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ABSTRAKT

Cilem ptedlozené diplomové prace byla charakterizace karotenogennich kvasinek
pomoci molekuldrnich technik. K tomuto ucelu byly amplifikovany mezidruhové varia-
bilni a pfitom konzervované sekvence genomové DNA, a to konkrétné oblasti rDNA
D1/D2 velké ribosomalni podjednotky a tseky ITS1 a 5,8-ITS2 rDNA. Tyto sekvence
byly podrobeny analyze metodou DGGE, ktera prokéazala odliSnost kmene S. roseus
ve vSech analyzovanych tsecich rDNA od ostatnich kmenii karotenogennich kvasinek.
Ke karyotypové charakterizaci kvasinek byla optimalizovana metoda PFGE, a to jak
izolace intaktni DNA, tak parametry PFGE. Celkem bylo analyzovano devét kment
karotenogennich kvasinek rodi Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium
a Phaffia. Soucasti diplomové prace byla také aplikace molekularnich metod k moleku-
larni analyze isekd D1/D2 u mutantnich kment karotenogennich kvasinek. Tyto kmeny
byly adaptovany na odpadni substraty, jakymi byly téstoviny a glycerol a v této praci
byla ovéfena stabilita jejich produkénich vlastnosti.

KLICOVA SLOVA

Karotenogenni kvasinka, DGGE, PFGE, PCR, molekularni charakterizace, karyoty-
pova charakterizace



ABSTRACT

The aim of this master’s thesis was focused on characterization of carotenogenic
yeast using molecular techniques. For this usage, interspecific variables of strongly con-
served sequences of genomic DNA, especially rDNA D1/D2 large ribosomal subunit
and ITS1 and 5,8-1TS2 rDNA regions were amplified. These sequences were subjected
analysed by DGGE method, which approved differences of S. roseus in all analyzed
rDNA sequencies compared to the other analyzed carotenogenic yeasts. Parameters of
PFGE and isolation procedure of the intact DNA were optimized for caryotypic yeast
characterization. At all, nine of carotenogenic yeast strains Rhodotorula, Sporobolomy-
ces, Cystofilobasidium a Phaffia were analyzed by this techniques. Further part of this
thesis was focused to application of molecular methods to analysis of region D1/D2 of
large ribosomal subunit in mutant carotenogenic yeast strains. Mutant strains were pre-
viously adapted to waste substrates - pasta and glycerol, and stability of their production
properties was verified.

KEYWORDS

Carotenogenic yeast, DGGE, PFGE, PCR, Molecular technics, Karyotipic charac-
terization
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1 UVOD

Metody tradi¢ni mikrobiologie rozliSuji mikroorganismy na zaklad¢ jejich morfolo-
gickych, fyziologickych a biochemickych vlastnosti. Tyto vlastnosti, ale zavisi na geno-
vé expresi a jsou do jisté miry ovlivnény podminkami vné&jSiho prostiedi. Standardni
metody tedy vyzaduji fadu kultivacnich testti, jakymi jsou hodnoceni vzhledu a tvaru
kolonii, sporulace a morfologie bun¢k, testy schopnosti asimilace zdroji uhliku a dusi-
ku, pozadavky na pfitomnost vitamini, schopnosti zkvasovat cukry a dale rizné naroky
mikroorganismli na teplotu prostfedi, koncentraci cukri a soli.. Ve srovnéni
s molekularnimi metodami se jedna a ¢asové velmi narocné metody, které v fad¢ ptipa-
da nemusi byt prikazné.

Molekularni metody piedstavuji rychlou a pfesnou analyzu jednotlivych druhti mi-
kroorganismil 1 bez potieby ptedchozi kultivace. Tyto metody jsou pouzivany pro taxo-
nomické, fylogenetické studie a v primyslovych aplikacich k rychlému stanoveni kon-
taminujicich mikroorganismi, ¢i zmény pozadovanych vlastnosti produkénich kmenti
vznikem mutaci. K témto Gc¢elim je nejcastéji pouzivana metoda PCR ve spojeni
s metodou DGGE. Pomoci metody PCR jsou nejprve amplifikovany mezidruhové vari-
abilni a pfitom konzervované sekvence, pro piesné urceni pivodu mikroorganismu.
Témito sekvencemi genomové DNA jsou oblasti D1/D2 rDNA jako soucast genu ko-
dujici velkou ribosomalni podjednotku, a dva variabilni nekodujici useky rDNA tzv.
regiony ITS1 a 5.8 ITS2. Sekvence téchto oblasti jsou pak separovany v denaturaénim
gradientu metodou DGGE a Vv zavislosti na jejich primarni struktufe umoznuji identifi-
kaci 1 blizce piibuznych organismu.

Jinou metodou poskytujici rozliSeni i blizce pifibuznych organismii je metoda
PFGE. Tato metoda umoznuje sledovani karyotypu kvasinek a obecné eukaryotickych
organismu, protoze dokaze separovat molekuly DNA vétsi nez 50 Kbp. Je tak aéinnou
metodu pro stanoveni velikosti a poctu jednotlivych chromosomt.

PredloZena diplomova prace se zabyva molekularni charakterizaci karotenogennich
kvasinek. K tomuto ucelu byly pouzity vy$e uvedené metody. Analyzované kmeny ka-
rotenogennich kvasinek byly Rhodotorula glutinis, Rhodotorula aurantiaca, Rhodotoru-
la mucilaginosa, Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces shibatanus, Sporobolomyces
salmonicolor, Cystofilobasidium capitatum a Phaffia rhozodyma.

Soucasti predlozené prace byla také aplikace molekularnich metod na stanoveni od-
liSnosti mutantnich kmenii karotenogennich kvasinek a stanoveni odliSnosti produkce
vyznamnych metabolith od jejich ptivodnich produkénich vlastnosti.
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2 TEORETICKA CAST

2.1  Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky jsou kvasinky schopné akumulovat v povrchovych struktu-
rach bunky karotenoidni pigmenty. JSou to neptibuzné organismy ve vétsiné piipadii
fazeny do tfidy Basidiomycetes, protoZze se vétSina z nich vyznacuje tvorbou bazidi-
ospor, produkci ureazy a jejich bunééna sténa se sklada prevazné z chitinu, mananu a je
pigmentovana. Dale jsou fazeny do pododdéleni Pucciniomycotina a Agaricomycotina.
Do oddéleni Pucciniomycotina (synonimum Urediniomycetes) nalezi kvasinky fada
Sporidiobolales a Erythrobasidium. Do odd¢leni Agaricomycotina (synonimum Hyme-
nomycetes) nalezi fad Cystofilobasidiales [1] [2] [3].

2.1.1 Vybrané druhy karotenogennich kvasinek

2.1.1.1 Rod Rhodotorula

Kvasinky maji kulovity az vejcovity tvar. Vegetativné se rozmnozuji multilateral-
nim nebo polarnim pucenim. Mohou vytvaret pseudomycelia i pravd mycelia. Nékteré
kmeny jsou schopny syntetizovat ¢ervené nebo Zluté pigmenty na sladinovych agarech.
VétSina druhti postrada schopnost asimilovat inositol. Druhy, které jsou naopak schopny
asimilovat inositol, nejsou schopny asimilovat D-glukuronat. Nejsou schopny kvasit
sacharidy. Vytvafeji koenzymy Q-10 a Q-9. Druhy schopné syntetizovat karotenoidy
jsou Rhodotorula glutinis, Rhodotorula aurantiaca, Rhodotorula lactosa, Rhodotorula
mucilaginosa (Rhodotorula rubra), Rhodotorula diffluens a Rhodotorula acuta. Kva-
sinky druhu Rhodosporidium toruloides jsou schopny kumulovat lipidy, které tvoti az
20 % susiny. Z toho divodu jsou vyuzivany jako zdroj triacylglyceroll, povrchové ak-
tivnich latek, nebo jako zdroj nenasycenych mastnych kyselin [1] [4] [5].

Obr. 1: Zleva Rhodotorula mucilaginosa a Rhodotorula diffluens [4] [6]
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2.1.1.2 Rod Sporobolomyces

Kolonie jsou zbarveny lososové rizovou barvou, oranzové, Cervené i zluto-
hnéd¢ v dusledku tvorby karotenoidt. Tvar bun¢k je elipsoidni, vietenovity az cylin-
dricky. Nedokazi zkvasovat cukry a obsahuji ubichinon. Kolonie jsou vétSinou silné
zvrasnény. Vedle pucicich bunck vytvareji také bohaté mycelium. Vyskytuji se ¢asto na
listi stromi a na jinych rostlinach, odkud se dostavaji do tekoucich 1 stojatych vod. Ka-
rotenogenni druhy jsou Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces ruber, Sporobolomy-
ces salicinus, Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces sasicola, Sporobolomy-
ces shibatanus, Sporobolomyces singularis, Sporobolomyces subbrunneus a
Sporobolomyces xanthus [1] [4] [7].

Obr. 2: Ktizovy roztér kmene Sporobolomyces roseus [8]

2.1.1.3 Rod Cystofilobasidium

Diky pfitomnosti karotenoidii tvofi oranZové, lososové az skotficové zbarvené ko-
lonie. Tvar bun¢k je vejcovité protahly. Nepohlavné se rozmnoZzuji polarnim nebo bipo-
larnim pucenim. Netvofii ballistokonidie. Nékteré druhy mohou vytvaiet pseudohyfy.
Pfi pohlavnim rozmnozovani vytvareji prava mycelia a tmaveé pigmentované teliospory,
které kli¢i v prisedlé basidiospory. Vytvareji koenzymy Q9 a Q10 a obsahuji xylulésu.
Jednotlivé druhy akumulujici karotenoidy jsou Cystofilobasidium bisporii, Cystofilo-
basidium capitatum a Cystofilobasidium infirmominiatum. Tyto druhy nejsou schopny
zkvaSovat glukdsu a maji ptisné aerobni metabolismus. Cystofilobasidium capitatum je
kultivovano pro jeho vysokou produktivitu koenzymu Q 10, B-karotenu, torulenu a toru-
larhodinu [1] [4] [9]

Obr. 3: Zleva Cystofilobasidium bisporii a Cystofilobasidium capitatum [4]
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2.1.1.4 Rod Phaffia (Xanthophyllomonas)

Vegetativné se tento rod rozmnozuje pucenim. Kvasinky maji elipsoidni tvar a vy-
skytuji se jednotlivé, ve dvojicich a obcas mohou tvoftit kratké fetézce. Syntetizuji karo-
tenogenni pigmenty, zejména astaxanthin a v mensi mife -karoten. Kolonie jsou cerve-
né az losové cCervené barvy. Nevytvareji prava mycelia, ale mohou vytvaret
pseudomycelia. Maji schopnost zkvaSovat cukry. Jako jiné zdroje uhliku nejsou schop-
ny asimilovat inositol. Produkuji koenzym Q-10 a jejich buniky obsahuji xylulésu. Nej-
vyznamné&j$im druhem produkujicim karotenoidy je Phaffia rhodozyma. V dnesni dobé
jsou pro produkci astaxanthinu vyuzivany mutantni kmeny Phaffia rhodozyma, protoze
divoké kmeny produkuji astaxanthin v malé mife, a jsou proto ekonomicky nevyhodné

[1] [4] [10].

Obr. 4: K#izovy roztér kmene Phaffia rhodozyma [8]

2.2  Metabolity karotenogennich kvasinek

Mezi hlavni metabolity karotenogennich kvasinek patii karotenoidy, jimiz jsou ly-
kopen, a-karoten, B-karoten, astaxanthin a zeaxanthin. V bunkach kvasinek plni karote-
noidy funkci fotoprotekce, ktera je realizovana prostiednictvim zhaseni singletového
stavu kysliku, inaktivaci volnych radikalt kysliku a zhéSeni excitovanych tripletovych
stavii molekul. Kromé vSech fyzikalnich mechanismt zapojenych do karotenoidni foto-
protekce, ovliviiuji karotenoidni pigmenty lipidové membrany zejména, co se tyce je-
jich strukturnich a dynamickych vlastnosti a také snizuji jejich oxida¢ni degradaci. Na-
ptiklad, pfitomnost polarnich karotenoidl v tukové fazi ma vliv na fyzikalni vlastnosti
membrany, moduluje membranovou fluiditu a ovliviiuje prinik malych molekul, véetné
kysliku povrchovou bariérou [3] [11].

Dulezitymi latkami obsazenymi zejména v cytoplasmatické membrané kvasinek
jsou lipidy. Lipidy tvofi chemicky rozmanitou skupinu triacylglycerold, vosku, glykoli-
pidu a fosfolipidii. Fosfolipidy jsou nezbytnou slozkou bunécnych membran, ktera
ovlivituje jejich prostupnost a elasticitu. Obsah neutralnich triacylglycerolu a fosfolipi-
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dii zavisi na slozeni zivného média a podminkach kultivace. Kvasinky bézn¢ obsahuji 5
— 15 % tuku v suSiné, ovSem karotenogenni kvasinky jsou schopny dosahnout az n¢ko-
likandsobku (cca 60 % tuku v susing). Standardni profil mastnych kyselin, které jsou
tyto kvasinky schopny akumulovat, zahrnuje kyselinu palmitovou, stearovou, oleovou a
kyselinu linoleovou. Idealnim substratem pro produkci lipida je glycerol; v soucasné
dobé je glycerol totiz odpadnim produktem pii vyrobé bionafty, jedna se tedy i o eko-
nomicky vyhodny substrat [3] [4] [12].

Vyznamnym metabolitem, ktery ma ve spojeni s fosfolipidy funkci pfi tvorbé bio-
membran, je ergosterol. Ergosterol je provitaminem D,. Pisobenim UV zafeni dochazi
ke vzniku vitaminu D [4] [13].
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Obr. 5: Metabolity karotenogennich kvasinek [13] [14] [15]
2.2.1 Karotenoidy a jejich biosyntéza
Karotenoidy jsou extrémné hydrofobni molekuly s malou nebo Zadnou rozpustnosti

ve vodé. Dalo by se tedy ocekavat, ze budou omezeny na hydrofobni oblasti v buiice,
jako je hydrofobni jadro biomembran, S vyjimkou spolecného vyskytu S proteiny, coz
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Jim usnadnuje pfistup k vodnimu prostiedi. Polarni funkéni skupiny samoziejmé mohou
zménit polaritu karotenoidd a umoznuji jejich interakce s jinymi molekulami [11]

Vétsina karotenoidnich latek se fadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy for-
maln¢ obsahujici osm izoprenovych jednotek. Jejich barevnost je zplisobena fetézcem
konjugovanych dvojnych vazeb, ktery se vyskytuje v nékolika zékladnich strukturach, a
jejich kombinacich. Karotenoidy se déli na dvé hlavni skupiny [16].

2.2.1.1 Karoteny

Nejjednodussim typem karotent je acyklicky polynenasyceny uhlovodik fytoen.
Acyklické karoteny se - S vyjimkou lykopenu - nachazeji v potravinaiskych materialech
jen v malém mnozstvi. Doprovazeji zde alicyklické karoteny a xantofyly. Alicyklické
karoteny vznikaji enzymové katalyzovanou cyklizaci na jednom nebo obou koncich
acyklickych -karoteni, kdy se tvofi [-jononové struktury v p-karotenech
a o-jononové struktury v e-karotenech. a-karoten, f-karoten a y-karoten jsou prekurzo-
ry retinolu, a fadi se proto mezi provitaminy A. Konverzi jedné molekuly p-karotenu
vznikaji dv€ molekuly vitaminu A [16] [15].

B—jononovy

kruh

CHj
N

) HaC CHg
3

\ oa—karoten

o—jononovy HiC CHy  CHs CH,

kruh NP ~

N OH

Hy ,
3 vitamin A

Obr. 6: Strukturni vzorce vitaminu A, -karotenu a a-karotenu

2.2.1.2 Xantofyly

Primarné vznikaji jako produkty biochemické oxidace karotenti. V potravinach se
VvV malém mnozstvi vyskytuji xantofyly odvozené od acyklickych karotent, jako je
napft. 1,2-epoxylykopen, coz je pigment piitomny v rajéatech. Kryptoxanthiny jsou mo-
nohydroxysubstituované derivaty alicyklickych karotenti. Vyskytuji se mnohem casté&ji
nez xanthofyly a nachazeji se napft. v rostlinnych pletivech (a-kryptoxanthin). Obecné
jsou xanthofyly hlavnimi karotenoidy rostlin [16].
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2.2.2 Biosyntéza karotenoidii

Biosyntéza karotenoidii probiha obdobnym zptisobem jako syntéza latek terpenoid-
ni povahy, tedy metabolickymi drahami kyseliny mevalonové. Vstupni komponentou je
acetylkoenzym A (AcCoA), ktery je meziproduktem aerobniho odbourani sacharidt a
B-oxidace mastnych kyselin [3].

Kyselina mevalonova je vytvaiena kondenzaci tii molekul acetylkoenzymu A, kde
prvni dvé molekuly acetyl-CoA jsou spojeny Vv acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA rea-
guje s acetyl-CoA. Produktem této reakce je (S)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA za
ucasti hydroxymethylglutaryl-CoA syntazy. Poté dochazi k redukci na (R)-mevaldovou
kyselinu za Gcasti hydroxymethylglutaryl-CoA reduktazy. (R)-mevaldova kyselina je u
kvasinek redukovdna pomoci NADH-dependentni mevaldat reduktdzy na kyselinu
mevalonovou. Dvéma po sob¢ jdoucimi reakcemi kyseliny mevalonové a ATP vznika
isopentenyldifosfat za soucasné eliminace oxidu uhli¢itého a vody. Isopentenyldofosfat
podléha vratné isomeraci, ¢imz vznika dimethylallyldifosfat. Prodlouzeni fetézce iso-
pentenyldifosfatu o fetézec dimethylallyldifosfatu za tcasti dimethylallyl transferdzy
vznikd geranyldifosfat. Tato reakce uvoliiuje allylovy kationt, ktery nasledné podléha
adici na dvojnou vazbu isopentenyldifosfatu za uvolnéni protonu. Obdobné reaguje
geranyldifosfat s isopentenyldifosfatem za vzniku farnesyldifosfatu, ktery podobnym
zpusobem reaguje s isopentenyldifosfatem, ¢imz vznika geranylgeranyldifosfat [14]
[15] [17].

Naslednou kondenzaci dvou molekul geranylgeranyldifosfatu vznika molekula fy-
toenu. Této kondenzace se ucastni enzym fytoen syntdza. Fytoen je pfimym prekurzo-
rem karotenoidd, je bezbarvy a podléha tad¢ desaturacnich a cykliza¢nich reakci. Pro-
duktem téchto reakci je u kvasinek neurosporen. Nasledné vznikad lykopen, ktery
podléha cykliza¢nim reakcim, kdy vznikaji dva typy jononovych struktur, a to
B-jononové struktury a o-jononové struktury. Biosyntéza karotenoidd je uvedena
Vv obrazku ¢€.7 a obrazku ¢. 8 (vlevo) [17] [14].

2.2.2.1 Biosyntéza ergosterolu

Ergosterol nalezi mezi terpenoidy, proto je jeho biosyntéza z pocatku obdobna jako
u karotenoidt, probiha tedy metabolismem kyseliny mevalonové. Meznim produktem
odlisnosti je farnesyldifosfat. Poté nasleduji kondenzacni reakce, které vedou squalen k
lanosterolu. Konverzi lanosterolu vznikd zymosterol, ktery je transportovan do mito-
chondrii, kde je methylovan a vznika fekosterol. Finalni konverze fekosterolu na ergo-
sterol probiha v endoplasmatickém retikulu. Za anaerobnich podminek jej kvasinky
nedokézi syntetizovat a nejsou schopny rast, pokud neni ergosterol do média ptidan.
K této situaci dochazi z toho davodu, ze pro cyklizaci squalenu je kyslik nezbytny.
Biosyntéza ergosterolu je uvedena v obrazku ¢. 8 (vpravo), kde pierusované Sipky vyja-
diuji neékolik reakénich kroka [14] [18] [17] [15].
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2.3 Molekularni charakterizace kvasinek

Metody molekularni biologie jsou v dne$ni dobé pouzivany pro rychlou identifikaci
a taxonomické zafazeni kvasinek. Metody tradi¢ni mikrobiologie rozlisuji mikroorga-
nismy na zakladé¢ jejich morfologickych a fyziologickych vlastnosti. Tyto vlastnosti ale
zavisi na genové expresi a jsou do jisté miry ovlivnény podminkami vnéjsiho prostiedi.
Tyto standardni metody vyzaduji fadu kultivacnich testl, jakymi jsou hodnoceni vzhle-
du a tvaru kolonii, sporulace a morfologie bunék, testy schopnosti asimilace zdroji uh-
liku a dusiku, pozadavky na ptitomnost vitamind, schopnosti zkvasovat cukry, dale riz-
né naroky kvasinek na teplotu prostfedi, koncentraci cukrii a soli. V porovnani
s molekularnimi technikami se jedna o ¢asové velmi naro¢né metody [1] [3] [4] [19].

Vyhodou nékterych molekularnich technik je, Ze nejsou ovlivnény podminkami
vng&jsiho prostiedi a predstavuji tak takzvané metody otisku prstu umoziujici identifika-
ci a taxonomické zafazeni kvasinek [19] [20]. K taxonomickému, fylogenetickému za-
fazeni, identifikaci mutaci a jejich povahy jsou z téchto technik nejcastéji pouzivany
metody Polymerazové fetézové reakce (PCR), Denaturacni gradientové gelové elektro-
forézy (DGGE), Pulzni gelové elektroforézy (PFGE) a jiné metody zaloZené na analyze
genomové DNA. V piipadé PCR a DGGE mohou byt k tomuto ucelu pouzivané hy-
pervariabilni a pfitom z ¢asti vysoce konzervované sekvence genomové DNA nebo mi-
tochondrialni DNA [1] [19] [20].

Piikladem hypervariabilnich sekvenci genomové DNA obsahujici konzervované
sekvence jsou ribosomalni geny a ITS (Internal transcribe spacer) mezerniky (spacery),
které se vyskytuji mezi ribosomalnimi geny. Analyzou téchto genti 1ze dosahnout rozli-
Seni mezi jednotlivymi kvasinkovymi kmeny [1] [19] [20] [21].

V dnesni dobé jsou sekvence ribosomalnich genl rutinné pouZzivany ke stanoveni,
identifikaci a diferenciaci kvasinkovych kmeni. Sekvence domény D1/D2 velké ribo-
somalni podjednotky LSU jsou piistupné na mezinarodnich databazich pro kvasinky
fazené mezi Ascomycetes i Basidiomycetes. Analyza téchto sekvenci je uskute¢novana
amplifikaci téchto specifickych useki, jejich sekvencovanim a naslednym porovnanim
ziskanych sekvenci se sekvencemi kvasinek v mezinarodnich databazich. Optimalizo-
vany postup trva 24 - 48 hodin [1].
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2.3.1 Izolace genomové DNA

Prvnim a nezbytnym krokem molekularni analyzy je izolace genomové DNA. Cis-
tota a kvantita izolované DNA je rozhodujici pro tspésnost dalSich postupt a jako tako-
va je zalozena na rozdilnych fyzikéalné-chemickych vlastnostech jednotlivych biologic-
kych makromolekul [22].

Buiiky jsou chranény pied vnéj$im prostiedim bunécnou sténou, kterou je tieba roz-
rusit pasobenim vhodnych enzymu, chelata¢nich ¢inidel a povrchové aktivnich latek.
Pro rozruseni bakteridlni bunétné stény je velmi U¢inny enzym lysozym spolu
s detergenty a chelatacnimi ¢inidly, jako je EDTA. EDTA vyvazuje hofeénaté
a manganaté ionty a tim inaktivuje pusobeni deoxiribonukleaz, které by degradovaly
uvolnénou DNA [23]. Kvasinkova bunécna sténa se svym chemickym slozenim a odol-
nosti li$i od bakterialni bunétné stény, je tedy tieba kombinovat metody mechanické
dezintegrace bun¢k spolu s pusobenim degrada¢nich enzymu, nejcastéji glukuronidaza
[22] [24].

Po Uspésném rozruSeni bunécné stény jsou uvolnény vSechny komponenty bunky
do vnéjsiho roztoku. Takova smés je nazyvana jako hruby lyzat. Lyzat obsahuje kromé
DNA a RNA také nizkomolekularni uhlovodiky, polysacharidy, lipidy a bilkoviny.
Z této smési muze byt dale DNA izolovana za pouziti enzymu. Pro odstranéni RNA je
pouzivana ribonukledza A a pro odstranéni proteint proteindza K. Odstranéni proteinti
je velmi dulezity krok; lyzat totiz obsahuje mnoho enzymd, které by mohly degradovat
DNA [25].

Dalsi standardné pouZzivanou metodou izolace DNA z hrubého lyzatu je fenol-
chloroformové extrakce. Smés chloroformu a fenolu je totiz hydrofobni a oddéluje se od
vodné faze. Po promichani vrstev dochdzi k denaturaci proteinl, které se vysrazi
Vv organické fazi, zatimco DNA a RNA zlstavaji ve vodné fazi. DlleZitym kritériem
tohoto kroku je pH fenolu. Pii neutrdlnim nebo alkalickém pH zlistane DNA a RNA ve
vodné fazi, pti kyselém pH zlstane ve vodné fazi pouze RNA. Po fenol-chloroformové
extrakci je tfeba precipitovat extrahovanou DNA Vv ethanolu nebo isopropanolu za pfi-
tomnosti jednomocnych iontt. Precipitaci je odstranén fenol a soli. Fenol je totiz dena-
tura¢ni ¢inidlo a mohl by zpiisobit denaturaci enzymi, zejména Taq polymerazy pti
nasledné PCR. Po precipitaci nasleduje rozpusténi agregatii DNA ve vodném roztoku
obsahujicim TRIS-HCI o rozmezi pH 7,5 - 8. Poslednim krokem je zajisténo, ze DNA
nebude degradovana deoxyribonukleazami [22].

V soucasné dobé jsou hojné pouzivany komerc¢ni kity, které zajist'uji vysokou ¢isto-
tu 1 koncentraci izolované DNA. Tyto Kity obsahuji pfedpfipravené roztoky. K 1yze bu-
nék pouzivaji roztok, ktery mimo jiné obsahuje SDS jako detergent, jenz odstrani lipidy.
Tyto Kkity dale vyuzivaji kombinace mechanického a enzymatického ptisobeni na bu-
nécnou sténu bunek, roztoky obsahujici soli pro navazani DNA na silikové membrany,
dale roztoky obsahujici ethanol pro pfecisténi DNA a roztoky o vhodném pH obsahujici
TRIS-HCI pufry pro rozpusténi a uchovavani DNA [26].
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2.3.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je prilomovou metodou molekularni biologie ob-
dobn¢ jako objev restrik¢énich endonuklaz. Jedna se o metodu s velmi vysokou citli-
VOsti, jez umoznuje bézn¢ amplifikaci genu, ktery ma pouze jedinou kopii v celém ge-
nomu, a jeho naslednou vizualizaci na agarosovém gelu. V dnesni dob¢ je tato metoda
pouzivana k rychlé analyze pozadovanych sekvenci diky automatizaci teplotnich cykla
a snadné dostupnosti termostabilni polymerazy [27; 22] [28].

Princip polymerazové fetézové reakce (PCR) je zalozen na mechanismu cyklicky se
opakujici replikace nukleovych kyselin. DNA je syntetizovdna ve sméru 5‘—3° pro-
stfednictvim DNA polymerazy [22] [28].

Dvouvlaknova DNA je nejprve denaturovana pusobenim teplot okolo 94 °C, poté
na oba protilehlé fetézce DNA nasedaji specifické primery tak, Ze jejich 3¢ konce smé-
fuji naproti sobé&. Teploty nasedani primert zaviseji na teploté tani danych primert; ob-
vykle se pohybuji vrozmezi teplot 55 - 80 °C. V dals$i fazi dochazi k protismér-
né syntéze vldken DNA na obou protilehlych matricovych fetézcich. Teplota posledniho
kroku je v rozmezi teplot 65 - 72 °C a zavisi na aktivité polymerazy. Tyto tii kroky jsou
cyklicky opakovény, dokud neni dosazeno pozadované koncentrace PCR produktu; ve
vétSing piipadi se doporucuje 25 - 30 cykli. Vyssi pocet cykli zvysuje koncentraci ne-
specifickych produktii. Reakce je nakonec ukoncena zchlazenim celé reakéni smési na 4
°C [22].

Kazda nova aplikace PCR vyzaduje novou optimalizaci. Nejcast&j$imi problémy
PCR je nizka koncentrace poZadovanych produktl a vysoka koncentrace nespecifickych
produktid. Tyto produkty vznikaji v disledku nespecifického nasednuti primerti nebo
jejich nespravného prodlouzeni, tvorby dimert primert, které se pak stavaji konkurenty
pro pozadované templaty. Dal§$imi moZnymi pfi¢inami mohou byt i vyskytujici se mu-
tace. Pro ziskani poZzadovanych PCR produktii je potfeba optimalizovat slozeni reakéni
smési, jednotlivé teploty kazdého kroku cyklu a pocet jednotlivych cykla [27; 22].
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Obr. 9:Princip PCR reakce
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2.3.2.1 Primery

Obecné pozadavky na primery zahrnuji nejen jejich koncentraci v PCR smési (op-
timalni koncentrace je 0,1 - 0,5 uM), ale 1 jejich idealni délku a zastoupeni jednotlivych
bazi. Optimalni primer by mél mit délku od 18 do 28 nukleotidi a m¢l by obsahovat 50
az 60 % guaninovych a cytosinovych bazi. Idealni teplota tani primert - T, by se m¢la
pohybovat v rozmezi teplot 55 - 80 °C. Aby se zamezilo tvorbé dimeri primerd, nemély
by primery byt vic¢i sobé komplementarni na 3"-koncich [27; 22].

2.3.2.2 Koncentrace hore¢natych ionta

Koncentrace hote¢natych iontl je stézejni pro vysledek PCR reakce, protoze muze
ovlivnit prodlouzeni primerd, disocia¢ni teplotu DNA vlaken templatt i PCR produktu,
specifitu reakce, formovani dimerd primerti a zejména piesnost a enzymovou aktivitu
polymerazy. Idealni koncentrace se pohybuje v rozmezi 0,5 do 2,5 mM nad koncentraci
deoxynukleotidi. V potaz je potfeba brat i moznou pfitomnost chelatacnich ¢inidel
Vv roztoku templatové DNA, které na sebe vazi hofe¢naté ionty. V takovém piipadé mu-
ze dojit k inaktivaci polymerazy, kterd vyzaduje k reakci pfitomnost hofecnatych iontt
[27; 22].

2.3.2.3 Polymeraza

Aktualng je pouzivana rekombinantni komeréné dostupna Taq polymeraza. Tato po-
lymeraza byla izolovana z termofilni bakterie Thermus aquanticus. Vyhoda této poly-
merazy spociva v jeji odolnosti vii¢i velmi vysokym teplotam, pfi kterych denaturuje
DNA. Koncentrace tohoto enzymu v reakéni smési mize rozhodnout o koncentraci po-
zadovaného produktu i1 nespecifickych produktl. Pfi vysokych koncentracich je vysoka
1 koncentrace nespecifickych produkti. Doporuc¢ena koncentrace je mezi 1 az 2,5 U. Je
tteba brat do uvahy také fakt, Ze aktivita kazdé polymerdzy mulZe byt odliSna
Vv zavislosti na vyrobci [27; 22].

2.3.2.4 Koncentrace deoxynukleotidi

Koncentrace vSech ¢étyt deoxynukleotidi by v jejich smési méla byt ekvivalentni,
aby se zabranilo moznému $patnému zac¢lenéni nukleotidu. Roztok obsahujici nukleoti-
dy by m¢l mit neutrdlni pH. Idealni koncentrace se mohou pohybovat v rozmezi 20 az
200 uM v zavislosti na velikosti PCR produkti a potfebném mnozstvi cykla. Nizsi kon-
centrace nukleotid minimalizuje nespravné zatfazeni nukleotidi. Koncentrace 20 uM
kazdého nukleotidu ve 100 pul PCR smési by teoreticky mélo odpovidat syntéze 2,6 ug
DNA [27; 22].

2.3.2.5 PCR pufr

Doporuc¢enym pufrem je TRIS-HCI pufr o koncentraci 10 — 50 mM a pH 7,8 — 6,8
béhem podminek v termocykleru [27; 22].
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2.3.2.6 Nested PCR oblasti D1/D2 velké ribosomalni jednotky (LSU) ITS1, ITS 2
fragmenti

Existuje mnoho typt metody PCR lisicich se podle rozdilného pouziti. Nested PCR
vyuziva vnéjSich a vnitinich primert. Jedna se tedy o dvoukrokovou reakci, kdy v
prvnim kroku jsou pouzity vnéjsi primery a v dal§im kroku vnitini primery. Tento typ
PCR je nejéastéji pouzivan kvili vysoké citlivosti a specifité [22]. Pro identifikaci
a taxonomické zatazeni kvasinek jsou pro nested PCR pouzivany primery pro oblasti
ITS1, ITS2 aoblast velké ribosomalni jednotky (LSU) D1/D2. Tyto oblasti nesou
hypervariabilni sekvence a konzervativni sekvence primerti, Sekvence ostatnich

ribosomalnich gend jsou vice konzervativni a neposkytuji vhodné rozliSeni mezi velmi
blizkymi kvasninkovymi druhy [1; 2; 20; 19].
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Obr. 10:Oblasti ITS a D1/D2 oblasti

Pro amplifikaci ITS1 a ITS2 oblasti jsou v prvnim kroku reakce standardné
pouzivany primery ITS1 a ITS4. V dalSim reakénim kroku je tento Usek rozdélen

primery ITS1 a ITS2 na ITS1 oblast, primery ITS3 a ITS4 tuto oblast rozdéluji na
ITS2 oblast (viz Obr. 10, Obr. 11).
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Obr. 11: Usporadani ribosomalnich gent v genomové DNA [29]
Pro amplifikaci oblasti D1/D2 jsou v prvnim kroku pouzivany primery NL1 a NL4.

Dalsi reakci je tento tisek genu pro velkou ribosomalni jednotku rozdélen na D1/D2
oblast pomoci primertt NL1 a LS2 [29] [30].
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2.3.3 Denaturacni gelova gradientova elektroforéza (DGGE)

Po uspésné optimalizaci PCR nastava faze, kdy je nutno analyzovat sekvence jed-
notlivych PCR produkti a urcit tak rozdilnost jednotlivych kvasinkovych kmend.
K tomuto ucelu je mozné pouzit metodu denaturaéni gradientové gelové elektroforézy,
ktera umoziuje separaci molekul DNA, jez se od sebe lisi | jedinou bazi. Jedna se tedy
0 tzv. metodu otisku prstu, protoze slouzi k pfesnému urceni mikroorganismi, zejména
ve spojeni s PCR bakterialnich i kvasinkovych ribosomalnich genu [27; 22].

2.3.3.1 Princip denaturaéni gradientové gelové elektroforézy

Princip této metody spociva v rozdilné elektroforetické mobilité denaturované, tedy
jednofetézcové DNA (SSDNA) a nedenaturované dvouretézcové DNA (dsDNA)
V polyakrylamidovém gelu se vzriistajicim denaturaénim gradientem. Denaturacni gra-
dient je zprostfedkovany vzrlstajici teplotou nebo vzriistajici koncentraci denaturac¢nich
¢inidel. Jako denaturacni Cinidla se pouzivaji formamid a mocovina. Pti pohybu mole-
kul dsDNA v polyakrylamidovém gelu dochazi k jejich denaturaci na zakladé tzv. teplo-
ty tani. Ta je dana zastoupenim jednotlivych bazi v molekule DNA. Molekuly DNA
S vy$8im zastoupenim guaninovych a cytosinovych bazi denaturuji pii vyssich teplotach
nebo koncentraci denaturantli pozdé&ji nez ty s niz§im zastoupenim téchto bazi. Je tomu
tak z toho divodu, ze guaninové a cytosinové baze jsou spojeny tiemi vodikovymi
mistky [22] [27] [31] [32].
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Obr. 12: Princip denaturacni gradientové gelové elektroforézy [32]

Existuji dva zakladni typy DGGE, které se 1isi zpisobem denaturace DNA produk-
td, napi. TGGE (teplotni gradientova gelova elektroforéza). NejpouzivanéjSim druhem
pro stanoveni polymorfismt kvasinkovych kment je paralelni DGGE. Jednotlivé PCR
produkty o stejné velikosti, ale rozdilné sekvenci jsou analyzovany ve vhodném denatu-
racnim rozmezi. Polymorfismy jsou pak rozliSeny na zékladé mnozstvi jednotlivych
fragmentli pro piislusSny kmen na gelu nebo umisténim fragmenti v denaturaénim gra-
dientu. Pro lepsi rozliseni jednotlivych fragmentd lze pouzit primert prodlouzenych o
GC-svorky [22] [27] [31] [32].
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Obr. 13: Vlevo DGGE profil PCR produktd rDNA kvasinkovych kmenii mlécného kvaseni
1, Candida pararugosa; 2, C. parapsilosis; 3,C. zeylanoides; 4, C. pseudointermedia;
5, C. catenulata; 6, C. rugosa; 7, Kluyveromyces marxianus; lane 8, K. lactis; lane
9, Trichosporon mucoides; lane 10, Pichia guilliermondii; 11, Cryptococcus curvatus;
12, Saccharomyces cerevisiae, vpravo identifikace kmene Cryptococcus luteus pomoci
PCR-DGGE [33] [34]

Jako kazda metoda ma i DGGE své limitace. Uspé&$nost této metody totiz zavisi na
mnoha faktorech, jakymi jsou pfitomnost nespecifickych PCR produktii, existence né-
kolika variant sledované¢ho genu v genomu a volba spravného denatura¢niho rozmezi.
Vyznamnou roli hraje také spravna velikost analyzovanych PCR produkt; metoda
DGGE totiz dokaze rozlisit molekuly DNA do velikosti 500 bp [27] [31].

Kromé identifikatnich a taxonomickych aplikaci ma DGGE Siroké vyuZiti
I v pramyslu, a to zejména pro uréeni druhu mikrobialni populace v potravinaiskych
produktech, jakymi jsou vino, pivo a mlééné vyrobky [35] [36], pti ekologickém zpra-
covavani odpadd, jakym je celuldza, kterd miZze byt odbourana pomoci mikroorganismi
produkujicich B-glukosidazu, a likvidace odpadniho perchloru pomoci enzymu perch-
lordismutazy, kterou produkuji nékteré bakterie [37] [38].
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2.3.4 Sekvenovani

Sekvenovani je metoda umoziujici stanoveni primarni struktury DNA, tedy po-
fadi nukleotidt. Jestlize je totiz zndma primarni struktura molekul DNA, je mozné 1épe
porozumeét podstaté biologickych procesti na zaklad¢ rozpoznani funkce jednotlivych
gend, jejich regulacnich oblasti a stanoveni jejich mutaci. Tato metoda je také klicovou
pro stanoveni odli$nosti mezi jednotlivymi organismy. Existuji dvé mozné metody sek-
venovani. Prvni metodou je chemicka metoda Maxam-Gilbertova, zaloZena na specific-
ké degradaci nukleovych kyselin pomoci chemickych slouc¢enin. Druhou metodou je
enzymatickd metoda, neboli metoda Sangerova. Sangerova metoda vyuziva aktivity
DNA polymerazy. Tato metoda je v dnesni dobé plné automatizovana a masove vyuZzi-
vana specializovanymi pracovisti [22; 28] [33].

2.3.5 Pulzni gelova elektroforéza

Konven¢ni gelové elektroforézy molekul DNA jsou zaloZzeny na pohybu téchto
zaporné nabitych molekul v gelové matrici umisténé ve stejnosmérném elektrickém
poli. Pohybem zaporné nabitych molekul DNA v tuhé matrici ve sméru od katody
k anod¢é dochazi k jejich separaci podle velikosti. Tento jev je zpusoben zesiténim ma-
trice, vétSinou agarosového nebo polyakrylamidového gelu. Malé molekuly DNA se
pohybuji matrici rychleji, zatimco vétsi molekuly se pohybuji pomaleji. Rychlost pohy-
bu molekul DNA v gelu zavisi na mnoha dalSich parametrech, jakymi jsou napéti ve
stejnosmérném elektrickém poli, teplota, vodivostni vlastnosti pufru a druh a zesiténi
tuhé matrice. Konvenéni gelovou elektroforézou lze délit tzv. molekuly DNA stiedni
velikosti, tedy molekuly DNA do 50 Kbp [39] [40].

2.3.5.1 Princip pulzni gelové elektroforézy (PFGE)

V piipad¢ sledovani karyotypu kvasinek konvenc¢ni elektroforetické metody ne-
staci, protoze velikost kvasinkovych chromozomu piekracuje 50 Kbp. K tomuto aéelu
se pouziva metoda pulzni gelové elektroforézy (PFGE). Tato metoda byla mimo jiné
jako prvni pouzita k rozliSeni chromozom pucicich kvasinek. VyuZziva zptisobu pohybu
molekul DNA v tuhé matrici, kterou v tomto piipadé byva agarosovy gel. Molekuly
DNA se v tuhé matrici za pisobeni elektrického pole pohybuji zptisobem tzv. reptace,
coz lze piiblizit zpisobu pohybu hada; hlava molekuly nejprve vybere smér a zbytek ji
nasleduje. Odstranime-li ptisobeni elektrického pole, natazené molekuly DNA se vraceji
zpét do relaxovaného stavu. Rychlost této relaxace je zavisld na velikosti molekuly
a zesiténi matrice. Cim vétii je zesiténi matrice a velikost molekuly DNA, tim déle ji
trva, nez se dostane do relaxovaného stavu. Metoda PFGE je zalozena na stfidani sméru
pusobeni elektrického pole. P#i zméné sméru pisobeni elektrického pole nastava faze,
kdy se musi molekuly DNA pteorientovat z jednoho do druhého sméru piisobeni elek-
trického pole. Reorientace je zavisla na rychlosti relaxace molekuly v tuhé matrici, a
tedy na jeji velikosti. Doba, po kterou se molekula pieorientovava do jiného sméru pui-
sobeni elektrického pole, se nazyva reorientacni ¢as (Schematicky na Obr. 14) [39; 31].
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Obr. 14: primcip pohybu molekuly DNA v agarésovém gelu reptace

2.3.5.2 PFGE v homogennim elektrickém poli s HEX elektrodou (CHEF)

Existuje mnoho typtt PFGE vyuzivajici jak nehomogenni, tak homogenni elektrické
pole. Na separaci kvasinkovych chromozomi je nejvhodnégjsi separace v homogennim
elektrickém poli, jaké poskytuje typ PFGE oznacované jako ,,Clambed homogenous
electric field electorofresis® (CHEF). Vyhodou CHEEF je, ze rozdéluje molekuly DNA
Vv piimém sméru podle jejich velikosti. Homogenni elektrické pole je vzdy v uréitém
uhlu zprostfedkovano hexagonalni elektrodou, ktera obsahuje dvacet ¢tyti elektrod, me-
zi né€Z se rozd¢luje vlozené napéti [39; 31] [41]

Obr. 15: Funkce hexagonalini elektrody pro CHEF-PFGE s reorientacnim iih-
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2.3.5.3 Parametry CHEF-PFGE

Pro dobré rozliseni chromozomalni DNA je vzdy potfeba experimentalné urcit op-
timalni parametry, jakymi jsou reorientacni thel, pulzni ¢as, koncentrace pufru, vlozené
napéti a koncentrace agarosového gelu [39; 31].

Reorientacni uhel

Uhel piisobeni elektrického pole ovliviiuje tzv. reorientaéni tthel molekul DNA. Je
to uhel, o ktery se musi molekula DNA pieorientovat z jednoho sméru puisobeni elek-
trického pole do druhého. Zavisi na uspofadani jednotlivych elektrod v hexagonalni
elektrodé. Rozmezi reorienta¢niho thlu se pohybuje obvykle v rozmezi 90 - 120 ° podle
pozadovaného rozdéleni rizné velkych molekul DNA. Obecné plati, ze ¢im je tento
thel vétsi, tim je rozliSeni jednotlivych zon ostiejsi [39].

Koncentrace pufru

Koncentrace pufru je dal$im dilezitym parametrem PFGE. Pfi vy$sich koncentra-
cich vzrista jeho vodivost, zvySuje se elektricky proud a teplota systému, a tudiz rych-
lost migrace molekul DNA. Obvykle je pouzivin TBE pufr slozeny
z trishydroxyaminomethanu (TRIS), kyseliny borité a kyseliny ethylendiamintetraocto-
vé (EDTA). TBE pufr zprostfedkovava vodivost systému, udrzuje stalé pH a zaroven
zabranuje degradaci DNA pusobenim deoxyribonukleaz diky ptitomnosti chelata¢niho
¢inidla, kterym je EDTA. Ideélni teploty systému, umoznujici pouZiti vysokych napéti
a dobrou reprodukovatelnost vysledku, jsou do 14 °C [23] [39] [42].

Pulzni Cas

Pulzni ¢as ovliviiuje separaci molekul DNA na zakladé¢ jejich velikosti. Malé mole-
kuly totiz ke své reorientaci z jednoho sméru ptisobeni elektrického pole do druhého
nepotiebuji tak dlouhy reorientacni Cas jako ty velké, a tudiz se agarosovym gelem po-
hybuji rychleji. Pti kratkych pulznich €asech tak dochdzi k tomu, Ze malé molekuly
DNA se pohybuji v pfimém sméru matrici, zatimco velké molekuly takika stoji na mis-
t&, protoZe se neustale reorientuji. Pro rozdéleni velkych molekul DNA je tedy zapotiebi
dlouhych pulznich ¢ast [43; 39] [42].

VioZené napéti

VloZzené napéti ovliviiuje rozliSitelnost jednotlivych zon; voli se vhodné napéti
v kombinaci s vhodnym pulznim ¢asem. Pfi vysokych napétich se zvySuje elektrofore-
tickd mobilita molekul, ktera miize u velkych molekul zplisobovat rozmyté zény. Pro
velké molekuly jsou voleny kombinace nizkého napéti a dlouhych pulznich ¢ast, zatim-
co pro ideélni rozdéleni malych chromozomil jsou idedlni kombinace vysSSich napéti
a kratsich pulznich ¢ast [39] [42].

29



Koncentrace agarosového gelu

Koncentrace agarosového gelu ovlivituje rychlost pohybu molekul v elektrickém
poli. Pti vysSich koncentracich je zesiténi gelu hustéjsi a vice tak brzdi nabité molekuly.
Koncentrace agarosového gelu je volena experimentalné na zakladé velikosti molekul
a optimalni rozlisitelnosti jednotlivych zon; pfi nizkych koncentracich totiz mize do-
chazet ke $patné citelnosti vysledkt [39] [42].

2.3.5.4 Priprava vzorku pro PFGE

Protoze molekuly DNA vétsi nez 50 kbp je téméf nemozné vyizolovat bez fragmen-
tace zpusobené pipetovanim standardnimi postupy, je idealni nejprve imobilizovat kva-
sinkové buiiky v agarosovém gelu jeSt¢ pied odstranénim jejich bunécné stény
a proteinl. Bunécéna sténa je v agarosovém gelu rozruSovdna enzymaticky, a to bud’
enzymem zymoliazou, nebo lytikdzou, které hydrolyzuji B-1,3 glukanové vazby a jsou
komeréné dostupné. Poté jsou burnky inkubovany v EDTA a B-merkaproethanolu, kvi-
li odstranéni hotfecnatych a manganatych iontii, inhibici nukledzové aktivity a rozpuste-
ni jinak nerozpustnych bunécnych proteinii. Kone¢nym krokem je pak odstranéni celu-
larnich proteini, membran a RNA pomoci proteinazy K, N-laurylsarkosinu a ptipadné
enzymu RNasy [41; 40; 23; 31].
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Obr. 16:Schéma pfipravy vzorki pro PFGE (28)

2.3.5.5 Vyuziti PFGE

Vyuziti metody PFGE ma velké uplatnéni v potravindiskych aplikacich, jakymi
jsou piiprava geneticky modifikovanych potravin, ke stanoveni fytopatogennich mikro-
organismu, charakterizaci a stanoveni vlastnosti primysloveé vyuzivanych mikroorga-
nismi, jakymi jsou vinné, pivni a pekaiské kvasinky [44; 31] [45] [46]. PFGE je ucin-
nym nastrojem slouzicim K pfesné identifikaci mikroorganismi mlé¢ného kvaseni pro
primyslovou vyrobu mlé¢nych vyrobktll. Primyslové kmeny totiz ¢asto podléhaji muta-
cim a ztraceji tak pozadované vlastnosti. Identifikace patogennich kmenti hraje velmi
dulezitou ulohu v hygiené potavin, zejména co se tyCe bakteridlnich rodi, které bézné
kontaminuji potraviny, a jejich odolnosti vii¢i antibiotikim. Takovymi kmeny jsou Lis-
teria monocytogenes, Campylobacter jejuni a Salmonella [47] [48; 49].
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3 CILE PRACE

Cilem ptedlozené diplomové prace zamétené na molekularni charakterizaci karote-
nogennich kvasinek je feseni nasledujicich dil¢ich uloh:

1. ReSerSe - moznosti vyuziti molekularn€ biologickych metod k charakterizaci
kvasinek.

2. Optimalizace vybranych metod analyzy kvasinkové DNA.

3. Experimentélni studie - vyuziti optimalizovanych metod k bliz8i charakterizaci
vybranych druhti karotenogennich kvasinek.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1  Pouzité vybaveni, pomticky a chemikalie

4.1.1 Pouzité vybaveni a pomiicky

4.1.1.1 Pristroje a pomiicky pro kultivaci kvasinek

Analytické vahy Boeco (SRN) Lucia Image active 5.0, Laboratory
Centrifuga Sigma  Laborzentrifugen Imaging spol. s r.0. (CR)

(SRN) Mikroskop L 1l 00A, Intraco Micro
GKB Color Digital CCD kamera (SRN)

(Taiwan) Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam
Laminarni box Aura Mini, Bio Air In- (UK)

struments, (USA) Ttepacka IKA Yellow Line, (SRN)

4.1.1.2 Pomucky pro izolaci a analyzu karotenoidu
Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech

(GB) Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan
Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN) SURVEYOR

Vodni lazeit EL-20, Merci a.s. (CR) Detektor PDA - PDA Plus Detector,
Soustava na HPLC/PDA Finnigan SURVEYOR

Soustava HPLC/MS (Thermo Fischer Vyhodnocovaci systém Xcalibur
Scientific, USA) Chromatograficka kolona:

Termostat - LCO 101, Column Oven Kolona Kinetex C18, 2,6 um, 4,6 x 150
(ECOM, CR) mm, Phenomenex

4.1.1.3 Pomicky pro izolaci DNA kvasinek
Centrifuga, model Mikro 200, Hettich Zentrifugen (SRN)
Vortex, typ Heidolph, Vitrum (CR)

Vortex Genie 2, Mo Bio Lab. (USA)

Vodni lazen, model TW2, Julabo Labortechnik (SRN)

4.1.1.4 Chemikalie pouzité k izolaci DNA

Fenol, Lach-Ner s r.0. (CR) Lytikaza, Sigma-Aldrich (SRN)
Chloroform, Lach-Ner s r.o. (CR) Agarodza (low melting), Serva (SRN)
Chelaton 3 (EDTA) p. a, Lachema (CR) N-laurylsarcosine, Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (SRN)

(TRIS), Penta (CR) Proteinaza K, Sigma-Aldrich (SRN)
Beta-merkaptoethanol, Serva (SRN) Ultra Clean Microbial DNA Isolation
Izopropylalkohol, Lach-Ner s r.o. (CR) (MO BIO Laboratories, Inc).
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4.1.1.5 Pomicky pro PCR/DGGE

Kompaktni mikrocentrifuga HERMLE
Z-100M, Labortechnik (SRN)
Termocykler Palm Cycler™, Corbett
Research (Australie)

Vortex Experion™ Vortex Station, Bio-
Rad (USA)

Detection System, Bio-Rad (USA)
Mikrovlnna trouba, model M1610N,
Samsung (CR)

DGGE aparatura DCode™ Universal
Mutation Detection System, Bio-Rad
(USA)28

4.1.2 Pouzité chemikalie

4.1.2.1 Kultivace karotenogennich kvasinek

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-Ner s
r.o. (CR)

Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a.,
Lachema (CR)

Siran amonny p.a., Lachema (CR)

4.1.2.2 Chemikalie pouzité pro HPLC
Methanol pro HPLC Gradient Grade,
Sigma — Aldrich (SRN)

Beta-karoten, Sigma — Aldrich (SRN)

4.1.2.3 Komponenty pouzité PCR/DGGE

Ultra Clean Microbial DNA Isolation
Kit, MO Bio Laboratories (USA)

PCR voda — voda pro injekce CSL 4,
Biotika (SR)
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Horizontalni elektroforeticka vana Owl,
model B2, Owl Separation Systems
(USA)

NanoPhotometer™ UV/VIS, Implen
(SRN)DGGE aparatura DCode™ Uni-
versal Mutation

Software Scion Image, Biotech (CR)
Transluminator Ultra Viewer, Ultra
Lum (USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu MP-
300N, Major Science (USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu SH-300,
Shelton Scientific (USA)

Siran hofe¢naty p.a., Chemapol (CR)
Agar bakteriologicky, Scharlau Chemie
S. A. (Spain)

Methylester kyseliny methansulfonové
(MMS), Sigma-Aldrich (SRN)
Ethylester kyseliny methansulfonové
(EMS), Sigma-Aldrich (SRN)

Ergosterol, Sigma — Aldrich (SRN)
Koenzym Q, Sigma — Aldrich (SRN)

Syntetické priméry (NL1, NL4, LS2,
ITS1, ITS4, ITS2, ITS3 ), Elisabeth
Pharmacon (CR)

KAPA2G™ Robust PCR Kit, Kapa
Biosystems (USA)

Agardza Premium, Serva (SRN)



Akrylamid 99%, Sigma (SRN)
Bromfenolova modra — sodna sul, Serva
(SRN)

DNA ladder RTU (Ready-to-Use) 100
bp, Nippon Genetics (SRN)

Ethanol p.a., Lachema (CR)

Ethidium bromid, Serva (SRN)
Formamid p.a., Penta (CR)

Glycerol p.a., Lachema (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chelaton III dihydrat (EDTA) p.a.,
Lach-Ner (CR)

Kyselina octova 99,8% p.a., Lach-Ner
(CR)

Mocovina p.a., Penta (CR)
N,N'-methylenbisakrylamid, Serva
(SRN)

N,N'-tetramethylendiamin ~ (TEMED),
Serva (SRN)

Persiran amonny (APS), Serva (SRN)

4.1.2.4 Komponenty pro elektromigra¢ni metody

Chemikalie pro elektromigraéni metody
Agar6za (Premium), Serva (SRN)
Ethidiumbromid, Serva (SRN)

4.1.2.5 Jiny material

Vaje¢né téstoviny, Ideal Slovakia,
Bratislava (SR)

4.1.2.6 Pouzité kvasinkové kmeny

Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1
Rhodotorula glutinis CYY 20-2-33
Rhodotorula aurantiaca CYY 20-9-7
Rhodotorula mucilagliosa CYY 20-7-28
Sporobolomyces shibatanus CYY 19-20-3
Sporobolomyces roseus CYY 19-6-4
Sporobolomyces salmonicolor CYY 19-4-6
Cystofilobasidium capitatum CYY 10-1-1
Cystofilobasidium capitatum CYY 10-1-2
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4.2  Metody

4.2.1 Kultivaéni metody

Karotenogenni kvasinky patfi mezi mezofilni aerobni mikroorganismy, které maji
ve vétsing piipadi podobné naroky. Kmeny kvasinek Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus,
Sporobolomyces shibatanus a Phaffia rhozodyma byly kultivované v tekutém médiu pii
teploté 28 °C a to za stalého osviceni a tfepani. Média byla sterilizovana v tlakovém
hrnci s otevienym ventilem po dobu 30 minut. Kultivace téchto standardnich kment
probihaly na glukosovém médiu. Kultivace mutantnich kment probihaly na odpadnich
substratech, jakymi byly téstoviny a glycerol.

4.2.1.1 Kultivace standardnich kvasinkovych kmeni

Pro kazdy kvasinkovy kmen bylo pfipraveno glukosové inokulum I, inokulum II a
produkéni médium. Kultivace na inokulech probihaly po dobu 24 hodin za stalého tie-
pani a osvétleni. Kultivace na produkénim médiu probihala 50, 75 a 80 hodin podle
pozadavkil na molekularni metody nebo metody kultivaéni, kde byly tyto kmeny pouzi-
ty jako standardy pro srovnani pfipadnych nadprodukénich vlastnosti mutantnich kme-
nt. Pro metodu PFGE byly kmeny kultivovany na produkénim médiu po dobu 50, 75 a
80 hodin za stalého tiepani a osvétleni. Slozeni jednotlivych médii je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1: SloZeni jednotlivych médii

Slozka MnoZstvi jednotlivych komponent (g)
Inokulum 1, 11 Produkéni médium

glukoza 40,0 30,0

(NH,4),SO, 5,0 4,0
KH,PO, 5,0 4,0
MgSO, 0,3 0,3

Kvasni¢ny autolyzat 7,0
Vodovodni voda 1000 (ml)
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4.2.1.2 Kultivace a oZzivovani mutantnich kmenu

Mutantni kmeny karotenogennich kvasinek jsou pfipravovany zejména kvili zvyse-
ni produkce B-karotenu jako priamyslové vyznamného karotenoidu. Pii dlouhodobém
uchovavani selektovanych mutantnich kmeni, které jsou schopny nadprodukce karote-
noidi a zejména [-karotenu, je potieba sledovat zachovani téchto nadprodukénich
vlastnosti.

OZivovani mutantnich kmenii

Aby bylo mozné stanovit stabilitu nadproduk¢nich vlastnosti mutantnich kmenti ka-
rotenogennich kvasinek, které byly piipraveny v diivéjsich experimentech [50], bylo
potieba tyto kmeny ozivit. Tyto mutantni kmeny byly pfipraveny nahodnou mutagenezi
za pusobeni chemického mutagenu, jakym byl ethylester kyseliny metansulfonové
(EMS). Za plisobeni tohoto mutagenu byly kmeny adaptovany na odpadni produkty -
téstoviny a glycerol.

Zasobni misky obsahujici tuhé glycerolové a téstovinové médium s jednotlivymi
mutantnimi kmeny byly nejprve pteockovany na tuhé médium obsahujici jako zdroj
uhliku v poméru 50:50 glukdsu a odpadni substrat a poté do tekutého média s obsahem
glukésy 1 odpadniho substratu v poméru 50:50. Nasledné byly kmeny dvakrat pteocko-
vany na tuhy substrat s odpadnim substratem jako jedinym zdrojem uhliku. Mutantni
kmeny tak byly timto zptisobem pfipraveny na nasledujici kultivace.

Kultivace mutantnich kmenii

K tomu, aby mutantni kmeny byly plné¢ adaptovany, co se ty¢e mnoZstvi biomasy
na kultivaci v odpadnich substratech, byly pifeockovany pies dvoukrokovou inokulaci.
Inokulum 1 i 11 obsahovalo glukosu a odpadni substrat v poméru 50:50. Kultivace kultur
v kazdém inokulu trvala 24 hodin. Produkéni médium obsahovalo jako jediny zdroj
uhliku odpadni substrat a mutantni kmeny v ném byly kultivovany po dobu 80 hodin.
Kultivace kment v prvnim inokulu probihala v objemu 50 ml, inokulum II i produkéni
médium mély objem 150 ml. Kultury byly vzdy pfeockovavany z predchozich kultivac-
nich kroki v poméru 1:5.

Protoze byly mutantni kmeny v piedchozich experimentech [50] adaptovany na je-
den konkrétni druh odpadniho substratu, byly tyto kmeny kultivovany podle jejich
adaptace. V prvni sérii byly kultivovany mutantni kmeny adaptované na glycerol
a Vv druhé sérii mutantni kmeny adaptované na téstoviny jako odpadni substrat. Jako
reference byly soubézné kultivovany mutantni kmeny i na glukosovych médiich a stan-
dardni kmeny karotenogennich kvasinek jak na glukosovych médiich (viz Tab. 1 v kapi-
tole 4.2.1.1), tak na médiich s odpadnimi substraty. Slozeni jednotlivych médii je uve-
deno v Tab. 2.
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Tab. 2: Slozeni médii v jednotlivych sériich

. MnoZstvi jednotlivych komponent (g)
Série
1. 2.
. Inokulum | Produkéni | Inokulum | Produkéni
Slozka . .
I, 11 médium 1, 11 médium
Glycerol 20,0 30,0
Glukoza 20,0 20,0
Vajecné téstoviny 20,0 30,0
(NH,4),SO, 5,0 4,0 50 4,0
KH,PO, 5,0 4,0 5,0 4,0
MgSO, 0,3 0,3 0,3 0,3
Kvasni¢ny autolyzat 7,0 7,0
Vodovodni voda 1000 (ml)

4.2.1.3 Stanoveni mnoZstvi biomasy

Mnozstvi biomasy bylo stanoveno na zaklad¢ kalibracnich kiivek, které vyjadiuji
zavislost mezi mnozstvim suSiny a zakalu rtizné koncentrovanych suspenzi kvasinek.
Jednotlivé kalibracni kiivky byly sestaveny pro vSechny pouzité kmeny kvasinek,

Rhodotorula glutinis: A=0,197 4Dc-0,0234 1)

Rhodotorula aurantiaca:  A=0,154 0Dc +0,0098 2
Sporobolomyces roseus : A=0,2421Dc-0,0488 (3)
Cystofilobasidium capitatum: A=0,166 9Dc - 0,188 4 4)

kde Dc je mnozstvi susiny g™ a A vyjadfuje naméfenou absorbanci.

1 cm 2 vzorku byl nafedén destilovanou vodou tak, aby nepiekrocil rozsah spektro-
fotometru. Absorbance byla métfena pii vinové délce 630 nm. V piipadée kultivaci kva-
sinek na téstovinach byly kultury filtrovany pfes vicekrat slozenou gazu, aby byly od-
stranény zbytky téstovin. Jako blank bylo pouZito Cisté téstovinové médium, nafedéné
s vodou ve stejném poméru jako jednotlivé vzorky.

4.2.1.4 Mikroskopické pozorovani bunék

Pro posouzeni morfologie bun¢k a pro ptipadné vylouceni nezadouci kontaminace
kvasinek byly kultury pozorovany pod optickym mikroskopem. Kapka této suspenze
byla pfenesena na podlozni sklicko, prekryta krycim sklickem a kvasinky byly nasledné
pozorovany pii zvétSeni 640x. Vysledky byly zachyceny digitalni kamerou a zpracova-
ny pomoci pocitacového softwaru Lucia Image.
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4.2.1.5 Zpracovani biomasy

Cely objem produkéniho média byl zcentrifugovany pii 5000 otackach za minutu
po dobu 10 minut. Nasledné byly buiiky promyty destilovanou vodou a opétovné stace-
ny stejnym zpiisobem. Na zavér byla biomasa rozsuspendovéana ve 30 cm™ fyziologic-
kého roztoku a ulozena pii -18 °C.

4.2.1.6 lzolace karotenoidi a ergosterolu

Soucasti lipidické frakce kvasinkovitych bun¢k jsou jak karotenoidy, tak i ergoste-
rol. Z tohoto divodu je mozné izolovat je mechanickou disrupci a extrakci acetonem,
zmydelnénim a posléze nékolikanasobnou extrakci diethyletherem. Zmrazené bunky
byly potmé rozmrazeny a zcentrifugovany pti 5000 rpm po dobu 10 minut. Po promyti
destilovanou vodou byly kvasinky opét stejnym zptuisobem odstiedéné a izolovany se-
diment kvasinkovych bungk byl dezintegrovany ve tfeci misce v 50 cm > acetonu. Po
kvantitativnim pfevodu suspenze na odpafovaci misku bylo pfidano 50 cm™ 10% alko-
holického roztoku KOH. Takto pfipravena suspenze byla zmydelnéna ve vodni l4zni
pti 90 °C po dobu 30 minut.

4.2.1.7 Extrakce

Zmydelnéna suspenze byla tiikrat extrahovana v diethyletheru. Spojené étherové
frakce byly odpatené na vakuové odparce.

4.2.1.8 Uprava vzorka pro HPLC

Odparky vzorki ziskané po extrakei byly rozpustény ve 2 cm™> etanolu pro HPLC,
piefiltrovany pies jednorazovy filtr (0,45 um) a prevedeny do mikrocentrifugacni zku-
mavky. Nasledné byly vzorky odstfedény na mikrocentrifuze po dobu 15 minut pfi
15000 otackéach.

4.2.1.9 Analyza karotenoidi pomoci HPLC

K chromatografické analyze karotenoidii, ergosterolu a koenzymu Q byla pouZita
soustava RP-HPLC/PDA od firmy Thermo Fisher Scientific, USA. Analyzovana data
byla zpracovana chromatografickym softwarem X-Calibur. Prefiltrované vzorky byly
naneseny na chromatografickou kolonu Kinetex C18 s predkolonou. Jako mobilni faze
byl pouzit methanol pro HPLC s pratokem 1ml-min™. Samotna separace probihala pfi
45°C s detekci pomoci detektoru fotodiodového pole (PDA, ,,photo-diode array de-
tector). PDA detektor dok4ze snimat celé spektrum vlnovych délek najednou, proto
bylo mozné analyzovat Ctyfi metabolity za jediné méteni pii vinovych délkach 450 nm
pro karotenoidy a 285 nm pro ergosterol a koenzym Q. B-karoten, ergosterol i koenzym
Q byly kvantifikovany pomoci externi kalibracepiisluSnych standardd. Celkové karote-
noidy, identifikované z maximalnich spekter ostatnich znamych karotenoidi, byly vy-
hodnoceny pomoci kalibra¢ni ktivky B-karotenu
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4.2.1.10 Identifikace a kvantifikace karotenoida

Na zéklad¢ chromatografické analyzy standardi karotenoid a ergosterolu pii jiz
zminénych vinovych délkéach (viz predchozi) byla provedena identifikace a kvantifikace
obsahu jednotlivych vzorkii. Stanoveni mnozstvi vybranych karotenoidl a ergosterolu
bylo provedeno na zéklad¢ kalibracnich kiivek:

B-karoten : S=17480 - ¢ (5)
Ergosterol: S =76993-c (6)
Koenzym Q: S=33313-c (7)

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni byla pouzita zavislost plochy piku S jednotlivych
standard®i na koncentraci C.

4.2.2 Molekularni metody

4.2.2.1 lzolace kvasinkové DNA pomoci UltraClean®Microbial DNA Isolation Kit

Pro izolaci kvasinkové DNA bylo odebrano 1,8 cm™ kvasinkové kultury z 80. ho-
diny kultivace (viz kapitola 4.2.1) rozsuspendované ve fyziologickém roztoku. Kultura
byla nasledné centrifugovana pii 11 300 rpm po dobu 30 sekund. Po odstranéni super-
natantu byly usazené buniky rozsuspendovany ve 300 ul ,,MicroBeat* roztoku a piene-
seny do rozbijecich mikrozkumavek obsahujicich drobny pisek pro mechanickou
dez.integraci bunék, kam bylo ptidano 50 pl roztoku MDI1. Tento roztok obsahuje kro-
m¢ SDS ¢inidla umoziujici 1yzu bunék. Nasledujicich 10 minut byl obsah ,,rozbijeci
zkumavky* inkubovan pfi teploté 65 °C a poté vortexovan na horizontalnim vortexu po
dobu 10 minut pfi maximalnich ota¢kach (adaptér k vortexu MO Bio Vortex Adap-
ter®).

Takto lyzované buiiky byly nasledné centrifugovany pii 11 300 rpm po dobu 30
sekund. Supernatant obsahujici DNA byl piesunut do ¢isté mikrozkumavky (typu Eppe-
ndorf), kam bylo ptidano 100 ul roztoku MD2. Smés byla vortexovana po dobu 5
sekund, poté inkubovana pii 4 °C kvili vysrazeni organickych a anorganickych soli a
nasledné centrifugovana. Supernatant byl opét presunut do Cisté mikrozkumavky (typu
Eppendorf), smichan s 900 pl roztoku MD3 a vortexovan po dobu 5 sekund. Roztok
MD3 obsahuje vysokou koncentraci soli umoznujicich navazani DNA na silikovou
membranu filtracni mikrozkumavky. Supernatant byl pfesunut do filtraéni mikrozku-
mavky a centrifugovan. DNA navazana na silikové membrané filtra¢ni zkumavky byla
nasledné promyta 300 pl roztoku MD4, obsahujici ethanol. Promyty a vysuSeny filtr byl
presunut do ¢isté zkumavky a promyt 50 pl roztoku MD5 obsahujici elu¢ni pufr. Po
nasledné centrifugaci byla eluovana vSechna DNA izolovana na silikovém filtru. U izo-
lované DNA byla spektrofotometricky stanovena koncentrace a ¢istota pomoci pfistroje
NanoPhotometer. DNA byla nésledné skladovana pfi teploté -20 °C pro dalsi pouZiti.
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4.2.2.2 Nested PCR genomové DNA oblasti D1/D2, ITS1 a 5,8-1TS2 oblasti

Pro nested PCR rDNA oblasti genomové DNA byla jako templat pouzita kvasinko-
va DNA izolovana v predchozim kroku pomoci komeréniho kitu UltraClean®Microbial
DNA Isolation Kit. Nested PCR se skladala ze dvou reakénich krokt jak pro oblasti
D1/D2, tak pro oblasti ITS rDNA (viz Tab. 1). Pro PCR reakci byly pouzity universalni
eukaryotické primery dodavané firmou Elisabeth Pharmacon, s.r.o.. Pro naslednou ana-
lyzu sekvenci téchto ribosomalnich oblasti byly pouzity primery s GC-svorkami pro
lepsi rozliSeni jednotlivych fragmentl v akrylamidovém gelu. Sekvence jednotlivych

primeru udava Tab. 3.

Tab. 3: Primery pouzité pro jednotlivé amplifikacni kroky nested PCR a jejich sekvence

D1/D2 26S rDNA oblast

Amplifika¢ni krok Primer Sekvence
NL1 5’-GCCATATCAATAAG-3’
1. krok reakce
NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’
5’-
2. krok reakce NL1- GC | CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCATA
D1/D2 26S rDNA TCAATAAG-3
LS2 5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3
ITSL, ITS 245,8 rDNA
Amplifikaé¢ni krok Primer Sekvence
ITS1 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
1. krok reakce
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
2 krok reakce ITS1-GC 5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGECGGGECAEAEAAa TCCG-
' € TAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS1 rDNA
1TS2 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’
ITS3 5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC -3’
2. krok reakce
5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGECGGGGCGEAGAAE TCCT-
ITS2+5,8 rDNA ITS4-GC
CCGCTTATTGATATGC-3’

Jednotlivé komponenty PCR smési byly pied pouZzitim kratce zvortexovany a na-

sledné kratce zcentrifugovany. Smés PCR komponent, kterd zatim neobsahuje templa-
tovou DNA, se nazyvd Master mix. Master mix byl vZdy pfipravovan za sterilnich
podminek, ve sterilnim boxu a se sterilnim vybavenim, aby se zabranilo moznym kon-
taminacim. K tzv. Mastermixu, ktery byl rozpipetovany do jednotlivych mikrozkuma-
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vek (typu Eppendorf), byla na zavér pridana templatova DNA. Pti PCR reakci je tieba
brat v potaz i skute¢nost, ze i jedina molekula DNA sta¢i k prob&hnuti celé reakce
amuze tak zpusobit vznik kontaminujicich produkti. PCR rRNA koédujicich oblasti
fika¢niho kroku. Proto prvni amplifika¢ni krok probihal v objemu 25 pul a druhy ampli-
fikacni krok v objemu 50 pl. Koncentrace jednotlivych komponent v PCR reakéni smési
a objemy reak¢nich smési jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Koncentrace komponent v PCR smési

Objemy
Koncentrace
komponent
komponent i
Komponenta P . v objemu
Vv reak¢ni
reakéni smési
smési
25 ul 50 nl
o --- 39,80
Sterilni PCR H,0 19,90 pl )
u
10x reakéni pufr
1x 2,50 ul | 5,00 ul
(konc.MgCl, 15mM)
MgCl, (25mM) 2,0 mM 0,50 ul | 1,00 pl
dNTP mix (10 mM kazdy) 0,2 mM 0,50 ul | 1,00 pl
Primy primer (100 pM) 0,5 0,13 ul | 0,26 ul
Reverzni primer (100 pM) 0,5 0,13 ul | 0,26 ul
Taq DNA polymeraza (5 U/ul) 05U 0,10 ul | 0,20 ul
Templatova DNA Podle potieby 1,00 ul | 2,00 ul

Po uspésné pripravé jednotlivych vzorka nasledovalo jejich prevedeni do termocy-
kleru, kde za podminek uvedenych v Tab.5 probihaly jednotlivé reakéni cykly. Pro ITS
oblasti DNA kodujici rRNA byly teploty annealingu (pfipojeni primerti) optimalizovany
v rozmezi teplot 56-61 °C. Optimalizovana teplota annealingu byla stanovena na 60 °C.
Pro standardni kvasinkové kmeny byly amplifikovany jak oblasti D1/D2, tak i ITS ob-
lasti rDNA. U mutantnich kvasinkovych kmenti byly amplifikovany pouze oblasti
D1/D2 26S rDNA.
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Tab. 5: Podminky jednotlivych cyklii PCR reakce

Teploty jednotlivych cykli (°C)

1. amplifikaéni krok 2. amplifikacni DOt?a,
krok trvani

Pocet cykla 36 30 cykla

_ NL1-GC/|ITS1-GC/| 1TS3/ |(s)
Primery [NL1/NL4|ITS1/ITS4 LS? ITS? ITSA-GC

1. Denaturace 94 94 95 95 95 300
2. Denaturace 94 94 95 95 95 60
Annealing 52 60 55 60 60 120
1. Elongace 72 72 72 72 72 120
2. Elongace 72 72 72 72 72 420

Elektroforeticka detekce PCR produktii

Po skonceni PCR reakce byly PCR produkty vizualizovany pomoci horizontalni
agarosové gelové elektroforézy. 1,8% agarosovy gel byl pfipraven smichanim 100 cm
1x TAE pufru (50x koncentrovany o koncentraci 2 mol-dm™ TAE pufr: 242 g Tris;
57,1 cm 2 ledové kyseliny octové; 100 cm ™ 0,5 mol-dm™ EDTA o pH 8 na 1 dm® redes-
tilované vody) a 1,8 g agarosy. Smés byla zahiivana v mikrovinné troubé do dokonalé-
ho rozpusténi agarosy. Po mirném zchladnuti bylo do agarosového roztoku ptidano 25
ul roztoku etidiumbromidu o koncentraci 10 mg-ml'l. Po promichani byl gel nality do
formy pro gel, kde tuhl po dobu 20 minut. Pfipraveny gel byl zalit elektroforetickym
1x TAE pufrem. Do jamek v gelu byly nasledné naneseny smeési vzorkt a bromfenolové
modfi, obsahujici 10 pul vzorku a 5ul bromfenolové modti (0,5 cm™ 2% bromfenolové
modii a 7 cm 2 glycerolu, nafed&no na objem 10 cm  redestilovanou vodou). Jako stan-
dard byl pouzit DNA ladder RTU 100 bp o objemu 5 pl. Podminky elektroforézy byly
98 V, 140 mA po dobu 2 hodin. Po skonceni elektroforézy byl gel vizualizovan pomoci
transiluminatoru Ultralum, kde byly viditelné fluoreskujici zony DNA s interkalovanym
barvivem ethidiumbromidem. Gel byl néasledné zachycen a zpracovan pomoci softweru
Scionlmage.
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4.2.2.3 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Po vizualizaci a ovéreni spravnosti PCR produktti horizontdlni agarosovou gelovou
elektroforézou byly vzorky dale analyzovany metodou DGGE.

Piiprava akrylamidového gelu s linedarnim gradientem

Pro piipravu akrylamidového gelu s gradientem denaturacnich c¢inidel byl nejprve
pfipraven zasobni roztok 40% AA/BIS v poméru 19:1, a to smichanim 38 g akrylamidu
a 2 g bis-akrylamidu ve 100 cm® redestilované vody. Piipraveny roztok byl zfiltrovany
ptes filtra¢ni papir. Z tohoto roztoku byl pfipraven 8% akrylamidovy gel s 0 %, 30 %,
45 % a 60 % denaturac¢nich ¢inidel podle Tab. 6.

Tab. 5: Slozeni akrylamidového gelu

Koncentrace denaturantii v 8% roztoku akrylamidu

J ednotllvcf konrlponenty 0% | 30% | 45% | 609%
akrylamidového gelu
40% AA/BIS (ml) 20,0
50XTAE pufr (ml) 2,0
Formamid (ml) 0,0 | 12,0 | 18,0 | 24,0
Modovina (g) 00| 126 | 18,9 | 2572
Celkovy objem (ml) 100,0

Akrylamidovy gel byl ptipravovan ve formé na gel (viz Obr. 17). K zalepeni okraji
bylo pouzito 5 cm® polyakrylamidového gelu bez denaturaénich &inidel. Po zpolymeri-
zovani lepiciho gelu byl do formy nalévan gel s denaturaénim gradientem. Gel s akry-
lamidovym denatura¢nim gradientem byl namichan ze 12 cm® 30% roztoku a 12 cm
jednoho z koncentrovanéjsich roztokti uvedenych v Tab. 5 podle pozadovaného denatu-
ra¢niho rozmezi (30 % - 45 %, 30 % - 60 %). Jednotlivé gely byly piesunuty do plnicich
stiikacek, které byly uchyceny do michaciho zatizeni (viz Obr. 17). Pohybem oto¢ného
kola byly roztoky smichany tak, aby byl gradient denaturacnich ¢inidel v horni ¢asti
gelu 30% a ve spodni ¢asti 45 nebo 60%. Nakonec byla vrchni ¢ast gelu zalita 0% ak-
rylamidovym gelem, do n¢hoz byl umistén hiebinek pro vytvoieni jamek v gelu. Poly-
merizace akrylamidovych gelii byla iniciovdna ptfidavkem 40 pl radikélového cinidla,
kterym byl amonium persulfat (slozeni 0,1g v 1 cm® redestilované vody) a 8 pul
TEMEDu (N,N'-tetramethylendiamin), tésn¢ pred nalitim jednotlivych akrylamidovym
roztokd do formy. Gel byl vzdy pfipraven jeden den doptedu, aby bylo zajisténo dosta-
te€né zpolymerizovani akrylamidu.
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Obr. 17: Aparatura pro pripravu akrylamidového gelu s denaturacnim gradientem

Piiprava vzorkii pro DGGE, pritbéh a parametry DGGE

Jamky ptipraveného gelu byly proplachnuty 1x TAE kvili odstranéni zbytka akry-
lamidu a gel byl umistén do elektroforetické vany obsahujici 7 litrd 1x TAE pufru. Po
vyhtati elektroforetického pufru i gelu byly nanaSeny vzorky PCR produkti.

Pro vizualizaci vzorkll a jejich usazeni do jamek gelu byla vzdy namichana smés
40 pl vzorku a 10 pul bromfenolové modii (0,5 cm ™ 2% bromfenolové modii a 7 cm™
glycerolu na 10 cm 2 redestilované vody). Standardni objem nanaSeny na gel piedstavo-
val 15 pl a mohl byt zménén podle koncentrace jednotlivych PCR produkti odhadované
z agarosového gelu.

Po naneseni vzorkii nasledovala samotna separace jednotlivych PCR produkti
V denaturacnim gradientu DGGE. K tomu bylo pouZzito vlozené napéti 110 V, proud
140 mA,; doba separace byla v ptipad¢ ITS oblasti rDNA optimalizovana dopliovanim
jednotlivych vzorkt, a to celkem cCtyfikrat po Casovych usecich 90 minut. V ptipadé
oblasti D1/D2 rDNA trvala separace PCR produktti 6 hodin.

Vyhodnoceni vysledkit DGGE

Po probéhnuti denaturacni gradientové gelové elektroforézy byl polyakrylamidovy
gel pfemistdn z formy do barvici 14zné& obsahujici 250 cm® 1xTAE pufiu a 50 pl etidi-
umbromidu o koncentraci 10 mg-ml™. Po 30 minutich byl gel vyhat a pfesunut na od-
barveni do lazné obsahujici 250 cm® IXTAE. Gel byl odbarvovan po dobu 5 minut a
poté byl pienesen na vizualizaci do vizualiza¢ni komory transiluminatoru UltraLum,
zachycen a zpracovan pomoci softwaru Scionlmage.
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4.2.2.4 Optimalizace pulzni gelové elektroforézy (PFGE)

Optimalizace PFGE byla provedena s kulturami karotenogennich kvasinek z 50, 75
a 80 hodiny kultivace. Pro separaci chromozomalni DNA pomoci metody CHEF-PFGE
byly vyzkouSeny riizné podminky: koncentrace agarosového gelu 1-1,1%, podminky
napéti 162 V a 130V, podminky jednotlivych pulznich ¢asti pro separaci jednotlivych
chromozomti od 150 s az po 500 s. Jako velikostni standard byl pouzit Yeast chro-
mosome PFGE marker.

Izolace intaktni kvasinkové genomové DNA

Intaktni kvasinkova DNA byla vzdy izolovana z Cerstvych buné¢k, které byly kulti-
vovany na glukosovém médiu (viz kapitola 4.2.2). Pomoci metody pocitani bunék
Vv Biirkeové komtrce byla stanovena koncentrace bunék v médiu. Z kvasinkové kultury
bylo odebrano takové mnozstvi, aby odpovidalo koncentraci 0,5 10" bungk. Odebrané
mnozstvi kultury pak bylo centrifugovano po dobu 10 min pii 5 000 rpm. Po odstranéni
média byly bunky tiikrat promyvéany 10 cm 2 roztoku 50 mM EDTA o pH 7,5. Po sliti
roztoku EDTA byl k bunikam pfidan roztok enzymu lytikazy. Pro jeden vzorek bylo
pouzito 0,638 mg lytikdzy rozpusténé v 50 ul. Po pfidani enzymu byly buiky jemné
vortexovany a nasledné inkubovéany pii 40 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci byly buii-
ky smichany s roztokem 2% ,,low melting* agarosy, rozpusténé v roztoku 125 mM ED-
TA o teploté 40 °C, a inkubovany 30 minut pfi 38 °C. Po 30 minutach byla suspenze
agarosy a bun¢k presunuta do formicek. Nasledujici pal hodiny byly vzorky skladovany
pfi 4 °C do ztuhnuti agarosy. Pfipravené blocky byly po dobu 16 hodin inkubovany
v LET pufru (18,61 g EDTA, 7,5 cm ™ 7,5% B-meraptoethanolu a 0,122 g TRIS v 1dm®
redestilované vody o pH 7,5). Po inkubaci byl slit LET puft, a blo¢ky byly promyty 5
cm 2 NDS pufru (18,61 g EDTA, 0,122 g TRIS v 1dm® redestilované vody o pH 7,5).
Po promyti bylo k blo¢kiim p¥idano 4,5 cm™ NDS pufru a 0,5 cm ™ roztoku proteinazy
Ka NDS pufru o koncentraci 2 mg-cm'?’. Po 24 hodinové inkubaci pii 50 °C byl roztok
proteindzy a NDS slit a blocky byly promyty 5 cm > NDS pufru. Po promyti bylo ptida-
no 5 cm > NDS pufru a nasledovala ¢tytiadvacetihodinova inkubace pii 50 °C. Po inku-
baci byl NDS pufr opét slit a blocky byly inkubovéany v 5 cm vychlazeného 50 mM
EDTA pufru po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Timto zpGsobem byly blocky
promyty celkem &tyfikrat a po promyti byly uskladnény v 5 cm™ 50 mM EDTA pufru
pfi teploté 4 °C.

Priiprava agarosového gelu

Ve 110 cm® TBE pufru (50 g Tris, 27,5 g H3BOs, 3,72 g nebo 20 cm > 0,5 mol-dm™
S EDTA o pH 8, na 1 dm? redestilované vody) bylo rozpusténo 1,1 g agarosy v ptipadé
1% gelu; a v ptipadé 1,1% gelu 1,21 g agarosy. Roztok agarosy byl vylit do formy a po
20 minutach tuhnuti byly do gelu zavedeny blocky piedstavujici chromozomalni DNA
jednotlivych kvasinkovych kmend.
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Pulzni gelova elektroforéza

Elektroforetick4 vana byla naplnéna 2,5 dm* 0,08 M TBE pufru a vychlazena na 11
°C. Po vychlazeni byl do elektroforetické vany umistén gel se vzorky a HEX elektroda.
Po nastaveni podminek jednotlivych pulznich cast, doby separace na pfistroji Gene
Navigator a vloZzeného napéti a proudu na zdroji byla elektroforéza spusténa.

Vizualizace vysledkii PFGE

Po skonceni PFGE byl gel premistén do barvici 14zné obsahujici 250 cm™> destilo-
vané vody a 50 pl etidiumbromidu o koncentraci 10 mg-ml™. Gel byl v lazni barven po
dobu alespont 2 hodin kvili lepsi vizualizaci vSech fragmentt a odbarvovan 5 minut ve
250 cm ™ destilované vody. Vizualizace byla provedena na transiluminatoru a zazname-
nana pomoci software Scionlmage.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Molekularni charakterizace standardnich kmenua karo-
tenogennich kvasinek

Molekularni charakterizace karotenogennich kvasinek byla provedena pomoci me-
tod nested PCR v kombinaci s metodou DGGE. Byla provedena amplifikace vybranych
usektt DNA kodujicich velkou ribosomalni podjednotku (26S rRNA), a to konkrétné
oblasti 26S podjednotky D1/D2, oblasti ITS 1 a 5,8 rDNA spolu s usekem ITS2. Cel-
kem bylo analyzovano devét kment karotenogennich kvasinek, jakymi byly Rhodotoru-
la glutinis, R. mucilaginosa, R. aurantiaca, Sporobolomyces roseus, S. salmonicolor, S.
shibatanus (pararoseus), Cystofilobasidium capitatum 10-1-1 a 10-1-2 a kmene Phaffia
rhozodyma. Soubézné byla analyzovana i srovnavaci kvasinka Sacharomyces cerevisi-
ae.

5.1.1 Nested PCR D1/D2 oblasti 26S rDNA

Nested PCR je dvoukrokovu reakci vyuzivajici vnitfnich a vnéjSich primert a
pouziva se kvili velmi vysoké citlivosti. V prvnim amplifikacnim kroku byly pouzity
primery NL1-NL4 a jako templat byla pouzita vyizolovana kvasinkova DNA kazdého
kmene. V dalsim amplifika¢nim kroku byl jako templat pouzit pfedchozi produkt PCR
reakce, tedy PCR produkt s pouzitim NL1-NL4 primert. Primery pouzité v druhém
amlifikaénim kroku byly NL1-GC a LS2. Primer NL1-GC obsahuje GC- svorky
umoziujici lepsi rozliSeni pii nasledné analyze PCR produkti metodou DGGE. Tento
par primert ohrani¢uje hypervariabilni oblast D1/D2 genu 26S pro velkou ribosomalni
podjednotku.

i

NK111098 76 5 43 21

Obr. 18: Vlevo PCR produktyl. amplifikacniho kroku, vpravo PCR produkty 2. am-
plifikacniho kroku. (popisky viz Tab. 6 nize)
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Tab. 6: Oznaceni vzorkit pro PCR

Kmen cislo
R. glutinis

R. aurantiaca

R. mucilaginosa
S.roseus
S.salmonicolor

S. shibatanus

C. capitatum 10-1-1
C. capitatum 10-1-2
P. rhozodyma
Sach. cerevisiae

[3XY
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o

Po vizualizaci PCR produkti obou amplifikacnich kroku (viz Obr. 18) je ziejmé, ze
vSechny pouzité kvasinkové kmeny maji velmi podobnou velikost téchto useki rDNA.
V piipad¢é PCR produktt 1. amplifika¢niho kroku je velikost molekul DNA cca 650 bp.
V ptipadé D1/D2 useku se jedna o velikost cca 280 bp.

5.1.2 Optimalizace PCR ITS1 a ITS2-5,8 r DNA oblasti

Optimalizace nested PCR ITS1 a 5,8 rDNA ITS2 oblasti byla provedena na zdkladé
optimalizace annealingovych teplot. Rozmezi annealingovych teplot bylo stanoveno na
zakladé¢ vypoctenych hodnot teplot tidni jednotlivych primerG a bylo provedeno
v rozmezi teplot 56 — 61°C, z ¢ehoz nejlepsi vysledky byly dosazeny pfi teploté annea-
lingu 60 °C pro vSechny kmeny u obou amplifikac¢nich krokd. Prvni amplifika¢ni krok
byl proveden s primery ITS1 a ITS4. Druhy amplifikaéni krok byl proveden s parem
primert ITS1-GC-1TS2 pro ITS1 oblast a pro 5,8 rDNA ITS2 oblast s primery ITS3-
ITS4-GC.

Obr. 19: Vlevo 1. amplifikacni krok (ITS1-1TS4), 2. amplifikacni krok (ITS1-GC-ITS2), vpravo
2. amplifikacni krok (ITS3-1TS4-GC) (popisky viz. Tab. 6)
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Z obrazku 20 je patrné, ze produkty prvniho amplifikaéniho kroku maji u vsech
kment karotenogennich kvasinek velikost cca 600 bp, zatimco u kmene Sacharomecys
cerevisiae je velikost PCR produktu prvniho amplifika¢niho kroku cca 900 bp (pozice
10). Obdobné¢ je velikost PCR produktu druhého amlifikaéniho kroku pro ITS1 oblast
rDNA vétsi pro kmen Sacharomyces cerevisiae (cca 450 bp), zatimco u karotenogen-
nich kvasinek je velikost tohoto PCR produktu pouze 250 bp. Co se tyce velikosti oblas-
ti 5,8- ITS2 rDNA, je pro kmen Sacharomyces cerevisiae pouze mirn¢ odlisna. Velikost
této oblasti ¢ini cca 450 bp (viz Obr. 20).

" 1234567

Obr. 20: 2. amplifikacni krok oblasti 5,8-1TS2 rDNA oblasti pouze pro karotenogenni kvasinky
(popis viz Tab. 6 vyse)

5.1.3 DGGE D1/D2 oblasti 26S rDNA

Pro naslednou analyzu PCR produktt oblasti D1/D2 26S rDNA byl zvolen poly-
akrylamidovy gel o poméru AA/BIS 19:1 a denatura¢ni rozmezi 30 - 45 % denaturac-
nich ¢inidel. Doba separace byla 6 hodin. Vzorky nanasen¢ na gel byly obarvené brom-
fenolovou modii. Podobnost D1/D2 oblasti rDNA u jednotlivych kmend je velmi
vysoka. Rozdily jsou zde patrné pouze pro kmen Sporobolomyces roseus a Sacharomy-
ces cerevisiae (viz Obr. 21). Na gelu jsou také patrné dva fragmenty; z toho nize umis-
tény a o niz$i koncentraci se zde miize vyskytovat bud’ z divodu existence dvou forem
oblasti D1/D2, nebo v dusledku pfitomnosti nespecifickych PCR produktt, vzniklych
patrné piitomnosti zbytki dimerti primerd. DalS§i moznosti mize byt nespecificka an-
nealingova teplota, kdy by mohly primery nasedat i na méné specifické oblasti, liSici se
jiz dvéma nukleotidy. Pfitomnost nespecifickych PCR produktii v diisledku kontaminaci
byla peclivé sledovana jako negativni kontrola horizontdlni gelovou elektroforézou
a shledana jako negativni. Vyskyt kontaminujicich PCR produktt je tedy vyloucen.
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Obr. 21: DGGE PCR produktit D1/D2 oblasti kmenii karotenogennich kvasinek a kmene Sa-
charomyces cerevisiae (popis viz Tab. 6).

5.1.4 Optimalizace DGGE ITS1 a ITS2-5,8 r DNA oblasti

Pro optimalizaci podminek denaturacni gradientové gelové elektroforézy byl prove-
den, tzv. ,,Time travel” experiment. Tento experiment spo¢iva v nanaSeni vzorkli na
polyakrylamidovy gel v konstantnich ¢asovych intervalech. Pro optimalizaci byl pouzit
akrylamidovy gel v poméru AA/BIS 19:1 o denatura¢nim rozmezi pro PCR produkty
ITS1i5,8-ITS2 oblasti od 30 - 60%. VVzhledem k nizké koncentraci PCR produkti 5,8-
ITS2 oblasti musel byt pro tyto oblasti experiment zopakovéan, a to v denaturacnim
rozmezi od 30 - 80 %. Time travel experiment probihal po dobu 6 hodin s tim, ze kaz-
dych 90 minut byly na gel nanaseny nové vzorky. Z vysledkd tohoto experimentu je
patrné, Ze optimalni doba separace je 6 hodin a optimalni denaturaéni rozmezi je 30 - 45
% denaturaénich ¢inidel (viz Obr. 22).

Tab. 7:0znaceni vzorkii jednotlivych kmenii

Kmen ¢islo

R. glutinis

R. aurantiaca
R. mucilaginosa
S.roseus

S.salmonicolor

S. shibatanus

C. capitatum 10-1-1

C. capitatum 10-1-2

P. rhozodyma

Sach. cerevisiae

Sach. Cerevisiae + C. capitatum 10-1-1
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Obr. 22: Optimalizace podminek DGGE vlevo pro oblast ITS1+ 5,8-1TS2 rDNA vpravo optima-
lizace podminek pro 5,8-1TS2 rDNA oblast (oznaceni viz Tab. 8).

Tab. 8: Oznaceni vzorkii pro time travel experiment (Obr. 22)

Optimalizace ITS1 + 5,8-1TS2 5,8-1TS2
Oznaceni ITS1 5,8-1TS2 Oznaceni 5,8-1TS2
vzorku vzorku
1 R. glutinis | Sach.cerevisiae A R. glutinis
2 S.roseus B Sach.cerevisiae
3 Sach.cerevisiae R.glutinis C S.roseus
4 S.roseus D C. capitatum-1

Po optimalizaci podminek DGGE byly podrobeny analyze ITS1 a 5,8-ITS2 oblasti
vSechny standardni kvasinkové kmeny karotenogennich kvasinek a kmen Sacharomyces
cerevisiae. Na Obr. 23 se nachazeji vysledky analyzy: vlevo pro ITS1 oblasti, vpravo
pro 5,8-ITS2 oblasti. Na urovni ITS1 oblasti se mezi kmeny karotenogennich kvasinek
nenachazeji témet zadné odlisnosti, s vyjimkou kmene Sporobolomyce roseus a mirné
se lisici Sacharomyces cerevisiae. Tento vysledek je patrné zplsoben velmi blizkou
pribuznosti téchto kmenii. Obdobné je tomu 1 v piipadé 5,8-ITS2 oblasti, kde je
patrnéjsi rozdil u kmene Sacharomyces cerevisiae a kmene Sporobolomyces roseus.
Pouzité kmeny karotenogennich kvasinek na tirovni téchto oblasti tedy neni mozné mezi
sebou rozlisit, az na kmen Sporobolomyces roseus, a to z divodu velmi vysoké
podobnosti téchto sekvenci v genomu karotenogennich kvasinek (viz kapitola 4.3.1.5).
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Obr. 23: Vilevo DGGE ITS1 oblasti, voravo DGGE 5,8-ITS2 oblasti (viz Tab. 7)

5.1.5 Sekvenovani

PCR produkty oblasti D1/D2 a ITS2 rDNA byly piecistény pomoci komeréniho ki-
tu a ve smési s primerem o koncentraci pozadované pro sekvenovani zaslany komec¢ni-
mu subjektu [51]. Sekvenovani téchto Giseki bylo provedeno firmou SEQme s.r.0.. Zis-
kané vysledky byly zpracovany ve formatu FASTA (viz. Tab 9) a nasledné byly
vyhodnoceny pomoci programu Blast databaze National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI). Useky oblasti D1/D2 a ITS2 rDNA kmenii karotenogennich kva-
sinek a kmene Sacharomyces cerevisiae byly srovnany na Grovni primarni struktury
DNA mezi sebou a se sekvencemi stejnych nebo podobnych kmeni uvedenych v data-

Pro porovnani podobnosti sekvenci karotenogennich kvasinek se vyuzila jako
vhodny parametr hodnota indexu Score program Blast [52]. Tato hodnota koreluje
shodnost nalezené podobné sekvence k celkové délce zdrojové sekvence a délce sek-
vence komparacni, proto jeji hodnota ziskana z porovnani dvou shodnych sekvenci je-
diného vzorku byla vyuzita jako referen¢ni k hodnoté srovnani mezi neshodnymi sek-
vencemi. Podilem hodnoty ziskaného porovnani a hodnoty referen¢ni byla urcena
podobnost (uvedena v tabulce Tab. 11) jako hodnota v relativnich jednotkach.
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Tab. 9: Vyznam symbolii ve FASTA formdtu

Popisek Vyznam Popis
A A Adenin
C C Cytisin
G G Guanin
T T Thymin
U U Uracil
R A nebo G purinové baze
Y C, TaneboU pyrimidinové baze
K G, Tanebo U Baze obsahujici keto- skupiny
M Aanebo C Baze obsahujici aminno- skupiny
S Canebo G Silna interakce
W A, TaneboU Slaba inteakce
B neni A (i.e. C, G, Tor U) |Neni to Adenin
D neni C (i.e. A, G, T or U) |Neni to Cytosin
H neni G (i.e., A, C, Tor U) |Neni to Guanin
\/ ani Tani U (i.e. A, Cor G) |Neni to ani Thymin ani Uracil
N ACGTU Jakakoliv baze
X vymaskovan vymaskovan
- mezera neznamé délky mezera neznamé délky

Pfi srovnani jednotlivych kmenti mezi sebou na urovni primarni struktury DNA ob-
lasti D1/D2 rDNA bylo potvrzeno, Ze v§echny kmeny karotenogennich kvasinek se vy-
znacuji zna¢nou podobnosti, kromé kmend S. roseus a Sacharomyces cervisiae, u nichz
byla tato shoda nizsi (viz Tab. 11). Vysledky potvrzuji informace ziskané pomoci meto-
dy DGGE, a to, ze sekvence tisekii rDNA D1/D2 oblasti jsou velmi podobné pro vsech-
ny kmeny analyzovanych karotenogennich kvasinek, vyjma kmene S. roseus a Sa-
charomyces cervisiae. Pfi identifikaci jednotlivych sekvenci D1/D2 oblasti
karotenogennich (kar.) kvasinek byla u v§ech kment karotenogennich kvasinek (kromé
kmene S. roseus) identifikovana sekvence nejvice se shodujici s kmenem R. mucila-
ginosa (rubra). Vysledky jsou uvedeny v Tab. 10.

Obdobnym zplisobem byly analyzovany také oblasti 5,8-ITS2 rDNA. Pti sekveno-
vani mély vzorky obsahujici molekuly DNA s témito sekvencemi nizkou koncentraci a
tak jsou vysledky sekvenace téchto oblasti méné spolehlivé, nez v piipadé oblasti
D1/D2, protoze obsahuji slabé signaly a chyby, které zvysuji variabilitu téchto sekvenci
V porovnani mezi jednotlivymi kmeny. Tento fakt je tieba brat v potaz pii hodnoceni
vysledkti uvedenych v Tab. 11. Identifikace jednotlivych kvasinkovych kment na za-
kladé 5,8-ITS2 sekvenci pomoci databdze NCBI ptibuznost vétSiny analyzovanych kva-
sinek s kmenem R. mucilaginosa, kromé kmene S.roseus a Sach.cerevisiae (viz Tab.10).

Priklad srovnani 5,8-1TS2 oblasti pouzitych kment kar. kvasinek s kmenem R. mu-
cilaginosa je uveden jako piiloha A, stejné srovnani pro D1/D2 oblasti je uvedeno jako
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ptiloha B. Srovnani 5,8-1TS2, resp. D1/D2 oblasti pouzitych kment kar. kvasinek s da-
tabazi NCBI jsou uvedeny jako pfiloha C, respektive ptiloha D. Pro zajisténi vyssi spo-
lehlivosti daného experimentu bude tfeba stanoveni opakovat, coz mize byt piredmétem
nasledujicich praci.

Tab. 10: Vysledky identifikace sekvenci analyzovanych kmenii s databdzi NCBI

Porovnavany organismus 5,8-1TS2 D1/D2
Saccharomyces cerevisiae Saccharpr_nyces Saccharpr_nyces
cerevisiae cerevisiae
. Rhodotorula Rhodotorula
Phaffia rhozodyma mucilaginosa mucilaginosa
. - . Rhodotorula Rhodotorula
Cystofilobasidium capitatum 10-1-1 mucilaginosa mucilaginosa
. - . Rhodotorula Rhodotorula
Cystofilobasidium capitatum 10-1-2 mucilaginosa mucilaginosa
Sporobolomyces shibatanus Rho_d otqrula Rho_d otqrula
mucilaginosa mucilaginosa
Sporobolomyces salmonicolor Rho_dotqrula Rho_dotqrula
mucilaginosa mucilaginosa
Sporobolomyces roseus Sporobolomyces Sporidiqbolus
roseus salmonicolor
Rhodotorula mucilaginosa Rho_dotqrula Rho_dotqrula
mucilaginosa mucilaginosa
. Rhodotorula Rhodotorula
Rhodotorula aurantiaca o oo

mucilaginosa mucilaginosa
Rhodotorula glutinis Rho_dotqrula Rho_dotqrula
mucilaginosa mucilaginosa
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Tab. 11: Tabulka podobnosti sekvenci jednotlivych kmenii karotenoidnich kvasinek

Podobnost sekvenci oblasti D1/D2 rDNA jednotlivych kmenii na zdkladé Bit skore

kmen RG RA RR SR SSA SSH CC-1 CC-2 PR
RG 100,00% 95,78% 99,21% 70,91% 97,43% 92,88% 95,50% 97,11% 96,14%
RA 95,78% 100,00% 96,31% 69,09% 94,86% 93,40% 96,03% 95,28% 92,56%
RR 99,21% 96,31% 100,00% 70,39% 97,43% 93,40% 96,56% 97,11% 95,04%
SR 72,03% 70,18% 71,50% 100,00% 69,67% 67,81% 70,37% 71,13% 70,25%
Ssa 100,00% 97,36% 90,24% 70,39% 100,00% 94,46% 96,56% 98,16% 96,14%
SSH 92,88% 93,40% 93,40% 66,75% 92,03% 100,00% 94,18% 92,39% 92,01%
CC-1 95,25% 95,78% 96,31% 69,09% 93,83% 93,93% 100,00% 95,80% 93,11%
CC-2 97,63% 95,78% 97,63% 70,39% 96,14% 92,88% 96,56% 100,00% 95,59%

92,08%

88,65%

91,03%

66,23%

89,72%

88,13%

89,42%

91,08%

100,00%

Srovnani sekvenci oblasti 5,8-1TS2 rDNA mezi jednotlivymi kmeny na zakladé Bit skore

kmen RG RA RR
RG 100,00% 62,54% 68,10%
RA 65,08% 100,00% 54,38%
RR 72,66% 55,76% 100,00%
SR
Ssa 66,84% 68,98% 56,53%
SSH 58,73% 66,44% 55,54%
CC-1 77,07% 68,98% 72,89%
CC-2 64,02% 65,93% 56,69%
PR 45,33% 41,36% 60,99%

SC

SR

100,00%

33,75%

SSA SSH CC-1 CC-2 PR
65,57% 53,88% 73,32% 62,26% 42,62%
70,42% 63,43% 68,29% 66,72% 40,46%
59,17% 54,37% 73,99% 58,83% 61,19%

35,99%
100,00% 75,73% 64,93% 79,25% 34,83%
80,97% 100,00% 63,93% 80,62% 44,11%
66,96% 61,65% 100,00% 63,81% 45,61%
79,93% 76,05% 62,42% 100,00% 38,97%
36,33% 43,04% 46,14% 40,31% 100,00%

SC

100,00%
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5.1.6 Karyotypova charakterizace kvasinkovych kmenii pomoci PFGE
spravna ptiprava vzork chromozomalni DNA. DNA by ve vzorcich méla mit dostatec-
nou koncentraci a neméla by byt jakkoliv degradovand, ¢i naStépend. Z tohoto diivodu
byla optimalizovana pfiprava chromozomalni DNA v agardsovych blo¢cich, doba kulti-
vace kvasinek a mnozstvi bunék pro pfipravu blocku. Pro ptipravu blockt byly pouzity
bunky karotenogennich kvasinek z 50., 75. a 80. hodiny kultivace. Pro 50. hodinu kulti-
vace bylo pouZzito mnozstvi 0,5- 10" bung&k, pro 75. hodinu kultivace bylo toto mnozstvi
dvojnéasobné a pro 80. hodinu kultivace bylo pouZzito trojnasobné mnozstvi bun¢k. Vy-
chozim predpokladem byla vzristajici odolnost bunécné stény vici lytickym enzymim
s rostouci dobou kultivace. Buiiky by se tedy nemély dostat do stacionarni faze, kdy je
jejich bunécnd sténa nejvice odolnd, ale mély by byt zpracovany Vv exponencialni fazi
rastu.

Jakmile je Gspé€sné izolovana intaktni DNA, je dulezité spravné nastaveni jednotli-
vych pulznich Casti, vlozeného napéti, doby separace, koncentrace agardésového gelu
a elektroforetického pufru pro optimalni rozliseni jednotlivych chromozomu. Pro opti-
malni rozdéleni chromozomalni DNA byly pouzity pulzni ¢asy 150 s, 200 s, 300 s a
500 s a vlozené napéti 108, 130 a 162V. Byl pouzit 1% a 1,1% agardsovy gel. Separace
chromozomalni DNA probihala pii 11 °C v 0,08% TBE pufru. Jako standard byl pouZit
Yeast chromosome marker (viz Obr. 24).

Tab. 12: Oznaceni vzorkii pro PFGE

Kmen Popisek
R. glutinis RG
R. aurantiaca RA
R. mucilaginosa RR
S.roseus SR
S.salmonicolor SSA
S. shibatanus SSH
C. capitatum 10-1-1 CC-1
Yeast chromosome marker YCHM
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Obr. 24: 50. hod kultivace, doba separace 25 hod, parametry: 150s/5hod, 200 s/5hod, 300
s/5hod, 500 s/10 hod 25 hod; 1% agarosovy gel; 162V (popisky viz Tab.12).

Separace chromozomalni DNA izolované z kvasinek z 50. hodiny kultivace byla
stanovena jako ovéfovaci z hlediska spravné izolace itaktni DNA a volené pulzni Casy
byly nastaveny tak, aby se zacaly separovat co nejvétsi chromozomy. Nicméné tyto
podminky nebyly idedlni pro rozdé€leni standardu. Lze vidét, Ze od kazdého kmene
karotenogennich kvasinek byly separovany minimalné¢ ctyii frakce. U kmend
R. aurantiaca, R. mucilaginosa a S.roseus je patrnych 5 frakci (viz Obr. 24).

VCHM SRSSA RR RGCC-1 SR

1,600 4 1,640 —

1,120 + 1,000 —
q4n —
916 — [l
F15 -~ e
795 —
T4
=0 Ry
510 —
5oL —

S50 — —
375 — R
295 —
225 —

Obr. 25: 50. hod kultivace, doba separace 47 hod, parametry: 150s/15hod, 200
s/20hod, 250 s/20hod, 300 s/2 hod; 1,1% agarosovy gel, 130V (popisky viz Tab.12).

Podminky separace na Obr. 25 byly nastaveny tak, aby byly rozdéleny mensi chro-
mozomy karotenogennich kvasinek. K separaci byl pouzit 1.1% gel pro lepsi rozliSeni
jednotlivych chromozomi. VSechny kmeny maji nejmensi chromozom o velikosti cca
650 Kbp, dale nasleduji chromozomy o velikosti 610 Kbp, kromé& kmene Sporobolomy-
ces roseus, u kterého je tento chromozom vétsi (cca 815 kbp). Mensi chromozomy
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kmene Sporobolomyces roseus byly tedy rozdéleny na celkem ctyii frakce o velikostech
610 Kbp, 815 kbp, 900 Kbp a 950 Kbp. Kmeny Sporobolomyces salmonicolor,
R. aurantiaca, R. glutinis a C. capitatum (i kdyz u R.glutinis byla DNA ¢astecné degra-
dovana a vysledky nejsou pfili§ jasné) maji tyto ¢tyfi chromozomy velikostné shodné,
ato 610 Kbp, 680 kbp, 915 Kbp a 945 kbp. Vétsi chromozomy jiz nejsou za téchto
podminek separace Citelné.
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Obr. 26: 80. hod kultivace, doba separace 65 hod, parametry: 150s/15hod, 200 s/20hod,
300 s/20hod, 500 s/10 hod; 1% agarosovy gel, 162 V (popisky viz Tab.12).

Obr. 26 zobrazuje separaci kvasinkovych chromozomi izolovanych z bunék z 80.
hodiny kultivace. Podminky separace byly nastaveny tak, aby doSlo k rozd€leni zejména
velkych chromozomi a bylo tak mozné stanovit, zda se v karyotypu karotenogennich
kvasinek nevyskytuji chromozomy vétsi nez 1 900 Kbp. Nejzietelnéjsi jsou chromozo-
my kvasinky S. shibatanus, kde je velmi dobfe vidét, Ze nejvétsi chromozomy této kva-
sinky maji ptibliznou velikost 1 500 Kbp, 1250 Kbp, 1 200 Kbp, 915 Kbp, 900 Kbp
a 815 Kbp. U ostatnich kvasinkovych kment byla koncentrace chromozomalni DNA
velmi nizka, a navic doslo k jeji degradaci, coZ znemoZiiuje vyhodnoceni. Z koncentraci
vzorkl vétSiny kvasinek je patrné, ze v 80. hodiné kultivace je bunécna sténa nejspise
jiz dost rezistentni vici lytickym enzymtm.
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Obr. 27: 75. hod kultivace, doba separace 75 hod, parametry: 150s/15hod, 200 s/20hod,
250 s/20hod, 300 s/20 hod; 1% agarosovy gel, 130 V (popisky viz Tab.12)

Vzhledem k podminkam piedchozi pulzni gelové elektroforézy bylo zménéno napé-
ti a celkové podminky separace tak, aby byly viditelné rozdéleny vSechny kvasinkové
chromozomy; bylo tedy snizeno napéti i nejvyssi pulzni ¢asy. Napéti bylo snizeno kvuli
dobré separaci velkych chromozomt a zaroven kvuli snizeni elektroforetické pohybli-
vosti chromozoml o menSich velikostech. Podminky i1 vysledky separace jsou uvedeny
na Obr. 27, kde je zjevné, ze chromosomalni DNA byla patrné degradovana u kment
R.glutinis, S. roseus, S. shibatanus a C. capitatum.

U kmene R. aurantiaca bylo celkem separovano dvanact chromozomu ptiblizné
o velikostech 650 Kbp, 760 Kbp, 850 Kbp, 900 Kbp , 915 Kbp, 950 Kbp, 970 Kbp, 980
Kbp, 1000 Kbp , 1 200 Kbp a pravdépodobné 1 630 Kbp. Chromozomalni DNA kmene
R. mucilaginosa byla separovana na jedenact fragmentl velikostné odlisnych od kmene
R. aurantiaca, a to v ptipad¢ prvniho a druhého nejmensiho chromozomu, dale R. muci-
laginosa postrada chromozomy o velikostech 850, 900, 980 a 1000 Kbp ve srovnani
s R. aurantiaca. R. mucilaginosa se od kmene R. aurantiaca lisi pfitomnosti chromo-
zomu o velikosti 1 350 Kbp.

Kmen S. salmonicolor se na prvni pohled lisi velikosti svych deseti chromozomi
od kment rodu Rhodotorula. Pfiblizné velikosti chromozomti kmene S. salmonicoclor
jsou nasledujici: 610 Kbp, 760 Kbp, 815 Kbp, 900 Kbp, 945 Kbp, 960 Kbp, 980 Kpb,
990 Kbp 1000 Kbp a pravdépodobné 1 630 Kbp.

Neékteré chromozomy jsou patné i u ¢astecné degradované DNA kment R.glutinis
a S.salomonicolor; u kmene R.glutinis jsou rozpoznatelné chromozomy o velikosti 610,
745, 780, 900 a nejveétsi rozpoznatelny ma piibliznou velikost 1 630 Kbp. U kmene
S. salmonicolor jsou mimé patrné velikosti chromozomi 610, 745, 755 a 1 630 Kbp.
Z vysledkt vyplyva, Ze karyotypy karotenogennich kvasinek jsou odlisné, co se tyce
velikosti jednotlivych chromozomu. Lze je tedy na zakladé této metody navzajem odli-
Sit.
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Obr. 28: 75. hod kultivace, doba separace 75 hod, parametry: 150s/15hod, 200 s/20hod,
250 s/20hod, 300 s/20 hod; 1,1% agarosovy gel, 130 V (popisky viz Tab.12)

Vysledky z Obr. 28 potvrzuji, ze pouziti 1,1% agarosového gelu piispiva k lepsimu
rozliSeni jednotlivych chromozomi. Koncentrovanéj$i matrice, kterou chromozomy
prochazeji, ale také pfispiva ke sniZeni jejich elektroforetické mobility; z tohoto diivodu
neni separace jednotlivych chromozomi tak dobra jako v pfedchozim piipadé. Rozlisi-
telnymi jsou chromozomy kmeni R. mucilaginosa a S. salmonicolor, jejichz DNA ne-
byla degradovana. U kmene R. mucilaginosa lze identifikovat celkem deset chromozo-
mi, nejsou vsak piili§ dobie rozdeleny a velikostné odpovidaji predchozi separaci (viz
Obr. 28). Chromozomy kmene S. salmonicolor jsou podstatné 1épe ¢itelné a jejich veli-
kosti potvrzuji piedchozi vysledek (viz Obr. 27).

Pulzni gelova elektroforéza je velmi presnou metodou umoziujici rozliseni karyo-
typu jednotlivych kvasinkovych kment, a tak umoznuje jejich rozliSeni i mezi blizce
pfibuznymi kmeny. VySe uvedené vysledky potvrzuji vliv doby kultivace a mnoZzstvi
bun¢k na Gspésnost izolace intaktni chromozomalni DNA. Nejlepsi vysledky byly dosa-
eny pro dobu kultivace 75 hodin a pro mnozstvi bunék 1-10'°. Nejlepsi podminky se-
parace chromozomalni DNA odpovidaly nasledujicim parametrim: doba separace 75
hod, parametry: 150s/15hod, 200 s/20hod, 250 s/20hod, 300 s/20 hod; 1% agarosovy
gel, 130 V. Pro ostiejsi rozliSeni jednotlivych chromozomi byl shledan jako vhodné&;jsi
1,1% agardsovy gel, nicméné podminky pro separaci chromozomi v této koncentrova-
n¢j$i matrici je tfeba dale optimalizovat.

5.2  Analyza mutantnich kmenu karotenogennich kvasinek

Mutantni kmeny, pfipravené v pfedchozich studiich [50], byly adaptované na od-
padni substraty, jakymi byly glycerol a té€stoviny. Analyzovanymi kmeny byly S. rose-
us, R.aurantiaca, C.capitatum a R.glutinis jak standardni, tak mutantni. Z mutantnich
kmenti byly vybrany ty snejlepSimi produkénimi vlastnostmi prokdzanymi
v piedchozich experimentech, pro produkci karotenoidd a zejména B-karotenu. Mutant-
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ni kmeny jsou popsany Cislem, které vyjadiuje koncentraci mutagenu v médiu (5 mM,
10 mM), jez byla pouzita pii mutacich, a oznaceni A1 nebo A2 podle oznaceni tispé$né

vvvvvv

5.2.1 Pozorovani morfologickych zmén mutantnich kmeni kultivova-
nych na glycerolu

Z mutantnich kmenii adaptovanych na glycerol byly vybrany mutantni kmeny SR 5
Al, SR 10 A2, RA5 Al, RA 10 Al, RA 10 A2 a CC 10 A2. Vybrané kmeny byly kul-
tivovany na glycerolovém médiu soubézné se standardnimi kmeny. Pro srovnani adap-
tace na glycerol byly v§echny kmeny kultivovany také na glukosovém médiu. Kultivace
vSech kment probihaly soubéZzné po dobu 80 hodin.

Obr. 29: Srovnani morfologie mutantnich a standardnich kmenii S. roseus, R. aurantiaca
a C.capitatum
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Morfologie mutantnich kmenti se vyznamnym zpuisobem neli§i od standardnich
kmentl. Ve vétSiné piipadi dochazi ke shlukovani mutantnich kmend kultivovanych
Vv glycerolovém médiu, které miize pisobit jako stresovy faktor. V ptipadé kmene
S.roseus dochazelo k tomu, ze pucici dcefinné bunky se Casto neoddélovaly od
matefskych bunck, cozZ je patrné zejména na glukosovém médiu u mutantnich kment.
V ptipadé glycerolového média mély buiiky spiSe ovalny tvar a silnéjsi bunécnou sténu.
Mutantni kmeny R. aurantiaca se na glukosovém médiu vyznacovaly ponékud
nerovnomérnou distribuci velikosti bunék, a to zejména v pfipadé RA 5 A1 a RA 10
A2. Pii srovnani téchto kmenti v zavislosti na pouzitém médiu je patrné, ze glycerolové
médium pfrispiva ke kulatéjSimu tvaru bunék, a to jak u mutantnich, tak u standardniho
kmene. Stejny trend lze pozorovat i u kmene C. capitatum, kde ale navic pfitomnost
glycerolu v médiu patrné¢ zpusobuje mensi velikost bunck. Pfitomnost glycerolu
v médiu nejspise navozuje buitkam osmoticky stres.

SRi ontrola gly Si Algly SR iAZ gly

Obr. 30: Rozdilnost zabarveni produkcnich médii mutantnich a standardnich kmenii



Na Obr. 30 jsou zachyceny kultury mutantnich i standardnich kmenti. Na prvni po-
hled je patrné, Ze se svym zabarvenim pfili§ nelisi aZ na zkresleni dana fotografii. Zmé-
na zabarveni jednotlivych kultur je vSak patrna, co se ty¢e druhu produkéniho média.
Produkéni glycerolova média zplisobuji vice rizové zabarveni, zatimco glukozova pro-
dukéni média zplsobuji spiSe zabarveni kultur do oranZova. Tento jev je nejvice zjevny
u kment R.aurantiaca a S.roseus. Odlisné zbarveni kultur na glycerolovém médiu mize
byt zplisobeno s nejvétsi pravdépodobnosti rozdilnym pomérem karotenoidli zastoupe-
nych v bunkach kvasinek.

5.2.1.1 Kaultivace mutantnich kment na téstovinach

Obr. 31 zachycuje mutanni i standardni kmeny karotenogennich kvasinek
kultivovanych jak na glukosovém produk¢énim médiu, tak na téstovinovém produkénim
médiu.
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Obr. 31: Morfologie mutantnich a standardnich kmenii karotenogennich kvasinek

Opét je zde patrné jisté shlukovani bunék mutantnich kment ve vétsi mife, nez
muze byt pozorovano u standardnich kment. Tento trend byl sledovany zejména
U mutantnich kmeni a je patrny u obou typli produkénich médii. Mutantni kmeny se od
standardnich kment 1i$i siln€j$i bunéénou sténou a pravidelnéjsim tvarem, zejména pii
srovnani standadnich a mutantnich kment R.aurantiaca a C. capitatum na glukosovém
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médiu. V piipad¢ média obsahujiciho jako jediny zdroj uhliku té€stoviny bylo sledovano
jisté zvétseni velikosti bunék jak standardnich, tak i mutantnich kment, u nichz je tento

v

jev vyraznéjsi, jak lze vidét zejména u mutantnich kmenti S. roseus.

Obr. 32: Rozdilnost zabarveni produkcnich médii mutantnich a standardnich kmenii

Zbarveni jednotlivych produkénich médii mutantnich i standardnich kment
(Obr. 32) se vyrazng nelisi. Odlisnosti l1ze sledovat pouze ve zbarveni typt produkénich
médii. Téstovinova média maji na rozdil od glukosovych svétlejsi zbarveni a jsou vice
zakalena, coZ je dano rozkladem téstovin na Skrobnaté produkty vlivem sterilace a pu-
sobenim extracelularnich enzymi kvasinek pfi kultivaci.

5.2.2 Sledovani stability produkénich vlastnosti mutantnich kmeni
Karotenogenni kvasinky dokazi produkovat celou fadu vyznamnych latek od esen-
cidlnich nenasycenych mastnych kyselin az po antioxidanty. Analyzované mutantni
kmeny byly sledovany nejen z hlediska jejich schopnosti produkce karotenoidt a [-
karotenu, ale také z hlediska schopnosti produkce ergosterolu jako provitaminu D a ko-
enzymu Q jako vyznamného antioxidantu. Zaroven byly aktudlni produkéni vlastnosti
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mutantnich kment porovndvany s jejich produkénimi vlastnostmi ihned po jejich muta-
ci. Je tfeba také podotknout, Ze mutantni kmeny byly skladovany pii 4 °C po dobu
témef jednoho roku, pfi¢emz byly nékolikrat preoCkovany pro udrzeni vitality a pak
oziveny pro ovéteni jejich schopnosti si udrzet své pivodni vlastnosti. Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 13.

5.2.2.1 Produkce sledovanych metabolitii na glycerolovém médiu
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1500 1 [ Ergosterol
14001 IR Karoteonidy
1300 4 [EEEHH p-karoten lg

1200 Koenzym Q
SusSina

<)

1
sus
[EnY
o
o
o
1

Susina (g.dm?)

Metabolit (ug.g.

Obr. 33: Produkce vyznamnych metabolitii a biomasy pro referencni a mutantni kmeny Sporo-

bolomyces roseus

vvvvvv

lomyces roseus kultivované na glycerolovych médiich.

Produkce koenzymu Q je pro mutantni kmeny karotenogennich kvasinek shodna
nebo nizsi (pfi¢emz nejvyznamngj$im poklesem vykazuje kmen SR 10 A2 na glukézo-
vém médiu) nez v referen¢nich kmenech kultivovanych na glycerolu a glukéze. Pro-
dukce koenzymu Q referen¢niho kmenu SR pro kultivace na glycerolovém i glukézo-
vém médiu se prakticky shoduyi.

Za nejvyznamnéj$iho producenta biomasy lze oznacit mutantni kmen SR 10 A2,
biomasy byla zaznamenana pro mutantni kmen SR 5 A1 kultivovany na glycerolovém
médiu, ktery se naopak vyznacuje nejvyssi produkci ergosterolu a nejvyssi produkcei
zadanych metabolitli z mutantnich kment SR karotenogennich kvasinek.
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Celkove¢ nejvyssi produkce sumarnich karotenoidl byla zaznamenéna pro referenéni
kmeny SR. Se zvySujicim se obsahem mutagenniho ¢inidla pouzitého k mutaci Kar.
kvasinek kmene SR vyrazné klesa produkce karotenoidi. Obdobny trend 1ze pozorovat i
pro produkci S-karotenu. Mutantni kmeny S.roseus si tedy po dlouhodobém uchovavani
neudrzely schopnost nadprodukce karotenoidl. Zajimava je vysoka produkce ergostero-
lu u mutantii S.roseus kultivovanych na glycerolovych médiich, coz by odpovidalo in-
tenzivni reakci bunék na stresové podminky pomoci zmény produkce membranovych
steroll a remodelingu membran

Cystofilobasidium capitatum
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Obr. 34: Produkce vyznamnych metabolitii a biomasy pro referencni a mutantni kmeny Cystofi-
lobasidium capitatum

Produkce pozadovanych metaboliti u kmene C.capitatum nebyla pfili§ vysoka.
Nejvyssi produkce byla dosazena u mutantniho kmene CC 10 A2 na glukosovém mé-
diu, zatimco na glycerolovém médiu byla obecné produkce velmi nizka.

Nejvyssi obsah celkovych karotenoidt a ergosterolu vyprodukoval mutantni kmen
CC 10 A2 na glukosovém médiu a ve srovnani se standardnim kmenem kultivovaném
na glukosovém médiu m¢l druhou nejlepsi produkci tohoto kmene. NejvySsi nartst
biomasy byl dosazen u standardniho kmene na glycerolovém médiu a velmi dobrych
vytézka bylo dosazeno i u mutantnich kment, a to zejména na glycerolu. Lze konstato-
vat, Ze mutantni kmen CC 10A2 si i po dlouhodobém uchovéavani zachoval nékteré
nadproduk¢ni vlastnosti, které se ale projevuji spise na gluk6zovém médiu.

66



Rhodotorula aurantiaca

1300 - - 20
1200 ~ B2 crgosterol 118
1100 - B Karoteonidy 1
1 11
1000 - B p-karoten 110
900 - gognzym Q 14
T in
<% 800 usina L
o =
o 700+ ©
e 10 o
=~ 600 | —
= ©
8 500 8 =
g ]
T 400 6 @
= 300 1,
200 - ]
100 12
0- 0

Q Q

v DI R 2
R AR A N

Obr. 35: Produkce vyznamnych metabolitit a biomasy pro referencni a mutantni kmeny RhO-
dotorula aurantiaca

Z vysledkt produkce metabolitt kmene R. aurantiaca (viz Obr. 35) je patrné, Ze
mutantni kmeny mély zvySenou produkci vSech sledovanych metaboliti, a to zejména
na glukosovém médiu.

Nejlepsim producentem karotenoidd i B-karotenu byl kmen RA 5 Al kultivovany
na glukozovém médiu, ktery mél vice neZ dvojnasobnou produkci karotenoidii a f3-
karotenu nez standardni kmen. Tento kmen byl obecné velmi dobrym producentem sle-
dovanych metabolitt, protoze jeho produkce ergosterolu i koenzymu Q byla také vyraz-
né vyssi nez u standardniho kmene. Produkce vSech sledovanych metabolitl byla velmi
dobra 1 u ostatnich mutantnich kment kultivovanych na glukosovém médiu.

Ve srovnani s produkci na glukosovém médiu byla produkce sledovanych metaboli-
tl na glycerolovém médiu niz§i. Produkce biomasy u mutatnich kment byla nejvyssi u
kmene RA 10 A2 na glycerolovém médiu, nicméné neptesahla produkci standardniho
kmene na glycerolu, kterd byla nejvyssi pro tento kmen. Lze opét sledovat zvySenou
produkci metaboliti u mutantnich kmenti, u kterych byla na mutaci pouZzita nizsi kon-

centrace mutagenu.
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Celkové lze shrnout, ze produkce analyzovanych metaboliti u mutantnich kment
adaptovanych na glycerol jako zdroj uhliku byla velmi dobra zejména u kmeni R.
aurantiaca a S. roseus velmi dobra.Nejlepsimi mutantnimi producenty ergosterolu byly
kmeny SR 5 A1 a SR 10 A2 kultivovanané na glycerolu (601,8 a 526,3 pg: g'1 susiny),
dobrymi producenty byly i kmeny R. aurantiaca, které dosahovaly témét dvojnasobné-
ho mnozstvi nez standardni kmeny. Selektované mutanty R. aurantiaca vynikaji kromé
produkce ergosterolu také nejlepsi produkci celkovych karotenoidd, B-karotenu a koen-
zymu Q na glukosovém médiu a nejhorsi producenti téchto metaboliti na glycerolu.
Nejlepsimi producenty B-karotenu a dobrymi producenty karotenoidii byly mutantni
kmeny S. roseus, které byly téméf srovnatelné s divokymi kmeny. Z hlediska nejvétsi
produkce biomasy byly nejlep$imi mutantni kmeny C.capitatum.

5.2.2.2 Produkce sledovanych metabolitii na téstovinovém médiu
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Obr. 36: Produkce vyznamnych metabolitii a biomasy pro referencni a mutantni kmeny RhO-

dotorula glutinis

Standardni i mutantni kvasinky kmene R. glutinis vyprodukovaly vys$§i mnozstvi
metabolith opét na glukosovém médiu, produkce metabolitii na té€stovinach byla velmi

kmen kultivovany na téstovinach, ve srovnani s timto kmenem mél mutantni kmen RGS5
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Al kultivovany na téstovinach i vice nez desetkrat vyssi produkci karotenoidii. Tento
kmen adaptovany na téstovinové médium si tedy dlouhodobé zachoval vyssi produkéni
vlastnosti nez kontrolni kmen. Z hlediska produkce koenzymu Q byl nejlepsim produ-
centem standardni kmen na glukozovém médiu. I v piipadé biomasy byla lepsim sub-
stratem glukosa nez téstoviny jak u standardnich, tak i mutantnich kmenti.
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Obr. 37: Produkce vyznamnych metabolitii a biomasy pro referencni a mutantni kmeny Cystofi-
lobasidium capitatum

Obr. 37 zobrazuje vysledky produkci jednotlivych metabolitti pro mutantni i refe-
ren¢ni kmeny C.capitatum. Mutantni kmen C.capitatum vykazoval velmi dobrou pro-
dukci sledovanych metabolit v pfipadé€ obou typti substratu. NejlepsSim producentem je
tedy mutantni kmen CC 10 A2 kultivovany na téstovinach i na glukose. Tento kmen
totiz vykazoval nejvyssi produkci ergosterolu, karotenoidii a zejména [-karotenu ve
srovnani s kontrolnim kmenem. V ptipadé€ glukozového média poklesla vyrazné pro-
dukce p-karotenu a vzrostla koncentrace koenzymu Q. V piipadé nartstu biomasy bylo
pro referen¢ni 1 mutantni kmen vyhodnéjsi glukozové médium.

Sloupcovy graf na Obr. 38 zobrazuje naméfena data pro produkci jednotlivych me-
tabolith mutantnimi i standardnimi kmeny S.roseus. Kultivace referen¢nich i mutant-
nich kvasinek kmene S.roseus na glukozovém i téstovinovém médiu opét prokazuje
vys§i produkce metaboliti na glukozovém médiu. Zajimavym jevem u mutantnich
kmeni je, ze s rostouci koncentraci mutagenu, S jakym byly diive mutantni kmeny pfi-
praveny, klesa produkce karotenoidii a ergosterolu na glukozovém médiu.
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Nejlepsim producentem karotenoidtl, ergosterolu i koenzymu Q je kmen SR 5 Al,
ktery dokonce ptevysuje svoji produkci referenéni kmen. Nadprodukcni vlastnosti ergo-
sterolu prokazal mutantni kmen SR 10 A2 kultivovany na odpadnim substratu. Pro-
dukéni vlastnosti mutantnich kvasinek tohoto kmene byly velmi dobré jak na glukose,
tak na téstovinach; jedinou vyjimkou je mutantni kmen SR 5 A1 kultivovany na téstovi-
nach. Tento kmen vykazoval nejnizsi produkce vSech metabolitd. Zajimavym faktem je,
ze tento kmen na glukozovém médiu mél naopak nejlepsi produkéni vlastnosti
Z hlediska produkce vsech sledovanych metaboliti.

Sporobolomyces roseus
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Obr. 38: Produkce vyznamnych metabolitit a biomasy pro referencni a mutantni kmeny Sporo-

bolomyces roseus

Pti celkovém vyhodnoceni kultivace mutantnich kment na téstovinovém médiu 1ze
oznacit jako nejlepsiho producenta ergosterolu, karotenoida 1 B-karotenu mutantni kme-
ny S. roseus kultivované na glukose i na téstovinach. Velmi dobrym producentem ve
srovnani s kontrolnim nezmutovanym kmenem na té€stovinovém i glukosovém médiu
byl mutantni kmen C.capitatum; tento kmen je zaroven nejlep$im producentem bioma-

sy.
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Srovndani s piivodnimi produkénimi viastnostmi

Vzhledem ke skute¢nosti, ze produkce metabolitii karotenogennimi kvasinkami ne-
ni konstantni mezi casové vzdalenymi kultivacemi, byly piivodni data a nové ziskané
vysledky srovnany nasledujicim zpisobem. Data ziskana metodou RP-HPLC/PDA pro
referenéni kmeny (kontrola) byly uvazovéany pro danou kultivaci jako 100% produkce
daného metabolitu. Ostatni produkce (vzdy piislusného kmene) byly k této hodnoté
vztazeny a predstavovaly bud’ vyssi, nebo nizsi produkci vyjadienou Vv relativnich jed-
notkach. Hodnoty byly vyhodnoceny jak pro aktualné zpracovanéd data (data ziskana
v prubéhu této diplomové prace), tak pro data ptvodni, ziskana pro kultury pied jednim
rokem [50]. Hodnota ziskané nadprodukce, resp. podprodukce vuci referenci pro histo-
ricka data byla pak odectena od hodnot aktualnich. Tim byla ziskdna informace o zméné
produkénich vlastnosti mutagennich kment za obdobi jednoho roku, coz je reprezento-
vano grafy na obrazcich Obr. 39, respektive Obr. 40.
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Zména produkce metaboliti a biomasy za 1 rok (%)
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Obr. 39: Zmeéna produkcnich viastnosti mutantnich kmenii kultivovanych na glycerolu
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Pti srovnani aktualnich produkénich vlastnosti mutantnich kment s jejich ptvodni-
mi vlastnostmi, které tyto kmeny mély téméi ihned po mutaci pomoci EMS, je patrné,
ze v ptipad¢ kultivace téchto kment na glycerolovém médiu nastaly nejvétsi zmény v
ptipadé kmenti n¢kterych R. aurantiaca a C. capitatum. U téchto kment byla zazname-
nana odli$na produkce zejména B-karotenu a koenzymu Q. V piipadé mutantnich kme-
ni R. aurantiaca kultivovanych na glukose byla prokazana zvysena produkce [-
karotenu a snizena produkce koenzymu Q ve srovnani s predchozimi vlastnostmi. Pro-
duk¢ni vlastnosti mutantniho kmene C. capitatum byly zvySené pro produkci B-
karotenu i koenzymu Q na glycerolovém médiu. Tyto hodnoty ptedstavuji nejvyssi
zménu v nadprodukénich vlastnostech ze vSech kmenti ve srovnani s ptivodnimi vlast-
nostmi. Nadprodukéni mutantni formy z hlediska produkce B-karotenu jsou RA 5 Al,
RA 10 A 1 a RA 10 A2 na glukosovém médiu a na glycerolovém médiu kmen CC 10
A2, ktery byl nadprodukéni i pro celkové karotenoidy a koenzym Q. U mutantnich
kment S.roseus byly v mensi mife zaznamenany niz$i produkce vSech analyzovanych
metabolitil, a to konkrétné pro SR 10 Al na glycerolovém médiu a pro SR 10 A2 na
glukosovém i glycerolovém médiu. Data jsou vizualizovana v grafu na Obr. 39.

Obr. 40 uvadi rozdilnost vlastnosti mutantnich kment kultivovanych na téstovinach
ve srovnani s jejich ptivodnimi vlastnostmi. U téchto mutantnich kmenii byly produkéni
vlastnosti velmi rozdilné ve srovnani s ptivodnimi vlastnosmi. Nejvétsi zmeény produkc-
nich vlastnosti byly prokazany u kment R.glutinis a C. capitatum. Mutantni kmen R.
glutinis kultivovany na téstovinach m¢l vyraznou nadprodukci celkovych karotenoidt a
mirnou nadprodukci B-karotenu. V pfipadé kmene C. capitatum byla vyrazné zvysSena
produkce B-karotenu, celkovych karotenoidii, koenzymu Q 1 ergosterolu. Produkce
vsech sledovanych metabolitii u mutatniho kmene S. roseus byla snizena vici pavodni
zejména na glukosovych médiich u kmenit SR 5 Al a SR 10 A2. V piipad¢ téstovino-
vych médii byla u mutantnich kmena S. roseus zaznamenana zvySena produkce koen-
zymu Q (kmeny SR 5 Al a SR 10 Al).

Mutantni kmeny karotenogennich kvasinek kultivované na glycerolovém a téstovi-
novém médiu maji pozmeénéné produkéni vlastnosti viici jejich predchozim vlastnostem
tésn¢ po mutaci. Obecné si mutanty adaptované na téstovinové médium zachovaly nad-
produkéni vlastnosti ve veétsi mife nez v ptipadé glycerolu, dlouhodoba stabilita téchto
mutanti byla rovnéZ vyssi.
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Produkéni vlastnosti kmend, R. aurantiaca, R. glutinis a C.capitatum byly zazna-
menany jako vyssi pii porovnani S jejich pavodnimi vlastnostmi pro produkci zejména
B-karotenu. Mutantni kmeny S.roseus mély v ptipadé kultivace na glycerolu mirn¢ sni-
zenou produkci vSech metabolitl a Vv ptipadé kultivace na téstovinach byla u téchto
kmenii zaznamenana zvySena produkce koenzymu Q. Zmény produkcnich vlastnosti
mutantnich kment mohou byt zplisobeny dal§imi samovolnymi mutacemi. Jinou moz-
nosti mize byt vliv vnéjsich faktort, protoze kvasinky byly dlouhodob¢ uchovavany pii
nizkych teplotach. Ovéieni ptivodu zmény téchto vlastnosti muze byt provedeno
V navazujicich pracich naptiklad pomoci molekuldrnich technik.
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Zm¢éna produkce metabolitu a biomasy za 1 rok (%)
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Obr. 40: Zmena produkcnich viastnosti mutantnich kmenii kultivovanych na téstovindach
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Tab. 13: Tabulka produkce metabolitit a biomasy mutantnimi i standardnimi kmeny kvasinek

E Susina | Ergosterol | Karotenoidy | B-karoten [ Koenzym Q
= Kmen 3 Y Ao Ao A o
E g.dm ng.g-sus. ng.g-sus. ng.gsus. | pg.gosus.
RA glu 11,17 299,65 384,89 53,61 79,13
RA gly 11,47 177,93 54,82 32,86 13,44
RA5 Al glu 7,64 472,48 1072,30 458,68 385,56
RA5 Al gly 6,90 243,50 43,95 22,34 16,16
RA 10 Al glu 8,65 390,92 642,44 310,81 279,15
RA 10 Al gly 6,18 219,15 29,69 21,17 16,36
RA 10 A2 glu 7,66 448,76 858,02 437,18 395,47
= RA 10 A2 gly 8,92 216,04 43,41 30,51 13,05
§ CCglu 13,96 207,71 173,90 103,55 117,20
= |CCgly 19,01 171,03 13,99 0,39 0,35
© CC10A2glu 11,31 320,95 337,65 8,69 34,28
CC 10 A2 gly 13,30 209,77 44,01 3,93 7,74
SR glu 5,41 683,67 951,40 685,88 100,80
SR gly 3,34 724,46 921,97 614,88 134,74
SR5Alglu 4,75 658,50 549,10 439,43 85,07
SR5Algly 3,27 1203,60 553,50 479,64 68,32
SR 10 A2 glu 5,69 442,02 190,33 138,69 22,89
SR 10 A2 gly 4,30 1052,57 284,75 244,62 88,60
RG glu 8,84 415,31 669,01 265,91 106,14
RG téstoviny 6,13 243,07 5,86 5,22 20,80
RG5Alglu 4,83 368,77 137,25 36,15 14,10
RG 5 Al téstoviny 2,95 92,14 75,47 12,66 14,63
CCglu 13,96 207,71 173,90 103,55 117,20
CC téstoviny 7,75 79,57 14,01 2,73 0,23
2 [CC10A2glu 13,66 373,22 375,54 0,51 93,25
g CC 10 A2 téstoviny 4,30 853,34 530,98 465,85 17,28
2 [SRglu 6,43 574,81 799,92 576,68 84,75
&= | SR téstoviny 4,16 629,10 250,06 200,09 7,97
SR5A1glu 3,24 1160,84 1457,46 1116,71 169,80
SR 5 Al téstoviny 2,53 349,53 86,24 8,68 31,77
SR 10 Al glu 6,81 520,81 662,12 334,27 51,98
SR 10 Al téstoviny 4,00 722,46 428,02 374,37 27,58
SR 10 A2 glu 5,24 602,49 857,71 644,09 102,68
SR 10 A2 testoviny 2,23 1315,28 244,32 239,73 8,57
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5.2.2.3 Sledovani molekularnich zmén mutantnich kmenu

K pozorovani molekularnich zmén u mutatnich kmena v oblasti D1/D2 genu kodu-
jici velkou ribosomalni podjednotku 26S rDNA bylo pouzito spojeni metod nested PCR
a nasledna analyza PCR produkti pomoci metody DGGE. Analyzovéany byly mutantni
kmeny adaptované na glycerol i té€stoviny.

5.2.2.4 Nested PCR D1/D2 rDNA oblasti

Mectodou nested PCR byla amplifikovana oblast D1/D2 rDNA. V prvnim
amplifikacnim kroce byly pouzity primery NLI/NL4 a ziskany PCR produkt byl
nasledné pouzit jako templat pro druhy amplifikaéni krok s pouzitim primerd NLI1-
GC/LS2. Produkty byly kontrolovany pomoci agarosové gelové elektroforézy

(viz Obr. 41).

N11109876 543 21

Obr. 41: Vlevo PCR produkty 1. amplifikacniho kroku, vpravo PCR produkty 2. amplifikacniho
kroku u mutantnich kmenu (popisky viz Tab. 14)

Velikost PCR produktti prvniho amplifika¢niho kroku odpovidala ptiblizné velikos-
ti 650 bp; PCR produkty druhého amplifika¢niho kroku odpovidaji velikosti ptiblizné

280 bp (viz Obr. 41).

N1098765

4321

Tab. 14: Znaceni vzorkii na obrazcich (Obr. 41 a Obr. 42)

Oznaceni Kmen Oznaceni Kmen
1 RA 5 A2 gly 7 SR 10 A2 gly
2 RA 10 Al gly 8 CC 10 A2 test.
3 RA 10 A2 gly 9 CC 10 A2 gly
4 SR 5 Al test 10 RG 5 Al test
5 SR 10 A2 test 11 SR
6 SR5Algly N Negativni kont.
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5.2.25 DGGE D1/D2 rDNA oblasti

Pro analyzu mutantnich kmend byl zvoleny akrylamidovy gel o poméru AA/BIS
19:1 sdenaturacnim gradientem od 30-45 % denaturacnich Ccinidel. Separace
v akrylamidovém gelu probihala po dobu 6 hodin pfi vlozeném napéti 110 V a 140 mA.

10 RGOCC18 76 5 4SR 3 2 1RA

Obr. 42: Analyza oblasti D1/1D2 r DNA mutantnich kmenit pomoci DGGE (popisky viz Tab. 14.)

Vysledky analyzy DGGE zobrazené na Obr. 42 dokazuji odliSnosti mutantnich
kment od standardnich pouze v ptipadé kmene S. roseus, u kterého mutace nejspise
ovlivnily sekvenci oblasti D1/D2. U ostatnich kment vSak zUstaly tyto sekvence ve
srovnani se standardnimi kmeny nezménéné.

78



6 ZAVER

Predlozena diplomova byla zaméfena na charakterizaci karotenogennich kvasinek
pomoci molekularnich technik. Pouzitymi molekularnimi technikami byly nested PCR,
denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza a pulzni gelova elektroforéza. Témito
technikami byly analyzovany kmeny karotenogennich kvasinek R. glutinis, R. mucila-
ginosa (rubra), R aurantiaca, S. roseus, S.salmonicolor, S. shibatanus a Phaffia
rhozodyma. Spojeni metod PCR a DGGE bylo pouzito pro analyzu konzervovanych
usekt rDNA, kterymi byly D1/D2 oblast velké ribosomalni podjednotky 26S a regiont
ITS1 a 5,8-ITS2. Pro analyzu ITS1 a 5,8-ITS2 oblasti rDNA byla provedena optimali-
zace teplot annealingu pfi PCR reakci, kterd byla experimentalné stanovena na 60 °C
pro ob¢ oblasti a kroky nested PCR. Dale byla optimalizovana metoda DGGE pro rozli-
Seni téchto oblasti v denaturacnim gradientu. Jako optimalni denatura¢ni rozmezi bylo
experimentalné stanoveno 30-45 % denaturacnich ¢inidel a optimalni doba separace pfi
napéti 110 V na 6 hodin pro ITS1 i pro 5,8-ITS2 oblast. Z vysledkit DGGE pro veskeré
analyzované oblasti rDNA vyplyvd, Ze vSechny analyzované kmeny karotenogennich
kvasinek maji velmi podobnou sekvenci téchto oblasti. Vyjimku tvoii pouze kmen
S.roseus. Tyto zavéry jsou podpoieny vysledky ze sekvenovani oblasti D1/D2 a 5,8-
ITS2 analyzovanych kvasinkovych kment, které potvrzuji vysokou podobnost karote-
nogennich kvasinek na Grovni genovych sekvenci a odliSnost kmene S.roseus.

K urceni karyotypu karotenogennich kvasinek metodou PFGE byla optimalizovana
izolace intaktni chromozomalni DNA v zévislosti na dobé kultivace a mnoZstvi bunék.
Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno pro dobu kultivace karotenogennich kvasinek 75
hodin mnozstvi bungk 1-10%, Pro separaci jednotlivych chromozom byly déle optima-
lizovany pulzni Casy, doba separace, vloZzené napéti a koncentrace agarosového gelu.
Idealni podminky separace byly experimentalné stanoveny (doba separace 75 hod, pa-
rametry: 150s/15hod, 200 s/20hod, 250 s/20hod, 300 s/20 hod; 1% agarosovy gel, 130
V). Pii téchto podminkach bylo separovano dvanact chromozomalnich frakci u kmene
R.aurantiaca, jedenact frakci u R.mucilaginosa a deset chromozomalnich frakci u kme-
ne S.salmonicolor. Z vysledka separace je patrné, Ze se od sebe tyto kmeny li§i rtiznou
velikosti ne€kterych chromozom a je tedy mozné tyto kmeny na zakladé metody PFGE
odlisit. Pro leps$i rozdéleni a analyzu karyotypl vSech kmenti karotenogennich kvasinek
by méla byt v pfiStich experimentech dale optimalizovana zejména izolace intaktni
DNA.

Dalsi ¢ast diplomové prace byla zaméfend na sledovani zmén produkénich vlastnos-
ti mutantnich kmenti karotenogennich kvasinek predem adaptovanych na odpadni sub-
straty jakymi byly téstoviny a glycerol. Mutantni kmeny byly pfipraveny v pfedchozich
pracich. Pfi srovnavani aktualnich produkénich vlastnosti mutantnich kmenu s jejich
pivodnimi vlastnostmi Si nadprodukéni vlastnosti dlouhodobé udrzely mutantni kmeny
R. aurantiaca, R. glutinis a C.capitatum pro produkci zejména B-karotenu. Mutantni
kmeny S.roseus m¢ly v piipadé kultivace na glycerolu mirné snizenou produkci vSech
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metabolitil a v pfipadé kultivace na téstovinach byla u téchto kmend zaznamenana zvy-
Sena produkce koenzymu Q. U mutantnich kment byla provedena i analyza na moleku-
larni Grovni, kde byly analyzovany sekvence oblasti D1/D2 rDNA pomoci metody

DGGE. Z vysledkti metody DGGE vyplyva, Ze u mutantnich kmenti nastaly zmény na
urovni sekvenci oblasti D1/D2 rDNA pouze u kmene S.roseus.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka

ATP
CC-1
CC-2
CoA
DGGE
dsDNA
EDTA
EMS
HPLC
ITS
LSU
NADH
PCR
PDA
PFGE
PR

RA
rDNA
RG

RP

RR

SC

SR

Ssa
sSDNA
SSH
TBE

TEMED
TGGE
TRIS

Popis

Adenosin trifosfat

Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
Koenzym A

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
dvouvlaknova DNA
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Ethylester kyseliny methansulfonové
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Internal transcription spacer

Velka ribozomalni podjednotka
Nikotinamidadenindinukleotid
polymerazova fetézova reakce
Fotodiodové pole

Pulzni gelova elektroforéza

Pffafia rosodyma

Rhodotorula aurantiaca

ribozomalni deoxyrybonukleova kyselina
Rhodotorula glutinis

Obracené faze

Rhodotorula mucilaginosa
Sacharomyces cerevisiae
Sporobolomyces roseus

Sporobolomyces salmonicolor
jednovlaknova DNA

Sporobolomyces shibatanus
trishydroxyaminomethanu (TRIS), kyseliny borité
a kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA).

N,N'-tetramethylendiamin
Teplotni gradientova gelova elektroforéza
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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