorula glutinis byly bunky vice ¢i méné odolné v zavislosti na
kultivaénim médiu, vyssi odolnost vykazovaly v lipidovém médiu.

Pti mikroskopickém pozorovani bunék v danych Casech kultivace byla pouzita nilské cerven
jako fluorescencni sonda, kterd se vaze na lipidy. Do 1ml bun€k bylo pfidano 2ul nilské
cervené, bunky byly ponechdny Smin na inkubaci pti 30°C.
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Obrazek 41: Prvni odbér — snimky bunék R.glutinis z optického mikroskopu

Na obrazku 42 jsou vyobrazeny buriky v ¢ase ristu 0. Mizeme zde vidét pribéh déleni bunéek.
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Obrazek 42:0dbér 4 - snimky bunék R.glutinis z optického a fluorescen¢niho mikroskopu

L4

Odbér cislo 4 byl prvni, na kterém byla pozorovana fluorescence. Na fotografii (obr.43) je
op¢t viditelné déleni bunck. Obrazek z optického mikroskopu zachycuje bunky, u kterych je
zachycena rovnéz fluorescence.
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Obrazek 43: Odbér 7 - snimky bunék R.glutinis z optického a fluorescenéniho mikroskopu

Pii odbéru po 24h kultivace fluoreskovalo uz vice bun¢k (obr.44). Podle grafu zavislosti
zivych bun¢k na Case se tento odbér nachazi v exponencialni fazi.
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Obriazek 44: Odbér 10 - snimky bunék R.glutinis z optického a fluorescenéniho mikroskopu

Pfi desatém odbéru byla na mikroskopu pozorovana lipidova zrni¢ka a tvorba vakuol (obr.45).
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Obrazek 45: Odbér 11-snimky bunék R.glutinis z optického a fluorescenéniho mikroskopu

V predposlednim odbéru pii kultivaci 72 hodin jsou viditelné vétsi vakuoly v buiikach, vice
lipidovych zrni¢ek nez pii odbéru L10 (obr.46). Odbér L10 a L11 se nachazi podle grafu
zavislosti poctu bun€k na Case ve stacionarni fazi rlstu.
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Obriazek 46: Kontrolni médium odbér 8 - snimky bunék R.glutinis z optického a fluorescenéniho mikroskopu

Na kontrolnim médiu byla pozorovana fluorescence bun¢k R.glutinis az pii odbéru osmém pfii
kultivaci 32 hodin. Zde mtizeme vidét vliv pouzitého média na produkci lipidi a pigmentt
(obr.47).
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Obriazek 47: Kontrolni médium odbér 9 — snimky bunék R.glutinis z optického a fluorescenéniho mikroskopu

U odbéru 9 byly na optickém mikroskopu viditelné vakuoly a lipidova zrnicka (obr.48).
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Obrazek 48: Kontrolni médium odbér 10- snimky bunék R.glutinis z optického a fluorescenéniho mikroskopu

Pokud porovname K10 (obr.49) s K9 (obr.48), je viditelny rozdil ve velikosti vakuol v buiice.
V preparatu K10 obsahuji bunky uz vétsi vakuoly a mensi lipidova zrnicka (v porovnani
s odbérem L10, 11).
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Obrazek 49: Zbarveni kultury R.glutinis po 151 hodinach kultivace

I u kvasinky Rhodotorula glutinis miizeme pozorovat vyrazny rozdil v zabarveni kultiva¢niho
produkéniho média. Lipidové médium obsahuje buiiky produkujici vice lipidickych latek i
karotenoidd.
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Obrazek 50: Snimky bunék R.glutinis kultivovanych na kontrolnim médiu z konfokalniho mikroskopu

Na obr.51 je uvedena kvasinka Rhodotorula glutinis vyfocena pomoci konfokalniho
mikroskopu po 151 hod kultivace. Jako fluorescenéni sonda byla pouzita NC.
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Obrazek 51: Snimky bunék R.glutinis kultivovanych na lipidovém médiu z konfokalniho mikroskopu

Kdyz porovname obrazky 51 a 52, mizeme vidét v prvnim ptipad¢ granule tzv. ,,prazdné,*
nalezici pravdépodobné vakuoldm. Jejich tvar odpovida téz snimkim z optického mikroskopu
(obr.49). Ve druhém piipad¢ vidime granule s vyrazné intenzivnéjsi fluorescenci. Budou to
pravdépodobné obarvené lipidické granule.
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6 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo optimalizovat cytologické metody, jako je prutokova

cytometric a fluorescencni mikroskopie ke sledovani karotenogennich kvasinek.
K optimalizaci metod byli vyuziti étyfi zastupci kvasinek, a to Rhodotorula glutinis,
Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces shibatanus. Kvasinky
byly kultivovany 90 hodin a ¢ast z nich byla nasledné¢ usmrcena varem pii 100°C po dobu
10 min. Byly tak ziskany mrtvé bunky.
Za vyuziti fluorescencnich sond propidium jodidu a methylenové modfi bylo optimalizovano
urcovani zivotaschopnosti bun¢k pratokovou cytometrii. Po 10 minutach byly vSechny bunky
mrtvé. Pfi porovnani zivotaschopnosti ur¢ené pomoci propidium jodidu s zivotaschopnosti
ur¢enou pomoci methylenové modii se vysledky lisily miniméln€. Tento jev byl pozorovéan u
vSech zkoumanych kvasinek. Tim by se mohla potvrdit teorie, ze methylenova modi se da
pouzit misto propidium jodidu k urceni Zivotaschopnosti bunék. Pouziti methylenové modfi
by bylo vyhodnéjsi, protoze je levnéjsi a oproti propidium jodidu neni mutagenni.

Po optimalizaci metod byli vybrani dva zastupci kvasinek zrodt Rhodotorula a
Cystofilobasidium. Byla méfena rustova kiivka kvasinek Rhodotorula glutinis a
Cystofilobasidium capitatum kultivovanych na dvou riznych produkénich médiich. Na bunky
bylo plusobeno dvéma stresovymi faktory, a to mraZenim a naslednym rozmraZenim
(chladovy $ok) a inkubaci pii 60°C v ¢asovych intervalech 10,20 a 30 minut. Z porovnani
vysledkt obou kvasinek Ize u kmene C.capitatum pozorovat mensi zmény v procentualnim
zastoupeni poctu zivych bunék nez u R.glutinis bez pusobeni stresovych faktort. Pokud se
pusobilo stresovym faktorem pii teploté 60°C v ¢asovych intervalech 10,20 a 30 minut, tak
zde se uz procentualni zastoupeni zivych bunék viditelné¢ zmensuje u obou kvasinek. Lze dale
fici, ze Cystofilobasidium capitatum je vici vyssi teploté odolngjsi nez Rhodotorula glutinis.
Pii pohledu na graf Zivotaschopnosti buné€k po provedeni teplotniho Soku mraZenim u
C.capitatum je viditelné, ze pfi 24 hod kultivace bylo nejvice Zivych bunék a pii 168 hod je
op¢t viditelny rist kiivky. AvSak u obou druht kvasinek 1ze pozorovat zvySujici se odolnost
bunécné stény, a proto jim teplotni Sok mrazenim nepiisobil problémy.

V ramci mikroskopického pozorovani byla fluorescence s pouzitim barviva nilska cerven
viditelnd az po 1,5 hodiné¢ kultivace. Na fotografiich z prvnich odbért je viditelné déleni
bunék. U dalSich odbéri 1ze pozorovat tvorbu lipidovych zrn. Pocet lipidovych zrn se vyrazné
zvySoval hlavné v médiu podporujicim syntézu lipidi. Z mikroskopického pozorovani bylo
vidét 1 silngj$i bunécnou sténu z odbért béhem pozdéEjsi exponencidlni a celé stacionarni faze
rustu.

Takto optimalizované metody by mohly byt vyuzity k dalSimu studiu morfologie
cervenych kvasinek. Ziskané vysledky tykajici se odolnosti bunécné stény by se mohly
vyuzit pro spravnou dobu sledovani bunéénych komponent fluorescencni mikroskopii
s vyuzitim vhodné sondy, kdy bude buiika jest¢ dostatecné propustné k barveni, nebo vhodné
doby odbéru bunék a naslednému pouziti naptiklad v biotechnologii Kk izolaci zadanych
bunéénych komponent.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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