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ABSTRAKT

Molekularni techniky jsou v soucCasné dobé Siroce pouzivanymi zejména pii identifikaci
raznych druhG mikroorganismt a poskytuji spolehlivé a presné vysledky v pomérné kratkém
Casovém intervalu.

Tato prace se zabyva charakterizaci kvasinek rodu Metschnikowia vystavenych riiznym
stresovym faktorim a sledovanim jejich genomové DNA metodami PCR-DGGE a PFGE.
Prace byla soustfedéna na analyzu ribosomalni rDNA, konkrétné useky ITS1 a 5,8-ITS2 a
genu kodujicich D1/D2 domény, jez jsou soucasti velké ribosomalni podjednotky 26S rDNA,
které se bézné uzivaji pfi charakterizaci fungalnich eukaryotickych spoleCenstev.

Pro experimenty byly vybrany tfi druhy stresovych faktor(i: osmoticky stres (prostiedi
s obsahem NaCl), oxidacni stres (pfidavek H202 do kultivacniho média) a nutricni stres
(pridavek konopné mouky/listd a kvétd jako zdroj uhliku). Analyza byla provedena pro
kmeny Metschnikowia andauensis, Metschnikowia pulcherrima, M. chrysoperlae, M.
shanxiensis, M. sinensis a M. zizyphicola.

Vysledky prokazali, ze ani pridavkem vySe zminénych latek o vySSich koncentracich do
produkénich médii nedochazi k naruseni ribosomalni DNA pii detekci metodou PCR-DGGE
a nedoslo k projevim mutace pfi srovnani téchto kment s kvasinkami kultivovanymi za
optimalnich podminek. Analyza karyotypi pomoci PFGE ukazala, ze navzdory stresovym
faktorim DNA nékterych druhti kvasinek nevykazuje poSkozeni a zlstava intaktni, coz ale
neplati pro vS§echny kmeny, které byly analyzovany.

Vzhledem k témto okolnostem lze konstatovat, ze vysoka adaptabilita téchto druhti na
stresové prostiedi z nich €ini slibné biotechnologické producenty a maji potencial pro vyuziti
napiiklad 1 v zemédé&lstvi jako nastroje biokontroly ovoce ¢i révy vinné.

KLIiCOVA SLOVA
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ABSTRACT

Molecular techniques are used widely nowadays, especially in the identification of various
species of microorganisms, and provide reliable and accurate results in a relatively short
period of time.

This work deals with the characterization of Metschnikowia yeasts exposed to various stress
factors and the monitoring of their genomic DNA by PCR-DGGE and PFGE methods. The
work was focused on the analysis of ribosomal rDNA, specifically the ITS1 and 5,8-ITS2
regions and genes encoding the domains D1/D2, that are part of the large 26S rDNA
ribosomal subunit, which are commonly used in the characterization of fungal eukaryotic
communities.

Three types of stress factors were selected for the experiments: osmotic stress (NaCl
environment), oxidative stress (addition of H20: to the medium) and nutritional stress
(addition of hemp flour / leaves and flowers as a carbon source). The analysis was performed
for particular strains Metschnikowia andauensis, Metschnikowia pulcherrima, M.
chrysoperlae, M. shanxiensis, M. sinensis and M. zizyphicola.

The results showed that addition of the NaCl, H202 and hemp components at higher
concentrations to the production media does not disrupt the ribosomal DNA when detected by
PCR-DGGE. Mutations have not been observed by comparing these strains with yeast that
was cultivated under optimal conditions. Despite stress factors, PFGE analysis of karyotypes
showed that DNA of some yeast species does not prove any damage and remain intact.
Remaining strains proved certain degree of damage, and bands were not detected on the gel
for these strains.

In the given circumstances, it can be stated that the high adaptability of these species to a
stress environment makes them promising biotechnology producers. These yeasts have great
potential for usage in agriculture as a tool for biocontrolling of fruit or vines.

KLIiCOVA SLOVA
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1 UVOD

Identifikace celé fady mikroorganismid je dnes povazovana jiz za rutinou analyzu a
v soucasnosti jsou vyuzivany zejména molekularni metody soustfedici se na geneticky aparat
a analyzu nukleovych kyselin DNA/RNA téchto organismu. Tyto metody vSak vyzaduji
peclivy pristup a vysokou koncentraci pracovnika, zejména kvili moznym kontaminacim,
praci s malymi objemy ¢i aseptické prostredi. Jestli tyto zasady nejsou dodrzovany, dochazi
obCas k nepfesnym interpretacim ziskanych vysledkt. Pii spravnych zasadach vsak tyto
techniky podavaji velice presné vysledky s dobrou reprodukovatelnosti.

K analyze kvasinkovych spoleCenstev se bé&zné wuziva molekularnich metod jako
polymerazova fetézova reakce (PCR), kdy cilovym mistem pro amplifikaci ¢asto byva usek
mezi velkou (LSU) a malou (SSU) ribosomalni podjednotkou. Primery NL1 a NL4 se
vyuzivaji k amplifikaci genti kodujicich D1/D2 domény, které jsou soucasti velké ribosomalni
podjednotky 26S rDNA a pro regiony vnitfnich mezernikovych oblasti ITS (Internal
Transcribed Spacer) primery ITS1 a ITS4. K specifictéjsi a citlivéjsi amplifikaci se zvykne
vyuzivat , hnizdové™ PCR s vné&j§imi a vnitinimi primery.

Na zékladé pritomnosti konzervovanych i variabilnich oblasti je mozné rozliSovat mezi
jednotlivymi rody ¢i druhy pfipadné sledovat rozdily v sekvencich u mutantnich kmena
s vyuzitim metody denaturaCni gradientové gelové elektroforézy (DGGE), ktera je vsak
zavisla na predeslé PCR reakci, proto je nutné vyloucit jakékoliv rusici substance a v mnoha
ptipadech pfistoupit k purifikaci produkti, jelikoz DGGE vykazuje vysokou miru citlivosti.
Neékdy je potfeba analyzovat i celou genomovou DNA nejen urcité kratké tuseky jako
v ptipadé PCR. K tomuto ucelu lze vyuzit i karyotypovou metodu pulzni gelové elektroforézy
(PFGE) umoziujici separaci jednotlivych chromozomi ¢i zpracovani DNA restrikénimi
enzymy. Pomoci PFGE je mozné klasifikovat rizné kmeny kvasinek ¢i bakterii a urCovat i
velikosti separovanych frakci chromozomi vzhledem k velikostnimu standardu.

Tato prace se zabyva sledovanim kvasinek vystavenych stresovym podminkdm pomoci vyse
zminovanych molekularnich technik. Soustfedi se na vliv stresovych faktora na kvasinky rodu
Metschnikowia a analyzuje genomovou DNA riznymi metodami. Pro analyzu kvasinkové
DNA byl vybran osmoticky, oxidacni a nutricni stres a analyzované kmeny byly
Metschnikowia andauensis CCY 029-002-129, Metschnikowia andauensis NA1657 11-1241,
Metschnikowia chrysoperlae CBS 9803 11-1158, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-
145, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-
002-149, Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 11-1250, Metschnikowia sinensis CBS
10357 11-1244, Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 11-1247.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kbvasinky a jejich vyznam

Kvasinky jakozto zastupci eukaryotickych jednobunécnych mikrohub, jsou Siroce rozsirenymi
organismy v piirozeném prostiedi. V soucasnosti je znamo asi 1 000 druhti kvasinek, coz ale
piedstavuje pouze zlomek skutecné biologické rozmanitosti kvasinek na Zemi 2.

Vyuziti kvasinek nachazi své uplatnéni zejména v potravinarském prumyslu. Kvasinky se
pouzivaji pii vyrobé chleba, vina a piva jiz od starovéku. Prvni mikroskopické pozorovani
mikrobialnich bunék a popis vzhledu kvasinek bylo provedeno vroce 1680 A. van
Leeuwenhoekem. Jejich fermentacni aktivita byla pak popsana Pasteurem a prvni Cisté
kultury pivovarskych a vinafskych kvasinek byly ziskany Hansenem a Muller-Thurgauem na
konci 19. stoleti. Od té doby se aplikace kvasinek jako startovacich kultur vyuziva v kvasném
prumyslu nejen pro potraviny a napoje, ale také pro dalsi skalu produktt, ktera vyzaduje
jejich pfitomnost . Kromé toho, ze jsou kvasinky Siroce vyuzivany pii vyrobé potravin,
napoju a léciv, hraji také vyznamnou roli v podobé modelovych mikroorganismu, které nam
pomahaji pii roz§ifovani znalosti v biologickych a biomedicinskych védach.

Studium kvasinek tak poskytuje nejen pohled na to, jak funguje jednoducha eukaryoticka
burika, ale vede i k pochopeni nékolika lidskych nemoci a dédi¢nych poruch 2.

2.2 Zakladni charakteristiky kvasinek
2.2.1 Identifikace

Kvasinky lze identifikovat a charakterizovat na zakladé morfologie bunéck, fyziologie,
imunologie a pomoci technik molekularni biologie “.

Presna identifikace druhti je nezbytna pro pochopeni interakci v ekosystému. Tradi¢ni
identifikacni metody, které jsou zalozeny na zkoumani fenotypu, jsou Casto nepfesné, coz
vede k nejistym interpretacim interakci jednotlivych druht °.

Kvili efektivni analyze velkého mnozstvi genomickych udaji na Grovni riznych druht, je
nutné spravné identifikovat a fylogeneticky kvasinky klasifikovat. Identifikace a klasifikace
kvasinek je nyni hluboce ovlivnéna pokroky v molekularni biologii. Zpoc¢atku byla provadéna
identifikace kvasinek a jinych hub pomoci fenotypovych znaku, jako je fermentace cukra, rist
na raznych organickych slouceninach a pfitomnost diagnostickych morfologickych vlastnosti.
Toto je vSak Casto nejisty zpusob identifikace, a aby se tento problém vyfesil, taxonomové
zacaly pouzivat molekularni srovnani °.

2.2.2 Bunécfna organizace

Vétsina organismu v fisi hub je mnohobunécna; kvasinky vSak fadime mezi jednobunécné
organismy. Jedna kvasinkova buika méfi v priméru asi 5-10 um a obvykle ma sféricky,
valcovity nebo ovalny tvar 7.
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V idealnem piipadé, jsou u kvasinek pritomny nasledujici struktury: bunécnad sténa,
periplazma, cytoplazmatické membrana, pucici jizva, cytosol, jadro, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, sekreéni téliska, vakuola, peroxizomy apod % °.

Cytoplazmaticka
membrana

Cytoplazma

Endoplazmatické
retikulum s ribozdmy

Endoplazmatické {tzv. drsné)

retikulum bez ribozémi
(tzv. hlacké) Vakuola

Obrdzek 1 - zjednodusend struktura kvasinkové buiiky (upraveno dle’)

2.2.3 Geneticky aparat

Pudici kvasinky, stejné¢ jako ostatni eukaryota, nesou svou genetickou informaci na
chromozomech, které jsou od jinych bunécnych komponent oddéleny dvojitou membranou,
ktera ohranicuje jadro 7.

U kvasinek predstavuje jadro kulatou lalo¢natou organelu o priméru pfiblizné 1,5 um, ktera
je oddeélena od cytosolu dvojitou membranou obsahujici pory o praiméru 50 az 100 nm. Jadro
obsahuje matici zvanou nukleoplazma a zrnitou hmotu, jadérko. Jadro obsahuje genomovou
DNA, ktera je spolu s histony a nehistonovymi ¢astmi usporadana do chromatinu. Kvasinkové
chromozomy se tvoii a replikuji béhem mitézy (nebo meiodzy), ale chovaji se pfi pouziti
mikroskopickych technik prakticky neviditelné. Metody pulzni gelové elektroforézy (PFGE)
poskytuji pohodiné nastroje pro separaci chromozomu a karyotypizaci kvasinek. Jadro ve
skute¢nosti fidi a reguluje vechny buné¢né aktivity * /.

Kromé genomového materialu obsahuji kvasinkova jadra veskery aparat pro replikaci DNA,
opravu DNA, transkripci a zpracovani RNA spolecné s nezbytnymi substraty a také regulacni
faktory, jakoz i podil kvasinkovych proteazomu °.

Dale muze byt v jadrech kvasinek pfitomno nekolik nechromozomalnich genetickych prvka
(2 um DNA; toxické plazmidy: dsRNA a linearni DNA) % 7.

Eukaryotické genomy jsou obecné organizovany do vice chromozomi. Napriklad genom
kvasinky Saccharomyces cerevisiae byl kompletné sekvenovan a obsahuje 12 068 kilobazi
(kbp) s 5885 potencialnimi geny kodujicimi proteiny, pfiblizné 140 gena specifikujicich
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ribosomalni RNA, 40 gent pro malé molekuly jaderné RNA a 275 genu transferové RNA.
Kompletni sekvence navic poskytuje informace o organizaci vys$siho radu — DNA
reprezentovana 16 chromozomy — a umoziiuje taky nahled do evolu¢ni historie kvasinek.
Genom vykazuje znacné mnozstvi zjevné genetické redundance a jednim z hlavnich
problému, které je tieba fesit béhem dalSich fazi projektu kvasinkového genomu, je
objasnéni biologickych funkei vSech téchto genu 2.

2.2.4 Reprodukce

Kvasinky jsou klasifikovany jako houby, jejichz primarni morfologickd forma je
jednobunécna, a rozdéluje se puCenim nebo dé€lenim. Vegetativni buriky mnoha druha
kvasinek, které patfi do Celedi Sacharomycetaceae nebo blizkych rodd, maji podobné
elipsoidni nebo sférické tvary o priméru nékolika mikrometrti a déli se pucenim. Tyto burky
1ze snadno mikroskopicky detekovat kvuli velkému rozdilu indexu lomu mezi vnéj$im
povrchem burky a vnitfnim prostorem burky. Zralé buiikky nazyvané , matky“ vytvaii své
,,dcery®“ tvorbou pupent obvykle na jednom z protilehlych polt sférickych bunék. Pupeny
rostou, aby dosahli priméru, ktery je obvykle mensi nez primér matky (u Saccharomyces
cerevisiae zhruba 2/3 matefské burnky) pfed fyzickym odpojenim jejich cytoplazmat
v procesu zvaném cytokineze.

Tato metoda bunécného dé€leni, kdy se dcefina burika tvoii v sousedstvi matetské burky, ktera
se sama béhem procesu reprodukce neméni, je pravdépodobné hlavni sjednocujici
charakteristikou kvasinkovych druhi. Predstavuje extrémni verzi asymetrického bunécného
déleni a jako takova kontrastuje s , klasictéjSim“ bunéénym délenim, které zahrnuje rozdélent
puvodni bunky na dvé stejné buriky nachazejici se v mnoha jinych organismech, vcetné
bakterii, mnoha sav€ich bun¢k a také v dalsim dualezitém modelu kvasinek, pficné délici se
Schizosaccharomyces pombe. Potfeba oddé€lit bunéény obsah z matetfského kompartmentu do
pupenu v kazdém bunécném déleni uCinila S.cerevisiae také dilezitym modelem pro studium
asymetrického bun&ného déleni 3.

2.2.5 Metabolismus

Metabolismus je souhrn latkovych pfemén, které se odehravaji jak v kvasinkovych buikach
samotnych, tak 1 v prostfedi, kde rostou a mnozi se. Pro mikroorganismy je charakteristicka
vysoka intenzita metabolismu, ktera je siln€ ovlivnéna vnéj§imi podminkami. Dostatecny
ptisun zivin, vhodna teplota a pH prostfedi vedou k intenzivnimu metabolismu a rychlé
syntéze bunééné hmoty. Ta se za optimalnich podminek u Saccharomyces cerevisiae
zdvojnasobi uz zhruba za 2 hodiny 7.

Kvasinky jsou heterotrofni organismy, ve kterych je uhlikovy metabolismus propojen a
anabolismus je spojen s katabolismem. Kvasinky pfednostné metabolizuji cukry, které se
prevadéji hlavné na ethanol a oxid uhliCity, ale mohou vyuzivat rizné zdroje uhliku, jako
aminokyseliny a organické kyseliny, polyoly, alkoholy, mastné kyseliny a dalsi slouCeniny,
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v zavislosti na druhu. Podle procesu pouzivaného k vyrobé energie (dychani a/ nebo kvaseni)
je lze klasifikovat jako:

e nefermentativni kvasinky pouze s respiraCnim metabolismem,;

e obligatné-fermentativni kvasinky schopné metabolizovat pouze glukozu alkoholovou
fermentaci

o fakultativné-fermentativni kvasinky, které maji bud plné€ respirani nebo fermentacni
metabolismus, nebo dokonce oba ve smiSeném metabolismu v zavislosti na
podminkach rastu, typu a koncentraci zdroje uhliku a /nebo dostupnosti kysliku.

Hlavnimi dusikatymi substraty, jez kvasinky utilizuji béhem rdstu v potravinach, jsou
anorganické amonné sloucCeniny a volné aminokyseliny. Dekarboxylace aminokyselin vede
k produkci aminti, zatimco metabolismus argininu a citrulinu poskytuje mocovinu, prekurzor
potencialniho karcinogenu ethylkarbamatu. Zatimco kvasinky produkuji organické kyseliny,
pficemz hlavni kyselinou produkovanou béhem fermentace cukri jsou kyselina jantarova a
kyselina octova, nekteré druhy kvasinek mohou za podminek hladu vyuzivat kyselinu octovou
a mléénou a slabé monokarboxylové kyseliny 7°.

2.2.6 Obecné rustové pozadavky

Jednotlivé kvasinky se odliSuji v pozadavcich na rust, ale lze provést urCita zobecnéni.
Kvasinky jsou aerobni a fakultativné anaerobni organismy. Neékteré kvasinky disponuji i
extrémnim aerobnim ¢i oxidativhim metabolismem. Tyto oxida¢ni kvasinky rostou na
povrchu kapalin a jsou znamé jako kvasinky tvofici filmy. Kvasinky, které jsou aerobni a
fakultativné anaerobni, mohou rist obéma zplsoby. Pfi aerobnim ristu kvasinky produkuji
predevs§im biomasu, tedy vice kvasinkovych bun€k. Pfi anaerobnim rustu maji kvasinky
fermentacni metabolismus a produkuji oxid uhlic¢ity a ethanol. Z velké ¢asti jsou pro kvasinky
cukry nejlep§im zdrojem energie, ale kvasinky tvofici filmy mohou oxidovat organické
kyseliny a alkohol produkovat tak energii. Kvasinky mohou vyuzivat jednoduché dusikaté
slouceniny, jako je amoniak, mocovina a aminokyseliny. Nékteré kvasinky mohou také
hydrolyzovat proteiny a polypeptidy /¢.

Kvasinky vyzaduji o néco méné vlhkosti nez bakterie, ale vice nez plisné. Pokud jde o aw,
spodni hranice pro vét§inu kvasinek jsou 0,88-0,94. Nékteré kvasinky, znamé jako osmofilni
kvasinky, mohou rast v pfitomnosti vysokych koncentraci cukrii nebo soli pfi aw az 0,62—
0,65. Kazda kvasinka bude mit svtj vlastni charakteristicky optimalni aw a rozsah aw, pres
ktery muaze rist. Minimalni a optimalni aw pro danou kvasinku se mize ménit v zavislosti na
vnéjsich faktorech, jako je vyziva, pH, teplota, kyslik a pfitomnost inhibitort 6.

Optimalni teplota pro rust kvasinek je v mezofilnim rozmezi 25-30 °C. Kvasinky obecné
mohou rist v rozmezi teplot od 0 °C do 47 °C. Kvasinky dobfe rostou v kyselych
podminkach, pfi pH 4,0-4,5. Mohou rust pfi niz§im pH neZz vétSina bakterii, ale nerostou
dobie v alkalickych podminkéach .
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2.2.7 Vliv prostiedi na rust kvasinek

Vsechny typy bunék, dokonce i jednotlivé buiikky v mnohobunécnych organismech, maji
schopnost reagovat na zmény v podminkach okolitého prostredi. Takové reakce vyzaduji
komplexni sit snimani a prenosu signalu vedouciho k adaptacim bunéfného ristu a
proliferace, jakoz i1 k upravam programu genové exprese, metabolickych aktivit a dalSich
vlastnosti buriky. Podminky prostfedi, které mohou ohrozit ptreziti burky, nebo alespoi
zabranit jejimu optimalnimu fungovani, se bézné€ oznacuji jako bunécny stres.

zmén, které se tykaji jejich piirozeného prostredi. Rychle ufadujici adaptacni mechanismy
jsou kliCovymi pro pteziti téchto bunék jako odpovéd na narazové enviromentalni zmény.
Tyto mechanismy jsou dostatecné silné a nezbytné pro udrzeni jejich schopnosti proliferace.
Zmény prostfedi mohou mit fyzikalni nebo chemicky charakter, jmenovité: teplota, tlak,
radiace, koncentrace rozpusténé latky a vody, pritomnost urcitych iontd, toxickych latek, pH a
dostupnost nutrientd /7.

2.2.7.1 Nutri¢ni stres

Dostupnost kliovych zivin, jako jsou cukry, aminokyseliny a slouceniny dusiku, urcuje
vyvojové programy a rychlosti rGstu kvasinkovych bunék. Rada piekryvajicich se
signalizacnich siti — napfiklad ty, které jsou zameétfeny na Ras/protein kindzu A, AMP
aktivovanou kinazu a cil rapamycinového komplexu I — informuji butiky o dostupnosti zivin a
ovliviiuji transkripCni, translacni, posttranslacni a metabolické profily buné¢k, stejné jako
jejich vyvojova rozhodnuti /7. Kvasinkové buiiky umi pozménit sviij rist a chovani v souladu
s dostupnymi zivinami. Mohou upravit svou rychlost rastu v reakci na své nutri¢ni prostiedi
zménou délky svého buné&éného cyklu alespoii v desetinasobném rozsahu %, Jsou schopny se
adaptovat na ubytek zivin zapojenim jednoho z fady alternativnich vyvojovych programu
v zavislosti na konkrétnich nutriénich podminkéach. Tyto programy zahrnuji naptiklad pohyb
smérem od rychlého mitotického ristu v bohatych médiich, po vlaknity rGst umoZzfiujici
hledani potravy za omezenych podminek, az po rizné odlisné klidové stavy, které
reverzibilné vypnou buriku vreakci na hladovéni. Vrchol pifedstavuje extrémni stav
biologické stagnace nasledovanou sporulaci pfi tézkém hladovéni *”.

2.2.7.2 Osmoticky stres

Na substratech, jako jsou ovoce a kvétiny, jsou kvasinky vystaveny velmi proménlivému
prostfedi, pokud jde o dostupnost a kvalitu zivin, teplotu, pH, zafeni, pristup ke kysliku a
zejména aktivitu vody /°. Aktivita vody je definovana jako chemicky potencial volné vody
v roztoku. Nizka aktivita vody omezuje rast kvasinek, coz je fakt, ktery se po staleti pouziva
k uchovavani ovoce vsuché formé nebo svelmi vysokou hladinou cukru, napfiiklad
v marmeladach ?°. V piirozeném prostiedi kvasinek se aktivita vody muze rychle ménit, a to
jak z vnéjSich vliv, tak z Cinnosti samotné kvasinky. Aby se zachoval vhodny objem bunék a
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pomér volné a vazané vody piiznivé pro biochemické reakce, musi byt aktivita cytosolu a
jeho organel niz§i nez aktivita okolniho média. Timto zpisobem se udrzuje konstantni sila,
ktera tlaci vodu do buiiky podél jejiho koncentra¢niho gradientu. Proti této sile pusobi tlak
turgoru, ktery je dan omezenou schopnosti expanze plazmatické membrany a zejména
bunééné steny ? 22, Schopnost prezit nahlou zménu aktivity vody musi vychazet z vnitfcich
vlastnosti butiky, coz znamend, ze za vSech podminek jsou k dispozici vhodné systémy
preziti. Mechanismy pfeziti musi fungovat béhem prvnich sekund po nahlém osmotickém
posunu, protoze k pasivni ztraté nebo k absorpci vody dochazi velmi rychle 2% 23 24,

Z pohledu kvasinek mohou nastat (pfinejmensim) dvé situace:

a.) preziti nahlych zmén tykajicich se vodni aktivity a ziskani tolerance k nizké vodni
aktivité, tj. k vysoké vnéj§i osmolarité. Napiiklad kvasinky ve vodni kapce na
bobulich hrozni mohou byt najednou vystaveny vysokym hladinam cukru, kdyz se
bobule porusi vlivem aktivity zvirat nebo plisni. Pak kvasinkové buriky zazivaji
hyperosmoticky Sok (nebo osmoticky posun nahoru), doprovazeny rychlym odtokem
vody a zmenSovanim bunék.

b.) na druhé strané mohou byt buriky pfizptisobené vysokym hladinam cukru pfi suseni
ovoce nebo kvétin odplaveny destovou vodou do prostfedi o témér Cisté destilované
vodé. Takovy hypoosmoticky Sok zvysuje gradient koncentrace vody a vede
k rychlému pfilivu vody, bobtnani bunék, a tim ke zvySeni tlaku turgoru .

2.2.7.3 Oxidacni stres

Je obecné zname, ze vétSina zZivych organismi je zavisla na kysliku, ktery jim zabezpecuje
preziti. Organismy vSak také musely vyvinout velké mnozstvi antioxidac¢ni obrany, aby
chranily své buriky pted toxickymi vlastnostmi kysliku, které vyplyvaji hlavné z jeho sklonu k
produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je superoxidovy radikal (O27), peroxid
vodiku (H202) a hydroxylovy radikal (OH"). Tyto ROS obvykle vznikaji z davodu tuniku
elektront z transportniho fet€zce na molekulu kysliku (O2) béhem aerobni respirace. Expozice
tézkym kovum, ultrafialovému zafeni (UV), herbicidim, latkam znecistujicim ovzdusi,
xenobiotikim a dal§im exogennim faktorim muze také vyvolat vyznamnou generaci ROS.
Selhani bunécné antioxidacni obrany, které brani akumulaci ROS, nevyhnutelné vede k
oxida¢nimu stresu, coz je stav obecné definovany jako nerovnovaha mezi prooxidanty a
antioxidanty, ve prospéch prooxidanti. To potencialn€ vede k situaci, kdy dilezité bunécné
biomolekuly trpi vaznym oxidaénim poSkozenim, coZ ohrozuje Zivotaschopnost bunék %°.
Akumulace ROS v kvasinkach obvykle pochazi z vnitinich metabolickych procest spojenych
s dychanim, ale mize byt také vyvolana stresovymi podnéty prostiedi 2" %%, Akumulace
bunénych ROS nevyhnutelné¢ vede k oxidacnimu poskozeni dilezitych bunécnych
biomolekul, jako jsou proteiny, DNA a lipidy. Neschopnost zabrzdéni takového poskozeni je
nakonec spojeno s bunénou smrti %
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Buriky kvasinek exprimuji omezené zasoby antioxidantil, které je dostatecné chrani pied
ROS. Tyto konstitutivni obrany vSak nemohou chranit buriky pred nahlymi oxida¢nimi
poskozenimi. Kvasinky proto musely vyvinout vlastni schopnost vnimat agresivni stresové
podnéty a generovat rychlé adaptivni odpovédi na zvySenou akumulaci ROS. Nastup
oxida¢niho stresu v kvasinkovych buiikach obecné vyvolava asnou reakci, kdy jiz existujici
antioxidaCni obrana poskytuje okamzitou ochranu pred pocatecni subletalni akumulaci ROS.
Existuje také Casny prenos stresovych signalti a nasledna aktivace transkripcnich faktorq,
které podporuji syntézu dalSich antioxida¢nich obrannych latek 3 3/, To vede k pozdni reakci
zahrnujici syntézu a aktivaci novych antioxidacnich obrannych latek, které zachycuji ROS,
opravuji oxidované biomolekuly a obnovuji bunéénou redoxni rovnovahu #.

2.2.7.4 Teplotni stres

Stres z vysoké teploty (tepelny Sok nebo hypertermie) / stres z nizké teploty (Sok z chladu) je
zpusoben vystavenim bunék teploté, ktera je vyssSi/nizsi nez teplotni optimum pro jejich rist,
tedy supraoptimalni/suboptimalni teplota. Rozsahy teplot, které lze definovat jako
supra/suboptimalni, se odliSuji v zavislosti na druhu kvasinek a také na jejich normalnim rastu
3233 Organismy reaguji na zvySeni teploty prostiedi zvySenou expresi souboru proteind.
Prvni studie této reakce na teplotni Sok identifikovaly zakladni soubor silné exprimovanych
genu, které byly nazvany proteiny tepelného Soku. Neékteré z nich jsou molekularni
chaperony, které zabrafiuji nebo zvraceji nespecifickou agregaci jinych proteind 4.
U kvasinek, zejména u nejvice zkoumaného druhu, Saccharomyces cerevisiae, nahla zména
teploty zpusobi zna¢né do¢asné zmény v proteosyntéze *.

Kvasinky reaguji na cytotoxicky tepelny stres prostfednictvim aktivace programu genové
exprese fizeného vyhrazenymi transkripcnimi faktory reagujicimi na stres. Rychla syntéza
proteinti tepelného Soku slouzi k ochrané proteinii a bunécnych funkci pred Skodlivymi
ucinky tepla .

Tabulka 1 — Piehled nejcastéjsich stresovych faktorii u kvasinek (upraveno dle ')

Prostiedi vyvolavajici stres

a) Teplotni Sok (zvyseni teploty)

b) Ethanolovy Sok

¢) Extrémni pH (kyselé/alkalické prostredi)

d) Oxidacni/redukéni stres (H,O», menadion, diamid, Cd, DTT)
¢) Hyperosmoticky Sok (sorbitol, KCI, NaCl)

f) Nutri¢ni stres (nedostatek aminokyselin, N, P, Zn; stacionamni faze)

g) DNA poskozujici ¢inidla (alkylacni ¢inidla, ionizujici zafeni)
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2.2.8 Mutace u mikroorganismu

Mutace je jakakoliv zména v sekvenci genomu organismu nebo je to proces, ktery tuto zmeénu
indukuje. Rozsah mutaci se 1i§i, mohou to byt zmény pouze na urovni jedné baze nebo také
megabazové delece, inzerce, duplikace ¢i inverze.

Mutace mohou probihat spontann€é nebo mohou byt indukovany zamérné v ruznych
mikroorganismech. V pfirodé€ jsou znamé mutace nahodné nebo nepravidelné bez ohledu na
podminky prostfedi. Spontanni mutace probihaji bez pfitomnosti jakéhokoliv cinidla, o
kterém je znamo, ze méni geneticky materidl. Indukované mutace jsou vyvolavany
chemickymi ¢i fyzikdlnimi ¢inidly, kterd jsou oznacCovana jako mutageny. Zahrnuji také
analogy bazi, alkylacni ¢inidla, deaminacni Cinidla, akridinové derivaty, RTG paprsky, gama
zafeni a UV zafeni .

Klasicka evolu¢ni teorie tvrdi, ze rychlost mutace neni v daném organismu ovlivnéna
prostfedim, v kterém se organismus nachéazi. Tento nazor byl vSak zpochybnén, kdyz byla
indukovana mutageneze vlivem stresovych faktort. Bylo zjisténo, Zze mira mutaci u bakterii
ma tendenci stoupat, kdyz burniky hladovéji, kdyz je na né aplikovano antibiotikum nebo pfi
aplikacich jinych stresovych podminek. Podobny trend byl také zaznamenan v studiich, které
se zabyvaly studovanim eukaryotickych bunék ¥°.

U mikrobialnich kmeni mize vést mutace ke zlepSeni urcitych vlastnosti pii soucasném
oslabeni jinych vlastnosti. Mutace s benefi¢nim ucinkem jsou vyuzivany jiz od dob Alexandra
Fleminga, kdy koncem roku 1920 bylo pomoci UV zafeni produkovéano az 1000nasobné vic
penicilinu plisni Penicillium chrysogenum.

Mutace jsou trvalé, nékdy prenosné zmeény genetického materidlu bunky, které jsou
zpusobeny chybami pii kopirovani genetického materialu béhem bunécného déleni anebo
vystaveni bunék zareni, chemikaliim nebo virim. Mutageneze vykazuje potencial k naruseni
nebo odstranéni nezadoucich vlastnosti a zlepSeni pfiznivych vlastnosti mikrobu .

2.3 Vybrané kvasinkové kmeny
2.3.1 Kbvasinky rodu Metschnikowia

Kvasinky rodu Metschnikowia jsou v ptirodé pomérné rozsifené. Bylo definovano vice nez 35
druht tohoto rodu kvasinek. Ty byly izolovany z riznych zdroji, jako jsou kvétiny a ovoce
nebo z tél bezobratlych, hmyzu nebo dokonce z lidské kize. Nekteré druhy se také volné
vyskytuji v pfirod€, na zakladé ¢ehoz je 1ze rozdélit na vodni a suchozemské druhy. Potencial
pro pouziti kvasinek rodu Metschnikowia je relativné vysoky. Nékteré druhy tohoto rodu se
vyznacuji svou antimikrobidlni aktivitou, coz je ¢ini vhodnymi pro pouziti v zemédélstvi,
zejména jako prevence proti chorobam po sklizni ovoce, napt. M. pulcherrima nebo M.
fructicola. Nékteré z kvasinek Metschnikowia mohou také produkovat prumyslove dilezité
latky, jako je napiiklad kysela proteaza #-#2.
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Podle taxonomického prohlizece NCBI zahrnuje Celed” Metschnikowiaceae v soufasné dobé
pét riznych rodt, jmenovité Aciculoconidium, Clavispora, Kodamaea, Metschnikowia a
Nectaromyces. Vétsina rodu Metschnikowia neni ekologicky rozsifena, ale vykazuje vysoky
stupeti specializace > */. Clenové druhu M. pulcherrima se zdaji byt spojovany s hmyzem
zivicim se ovocem. V prostfedi souvisejicim s vinicemi a vinem byly nalezeny druhy M.
pulcherrima, M. fructiola a M. vitiola *.

Z vinnych kvasinek nezahrnujicich rod Saccharomyces, je Metschnikowia jednim z nejvice
zkoumanych rodu kvali svému rozsifenému vyskytu a vlivu na vinafstvi a byl nalezen ve
vinnych révach, na povrsich tél ovocnych musek, v hroznech a pti kvaseni vina jako soucast
mikrobioty ve vinafstvi a vinafskych zafizenich. VSestrannost, kterd umoziuje pouziti
nékterych druht Metschnikowia k vyrobé vina, zavisi na schopnosti rist v kombinaci s jinymi
druhy kvasinek, jako je S. cerevisiae, béhem prvnich fazi kvaSeni vina, ¢imz moduluje
syntézu sekundarnich metabolith béhem kvaseni, které vedou ke zlepSeni senzorického
profilu vina. Rod Metschnikowia ma mirnou fermentacni silu a obsahuje také enzymaticky
aparat zahrnujici syntézu aromatickych a barevnych prekurzord, a vyznaCuje se také
potencialni antimikrobialni aktivitou proti kvasinkam a houbam zpusobujicich kazeni, coz ma
za nasledek, ze jsou tyto kvasinky povazovany za zajimavy nastroj pro pouziti pii zlepSovani
kvality vina. Vyse uvedené vlastnosti byly vétSinou predmétem studii zajimajicich se o druhy
Metschnikowia pulcherrima. Nicméné, M. fructicola a M. viticola byly také nedavno
studovany jako soucast vinafskych kultur zahrnujici vyrobu vina #.

Tabulka 2 — ukdazka vyskytu kvasinek rodu Metschnikowia na rozlicnych plodech ovoce

(upraveno dle *’)

Databaze GenBank D1/D2 26S rDNA

Druh kvasinky

Misto vyskytu

Metschnikowia sinensis

Plody aronie a
cervencho rybizu

DQ367881 Metschnikowia
sinensis XY 103

Metschnikowia sinensis

Plody tfes$ni a cemého
rybizu

JQ921015_Metschnikowia
sinensis D146 4

Metschnikowia pulcherrima

Plody boruvek, jablek,
cervencho rybizu

HM627099 Metschnikowia
pulcherrima D146

Metschnikowia pulcherrima

Plody tfesni

KC878450 Metschnikowia
pulcherrima IMBC02

Metschnikowia fructiola

Plody rakytniku, jablek

JN083815_ Metschnikowia
fructiola CEC F2

Metschnikowia shanxiensis

Plody tfesni, ¢emc¢ho
rybizu

KY 108503 Metschnikowia
shanxiensis CBS
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2.3.1.1 Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia andauensis

Metschnikowia pulcherrima je okrouhla/elipsoidni kvasinka, kterou nelze mikroskopicky
odlisit od kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Nékdy lze v buiice pozorovat jednu velkou,
vysoce transparentni kapicku oleje. M. pulcherrima je teleomorfni kvasinka patfici do tfidy
ascomycetes. Jeji anamorfni forma se nazyva Candida pulcherrima #*.

Metschnikowia pulcherrima je vSudypfitomnd kvasinka, kterd se cCasto objevuje pfi
spontannich fermentacich. Nizka fermentacni sila M.pulcherrima vsak vyzaduje nasledné
nebo smisené pouziti se Saccharomyces cerevisiae k uplnému zkvaSeni hroznovych most #
M.pulcherrima se vyuziva jako biologicky prostfedek, diky své schopnosti produkovat
ptirodni antimikrobialni slouCeniny, konkrétné pulcherrimin, nerozpustny ¢erveny pigment s
antifungalni aktivitou. Tato osobita antimikrobialni aktivita je dana spotfebovavanim zeleza v
médiu skrze srazeni Zelezitych iontl a naslednou interakci s kyselinou pulcherriminovou,
prekurzor pulcherriminu. Timto zpisobem se Zzivotni prostiedi stava nehostinné pro jiné
mikroorganismy, které vyzaduji zelezo na jejich rust. Pulcherrimin prokazal u¢innou inhibi¢ni
aktivitu vaci nekolika kvasinkam: Candida tropicalis a Candida albicans, také i
Brettanomyces / Dekkera, Hansenisiapora a Pichia genera; a také proti plisnim: Botrytis
cinerea, rody Penicillium, Alternaria a Monilia spp *

Za dalsi nadéjny druh je povazovan méné znamy druh kvasinky Metschnikowia andauensis,
ktera produkuje pulcherrimin. Tento druh ma také velky potencial pro biologickou kontrolu.
Metschnikowia andauensis vykazuje morfologickou 1 fyziologickou podobnost s druhem
Metschnikowia pulcherrima. Buiiky jsou charakteristické kulovitym az ovalnim tvarem,
pfiemz se mohou vyskytovat bud’ jednotlivé anebo ve dvojicich. Na tuhych Zivnych pudach
tvoii bilé az krémové kolonie s hladkym povrchem #

Kmeny M. andauensis byly hodnoceny z hlediska jejich biologické kontrolni aktivity proti
nejvyznamnéj$im poskliziiovym patogentim ovoce, jako jsou plisné Penicillium expansum, P.
digitatum, P. italicum, B. cinerea a Rhizopus stolonifer, R. oryzae, Alternaria alternata a
Verticillium cinnabarinum nebo proti houbam zapojenym do kazeni plodin a/nebo potravin a
M. andauensis inhibuji rast téchto druhi.

Obrdzek 2 — natér kvasinky Metschnikowia pulcherrima na agarové plomé °
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2.3.1.2 Metschnikowia chrysoperlae

Kvasinky nalezici druhu Metschnikowia chrysoperlae vytvateji kulovité az ovalné buriky a
mohou se vyskytovat bud jako jednotlivé buiiky nebo v parech. U téchto kvasinek nejsou
pfitomny pseudohyfy, avSak je pfitomné hojné mnozstvi chlamydospor. Rostou na
selektivnim YM médiu a vytvareji bile, viskozni kolonie s hladkymi povrchy.

Existuji specifické vztahy mezi kvasinkami a nékterymi druhy hmyzu jako sit'oktidli, pfi¢emz
kvasinky jako M. chrysoperlae byly izolovany praveé zvajicek dospélych jedinct, avsak
z larev tohoto hmyzu dosud izolovany nebyly, coz naznaGuje moznost vertikalniho pfenosu */.

2.3.1.3 Metschnikowia shanxiensis, Metschnikowia ziziphycola, Metschnikowia sinensis

Druhy M. shanxiensis, M. ziziphycola a M. sinensis jsou dle fylogenetické analyzy (analyza
D1/D2 domén, které jsou soucasti velké ribosomalni podjednotky 26S) seskupeny v jednom
klastru také sjinymi druhy jako M. fructiola, M. andauensis, M. pulcherimma, M.
chrysoperlae. Tyto druhy byly izolovany z povrchu ovoce jujube (Ziziphus jujuba) v Cinskych
provincii Shanxi a Shandong .

[ Metschnikowia sp. NRRL Y-6148 (AF017401)
Ol — Metschnikowia shanxiensis XY801T (DQ367883)

o0z 83| L Metschnikowia chrysoperfae NRRL Y-27615T (AY452047)
Ko 100 Metschnikowia puicherrima NRRL Y-71117 (U45736)

Metschnikowia andauensis HA1657T (AJ745110)
56 Metschnikowia zizyphicola X¥2017 (DQ367882)
Metschnikowia fiucficola NRRL Y-273287 (AF360542)
Metschnikowia sinensis XY1037 (DQ367881)
54 956 Saccharomycete sp. HA1406 (AJ511335)
Metschnikowia drosophilae CBS 88097 (AF279303)
98 Metschnikowia lunata NRRL Y-7131T (U45733)
Candida rancensis CBS 81747 (AJ508580)
Metschnikowia sp. NRRL Y-17035 (AF017404)
Mstschnikowia gruessii NRRL Y-178097 (U45737)
Metschnikowia fachancei Y-272427 (AY080995)
Candida magnifica NRRL Y-5717 {U44821)
Metschnikowia sp. NRRL Y-5341 (AF017400)
100 Metschnikowia koreensis KCTC 78287 (AF257272)
Metschnikowia austraiis NRRL Y-174147 (U76526)
1ae ——— Metschnikowia bicuspidata NRRL Y-179167 (U94944)
Metschnikowia agaves NRRL Y-179157 (LU84243)

ﬁ— Candida musae NRRL Y-170887 (U44814)
Candida hawaiiana UWO({PS)91-698.3" (AF514293)
Saccharamyces cerevisiae NRRL Y-12632NT (U44808)

81

70

Obrdzek 3 — zarazeni druhii Metschnikowia shanxiensis, Metschnikowia ziziphycola a Metschnikowia
sinensis do fylogenetického stromu >
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2.3.2 Kvasinky Metschnikowia jako nastroje biokontroly

Existuje skupina uzite¢nych mikroorganismt, které predstavuji pomérné velkou skupinu.
Diky své schopnosti zasahovat do rustu rostlinnych patogenti a taky schopnosti pozitivné
ovliviiovat rostliny, jsou povazované za potencidlné bezpeCné biopesticidy. Vyvoj
biopesticidi zaznamenal vyznamny pokrok predevsim kvili pusobivému pokroku v izolaci a
charakterizaci novych kmenti mikroorganismt, které spliuji hlavni pozadavky BCA
(biocontrol agents) 7.

Kvasinkové kmeny Metschnikowia sp., jsou mimoradné zajimavé, nejen diky vlastnostem
jako konkuren¢ni boj o ziviny s jinymi mikroorganismy nebo vysoké tolerance k stresovym
vlivim, ale jsou jedineCné, protoze pusobi jako biokontrolni ¢inidla produkujici kyselinu
pulcherriminovou a jsou schopny komplexné vazat zelezité ionty. Kromé toho tyto kvasinky
umi vylu€ovat i extracelularni lytické enzymy, jako chitinaza a glukozidaza, které pfispivaji
k celkovym antifungalnim G¢inkiim. Antagonisticky G¢inek namifeny proti jinym mikrobiim
je zpusoben tim, Ze kyselina pulcherriminova jako metabolit téchto kvasinek po chelataci
zelezitych iontl odCerpa Zelezo nevyhnutné pro rast patogenu. Dle Sipiczkeho (2000), je
antibakterialni a antifungalni aktivita M. pulcherrima zavisla na vazbé Zeleza v riistovém
médiu. Proto jsou kmeny M. pulcherrima produkujici vysoké mnozstvi pulcherriminu
zajimavé jako inhibitory riistu proti patogennim mikroorganismam .
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2.4 Vyuziti molekularnich technik pro charakterizaci kvasinek

Kvasinkové kmeny predstavuji rozmanitou skupinu mikroorganisma zvlast ve spojitosti
s vyskytem v potravinach ¢i napojich. Obvykle je tato rozmanitost popisovana za pomoci
vyuziti kultivaénich technik naptiklad kultivace na agarovych plotnach. Kolonie kvasinek
jsou nasledné pocitany, izolovany a identifikovany pomoci standardnich morfologickych,
biochemickych i fyziologickych testl, nicméné v posledni dobé se pro rychlejsi a konecnou
identifikaci vyuziva metod molekularnich .

Metody molekularni biologie jsou pouzivané dnes jiz bézné a uzivaji se pro rychlou
identifikaci, taxonomické a fylogenetické zatazeni kvasinek, jsou vyhodné, protoze nejsou
zavislé a ovlivnitelné podminkami vnéjSiho prostfedi. NejCastéji se pouzivaji metody
zalozené na analyze ribozomalni DNA, coz je metoda polymerazové fetézové reakce (PCR),
denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) a analyze genomové DNA, tedy
metoda pulzni gelové elektroforézy (PFGE) °% °7. PCR-DGGE se ukazala jako vhodna
metoda, protoze neni zavisla na predchozi kultivaci a umoznuje taky charakterizaci
mikroorganismu z riznych ekosystém, z potravin & napoji véetné vina >’

Jelikoz byl zaznamenan obrovsky pokrok v technikach souvisejicich s molekularni biologii,
jsou znamé i jiné metody zalozené na identifikaci DNA, jmenovité: DNA-DNA hybridizace,
elektroforetickd karyotypizace, metody RFLP charakterizujici chromosomalni DNA, ¢i
mitochondrialni DNA a také sekvenovani ribosomalni DNA. V ramci téchto molekularnich
technik umoziuji metody zalozené na PCR jak vnitrodruhovou diferenciaci, tak druhovou
identifikaci izolati kvasinek. Vétsina téchto metod je rychla a jednoducha “%.

Uzitecnou metodou identifikace kvasinek je i restrikéni analyza rlznych oblasti gend
ribozomalni RNA. Tato technika ma dva kroky: nejprve je amplifikovana oblast rRNA a poté
je Stépen produkt PCR. Tato technika je pomalejsi nez nékteré soucasné metody PCR, které
dosahuji identifikace a typizace pouze pomoci produktu PCR “%.

2.4.1 Extrakce nukleovych kyselin

Extrakce DNA je proces, ve kterém je DNA separovana od jinych bunécnych komponent,
jako jsou proteiny, membrany a dalsi bunécny material. 1zolace DNA predstavuje vétSinou
jednu z nejnarocnéjSich Casti analyzy DNA a vyzaduje peclivé zachazeni s biologickym
materialem s cilem zabranit kontaminaci analyzovaného vzorku “°.

Hlavnim piispévkem pro izolaci DNA bylo vyuziti lytickych enzymu a fyzikalné-chemickych
vlastnosti extrak¢nich roztokil ¢i chaotropnich cCinidel, které umoznuji uvolnéni nukleové
kyseliny a nasledné navazani na povrch aktivnich Zeleznatych kulicek .

Pii vybéru metody extrakce je tfeba vzit v ivahu mnoho aspekti jako napiiklad Cistota
nukleovych kyselin, efektivita izola¢niho postupu, doba expozice nebezpecnym chemikaliim
¢i dobu trvani izolace. Bez ohledu na to, odkud byla DNA ziskana, nebo pro jaky ucel bude
pouzivana, jsou cile extrak¢ni metody vzdy stejné: uvolnéni genetického materialu z jeho
zdroje (tekutina, tkan nebo mikrob), stabilizace nukleovych kyselin vii¢i degradaci, odstranéni
inhibitort amplifikace apod %’.
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2.4.1.1 Metody izolace DNA

Existuji tfi hlavni extrakéni metody, pficemz kazda z nich vykazuje jista omezeni 1 vyhody.
Prvni metoda je manualni izolace DNA s vyuzitim chemikalii jako fenol, chloroform a
ethanol, které maji za ukol DNA izolovat a srazet. Tyto metody maji historicky vyznam a jsou
standardizovany, i kdyz se obecné nehodi pro klinické aplikace kvuli jejich zdlouhavé a
manualni povaze. Metoda obsahuje mnoho transferovych kroka, které mohou vést ke
kontaminaci a potencialni expozici fenolu.

Druhou kategorii predstavuji komercné dostupné manualni soupravy, které jsou UspéSné
pouzivany uz fadu let a jsou vhodné i pro klinické aplikace. Zahrnuji nékolik typa izolace
nukleovych kyselin véetné srazeni solemi, bunéfnou lyzi se srazenim proteinti, kiemicité
kolonky nebo magnetické kulicky. I kdyz jsou obecné méné naro¢né na praci, jsou finanéné
nakladnéjsi, protoze obsahuji patentovana Cinidla a specialni plasty.

Posledni kategorii tvofi automatizované laboratorni extraktory, které se poprvé objevili na
prelomu tisicileti, coz je relativné kratka doba jejich pouzivani. Tyto metody jsou spolehlivé,
zvySuji reprodukovatelnost v ramci vzorkt, zkracuji celkovy Cas potiebny pro extrakci a jsou
velice u€innymi nastroji v klinické a laboratorni praxi %

2.4.1.2 Izolace genomové DNA kvasinek

Pro extrakci genomové DNA bylo vyvinuto jiz nékolik metod s ohledem na to, jaka dalsi
molekularné genetickd/ taxonomicka technika bude molekulu DNA analyzovat .

Bunécna sténa predstavuje hlavni prekazku pro rychlou a snadnou lyzi kvasinkovych bunék, a
proto musi byt naruSena, aby bylo mozné ulinné ziskat genomovou DNA (gDNA).
Konvencni metody pro piipravu gDNA z kvasinkovych bunék vyuzivaji bud’ enzymatickou
degradaci, nebo buseni sklenénymi kulickami, obvykle nasledované lyzi bunék detergentem a
extrakci gDNA fenol-chloroformem. Pii analyze velkého poctu vzorkd jsou tyto metody
Casové narocné a relativné drahé. Pro rychlou genotypizaci lze buiky lyzovat také
opakovanymi cykly zmrazovani a rozmrazovani v pufru obsahujicim Triton X-100 a SDS,
nasledované extrakci gDNA chloroformem. Ackoli je tato metoda podstatné rychlejsi nez
konvencni metody pripravy gDNA, vyzaduje pienos vzorku do nové zkumavky po extrakci
chloroformem, coz zpomaluje celou extrakci a Cini jej nepohodlnym pro soucasnou
manipulaci s velkym pocCtem vzorka. Alternativné lze gDNA pfipravit v jedné zkumavce
jednoduchym oSetfenim SDS %3

2.4.1.3 Cistota a koncentrace DNA

Kromé¢ ucinnych postupt extrakce DNA je pro jeji nasledovné vyuziti nutné presné stanovit
koncentraci a Cistotu. Nékdy je potieba znat presnou koncentraci DNA ve vzorku, ¢im se
napriklad zvySuje reprodukovatelnost, taky nasledna amplifikace muaze byt presnéjsi.
Nepresna kvantifikace vede k snizovani spolehlivosti vysledka.
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Standardné se DNA kvantifikuje pomoci ultrafialové (UV) spektrofotometrie. UV zafeni
prochéazi skrz kiemennou kyvetu, kde je vzorek obsahujici DNA umistén a proméfuje se
absorbance pfi vlnovych délkach Az, coz je specificka vinova délka pro absorpci zareni
nukleovymi kyselinami a A2s0 pro meéfeni kontaminace proteiny ve vzorku. Na zakladé
naméfenych hodnot absorbance se pak ur¢i koncentrace DNA ve vzorku a z poméru A2e0/A2s0
se stanovi Cistota DNA.

Pro stanoveni se taky nékdy vyuziva vylepSené technologie v podobé pfistroje NanoDrop,
ktery pracuje na podobném principu jako klasicka UV spektrofotometrie a vyzaduje pouze
malé mnozstvi vzorku (1-2 ul). Po zadrzeni vzorku na optickém vldknu dochazi
k promé&fovani absorbance ve rozsahu vinovych délek od 220-750 nm 9/ .

2.42 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je zakladni molekularni technika pouzivana pro
amplifikaci cilovych sekvenci z templatu DNA exponencialnim zpusobem. Metoda vyuziva
tepelného zahtivani a ochlazovani za pomoci tzv. thermocycleru. Pii tomto procesu dochazi
v roztoku obsahujicim DNA k tepelné denaturaci molekuly DNA a naslednému nasedani
kratkych fragmentd nazyvanych primery (typicky uméle navrzené oligonukleotidy) na
komplementarni usek DNA. Dochazi k enzymatické replikaci za spoluucasti tepelné odolné
DNA polymerazy — Taq polymerazy .

Jednou z vyhod technologie PCR je rychlost a jednoduchost, se kterou Ize techniku provadeét.
PCR reakci lze nastavit v kratkém cCase a lze taky snadno manipulovat s vice vzorky.
Komponenty amplifikani reakce (templatova DNA, DNA polymeréaza, oligonukleotidové
primery, pufry) jsou pfidavany do amplifikaéni nadoby %’

Mezi zékladni komponenty polymerazové fetézové reakce zarazujeme:

2.4.2.1 Templdatova DNA

Jednou z vyhod PCR je, ze DNA z relativné Cistych vzorkid nemusi byt vysoce purifikovana,
aby mohla byt pouzita jako templat pro amplifikaci. Prakticky muZze byt jako templat pouzita
jakakoliv forma DNA vcetné plasmidl, kosmidu, fagi, genomové DNA i jinych dalSich
zdroji. Ackoli je mozné amplifikovat jedinou molekulu DNA, typicka PCR pouziva jako
templat 10°-10° kopii cilové DNA. V praxi to znamena ptidani ~1 pg eukaryotické genomové
DNA, 10 ng kvasinkové DNA nebo 1 ng bakteridlni DNA. Koncentrace DNA vsak neni pro
vétsinu aplikaci kritickd a PCR reakce bude fungovat se Sirokym rozsahem koncentraci
templatu &
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2.4.2.2 DNA polymerdaza

Pro potieby PCR je k dispozici §iroka skala DNA polymeraz. Nejcastéji se pouziva klonovana
tepelné stabilni DNA polymeraza z bakterie Thermus aquaticus (Taq DNA polymeraza).
U jinych enzymd, jako je DNA polymeraza z Pyrococcus furiosus (Pfu DNA polymeraza)
nebo Thermoccocus litoralis (Vent™ DNA polymeraza, New England Biolabs), bylo zjisténo,
ze maji nizs$i chybovost nez Taq polymeraza a mohou byt pro nékteré aplikace vyhodné.
Typicky se pouziva 0,5-2,5 jednotek enzymu na 50 ul reakce .

2.4.2.3 PCR primery

PCR primery jsou kratké oligodeoxyribonukleotidy nebo oligomery, které jsou navrzeny tak,
aby byly komplementarni s koncovou sekvenci cilového amplikonu. Primery se vétSinou
skladaji z 15-25 nukleotidi a maji vyvazeny obsah G/C a A/T paru (pfiblizné 50 - 60%),
protoze kazdy ze dvou primerl je komplementarni k riznym castem cilové sekvence
amplikonu %.

2.4.2.4 Deoxynukleotid-trifosfaty (dANTPs)

Deoxynukleotidy-trifosfaty (ANTP) se typicky pouzivaji v koncentraci ~200 umol/l z kazdého
dNTP v reakci PCR. Prili§ vysoké koncentrace podporuji tvorbu nespecifickych produkta.
Modifikované dNTP se nékdy pouzivaji ke znaCeni produkti PCR radioaktivnimi nebo
fluorescenénimi markery nebo hapteny, jako je biotin, fluorescein nebo digoxygenin &

2.4.2.5 Pufroveé sloZky

Pro amplifikaci DNA pomoci PCR bylo popsano nekolik ¢inidel obsahujicich pufry s ionty,
monovalentni soli a dvojmocné kationty potfebné pro polymerazovou aktivitu.
Nejpouzivangjsi pufr se sklada z 10 mmol/l Tris—HCI (pH 8,3 pii pokojové teploté) a 50
mmol/l KCI. Pii teploté prodluzovani tetézce (72 °C) pH tohoto Tris pufru klesne na 7,2, coz
je blizko k optimalni hodnoté pro Taq DNA polymerazu. Siroce se pouzivaji také pufry
obsahujici sirany, jako je 20 mmol/l Tris—SO4 (pH 8,5-9,0 pfi pokojové teplot€) a 20 mmol/Il
(NH4)2S04. Monovalentni kationty (K* nebo NH*") jsou zahrnuty pro upravu iontové sily.
DNA polymerazy vyzaduji ke své aktivité také dvojmocné kationty a reakcni smesi obsahuji
MgCl2 (1-5 mmol/l). Obecné plati, ze vySsi koncentrace MgCl2 podporuji nespecifické
nasedani primerd a nespecifickou amplifikaci produktu .

2.4.2.6 Proces PCR

Typicky PCR sestava ze série 20-40 opakovanych teplotnich zmén, nazvanych teplotni cykly,
kazdy cyklus obvykle sestava ze dvou nebo tii oddélenych teplotnich krokt. Cyklické syntéze
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Casto predchazi del8i denaturace DNA pfi velmi vysoké teploté (> 90 © C), nasleduje dlouha
zaveéreCna elongace pro prodlouzeni konecného produktu, nebo inkubace pfi nizké teploté pro
kratké skladovani. Pouzité teploty a doba jejich aplikace v kazdém cyklu zavisi na raznych
parametrech, v€etné€ enzymu pouzitého pro syntézu DNA, koncentraci dvojmocnych ionta a
dNTP v reakci a teploté tani (7m) primert ¢/,

Jednotlivé kroky spolecné pro vétSinu metod PCR jsou nasleduyjici:

Iniciace (10 min, 96 °C) — pfedehrati reakéni smési na 94-98 °C, krok je potfebny pii
pouziti konkrétnich DNA polymerdz, které jsou extrémné termostabilni a timto
krokem jsou aktivované.

Denaturace (30 s, 96 °C) — pocatecni krok cyklu, reakéni smés je zahfata na vysokou
teplotu, pfi které disociuji dvé vlakna dvousroubovice DNA.

Nasedani (30 s, 60 °C) — nasedani primerd.

Polymerace (1 min, 72 °C) — DNA polymeraza syntetizuje novou DNA v sméru 5' —
3': naseda na primery a dale syntetizuje dle templatové DNA.

Elongace (10 min, 72 °C) —cas a teplota, pii které ma DNA polymeraza moznost
dosyntetizovat piipadné nedosyntetizované jednovlaknové useky DNA.

Ukonceni (4 °C) —reak¢ni smés se na konci PCR reakce schladi a pfi 4 °C mize byt
kratkou dobu skladovana %.

5" 2
I
(1) Denaturace
- g .
+
Ed 5
l (3) Nasedani primeri ve sméru 5™- 3°

{: 3)  Prodluzovani - elongace

+ |'\_-];:|:

Exponencialni rist kratkého fragmentu

Obrdzek 4 — Pritbéh polymerdzové retézové reakce (upraveno dle %)

26



2.4.3 Modifikace PCR reakce
2.4.3.1 Nested (hnizdova) PCR

Nested PCR je modifikaci konvencni PCR, kterd byla navrzena pro zlepSeni citlivosti a
specificity reakce. Nested PCR zahrnuje pouziti dvou sad primerti a dvou po sobé jdoucich
reakci PCR 7%, U hnizdové PCR se dva pary primeru zaméfuji na jeden lokus. Prvni par
amplifikuje cilovy fragment jako u konvenéni PCR. Druhy par naseda na mista v prvnim
amplikonu a amplifikuje vnitini (kratsi) sekvenci. Je samoziejmé, ze pro navrzeni vhodnych
primert musi byt znama sekvence celého amplikonu /.

Prvni par primert se typicky pouziva v prvnim kole PCR reakce, u které se pocet cykla bézné
pohybuje v intervalu 15-30. Produkty prvni amplifikace jsou nasledné podrobeny amplifikaci
druhé, kde se vyuzije druhé sady primert. Ty jsou schopny nasedat na vnitini sekvenci, ktera
byla predtim amplifikovana prvni sadou primerd. ZvySena citlivost je dana vysokym poctem
opakujicich se cykld, zvySena specifita pak nasedanim druhé sady primert na sekvence, které
byly soucasti prvniho PCR produktu. Hlavni nevyhodou nested PCR je vysoka mira
kontaminace, ke které mize dojit béhem prenosu produkti naamplifikovanych v prvni Casti
do druhé zkumavky, kde se odehrava dalsi amplifikace. Tomu lze zabranit fyzickym
oddélenim amplifika¢nich smési z prvniho a druhého kola pomoci oSetfeni vrstvou vosku ¢i
oleje 7°.

2.4.3.2 Nested PCR pro identifikaci kvasinkovych mikroorganisnui

Pro praci skvasinkovymi organismy se S§iroce uplatiuje vyuZziti primert s vnitinimi
transkripénimi sekvencemi (ITS), konkrétné ITS1 a ITS4, které amplifikuji vysoce variabilni
ITS1 a ITS2 regiony ohranicujici sekvenci kodujici 5.8S rRNA. Tyto oblasti jsou obklopeny
sekvencemi kodujicimi  malou podjednotku (SSU) a velkou podjednotku (LSU)
ribosomalniho operonu. ITS regiony kvasinkové ribosomalni DNA (rDNA) jsou vysoce
variabilni sekvence, které maji vyznam pfi rozliSovani jednotlivych druhti kvasinek metodou
PCR, naproti tomu, geny useku 5.8S jsou velice konzervativni > . Geny malé a velké
ribosomalni podjednotky (SSU/18S a LSU/28S) ribosomalniho operonu jsou relativné
konzervované a primarné se pouzivaji pro rozsahlou fylogenetickou inferenci a systematiku
74 Pro oblasti velké ribosomalni podjednotky D1 a D2 jsou vyuzivany primery NL1 a NL4
v prvni ¢asti 7 a po rozdéleni na D1/D2 segmenty primery NL1 a LS2 76,

2.4.4 Analyza amplikoni denaturacni gradientovou gelovou elektroforézou DGGE

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je molekularni metoda, oznacovana
taky jako ,,metoda otisku prstu“. Jedna se o separacni techniku, ktera oddéluje DNA produkty
vzniklé predeslou amplifikaci pomoci PCR. Protoze je velikost produkti PCR pfiblizné
stejna, separace pomoci agarozové gelové elektroforézy by nam neposkytla informace o
sekvencnich rozdilech. Toto omezeni l1ze piekonat praveé aplikaci DGGE na PCR produkty,
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kdy mohou byt jednotlivé sekvence vzajemné odliSeny z divodu rozdilnych denaturacnich
charakteristik DNA. Kazdy band v gelu tedy teoreticky predstavuje odliSnou populaci
mikroorganismu pfitomnych v spoleCenstvi. Pro urCeni mikrobialnich strukturnich rozdilu lze
tyto otisky prstd nahrat do databaze a uréovat tak spoleéné &i rozdilné charakteristiky. Siroka
dostupnost raznych primert nam pak umoziuje zkoumat fylogenezi nebo cilové organismy
jako jsou napiiklad patogeny 7% 7.

2.4.4.1 Princip DGGE

DGGE je rychla metoda umoziujici analyzu mikrobialni diverzity z velkého mnozstvi
vzorkt. U DGGE lze oddélit fragmenty DNA se stejnou délkou, ale riznymi sekvencemi
(dokonce 1 srozdilem pouze jedné baze). Tyto sekvence Castecné denaturované DNA
vykazuji odli$né teploty tani a taky odliSnou elektroforetickou mobilitu. DGGE je metoda
zalozené na predeslé PCR reakci. DNA je extrahovana ze vzorku a nésledné je amplifikovan
cilovy usek pomoci specifickych primerd 7®. Nékdy se vyuziva i piidani GC svorky na 5'
konec sekvence primeru zabranujici uplné denaturaci molekul DNA béhem analyzy DGGE.
Tato technika detekuje variace malych fragmentd DNA (~200-700 bp), které se lisi pouze o
jednu substituovanou bazi 2. Usp&sné amplifikované produkty PCR reakce jsou podrobeny
vertikalni DGGE analyze, kde pfedstavuje separacni prostiedi polyakrylamidovy gel s
linearné vzrustajicim gradientem denaturant

V typickém systému DGGE je udrzovana konstantni teplota a denaturacni prostfedi je tvofeno
linearnim denaturacnim gradientem z mocoviny a formamidu. Roztok 100 % denaturantu se
sklada ze 7 M mocoviny a 40 % formamidu. Obvykle se pfipravi gradient 0-100 %
denaturantu v 6-10 % polyakrylamidu. Koncentrace polyakrylamidu zéavisi na velikosti
fragmentu %°. PH denaturaci dochazi k oddéleni vlaken dvoufetézcové DNA pii specifické
koncentraci denaturantu a molekula DNA se zastavi na urcité pozici v gelu. Optimalniho
rozliSeni se dosahne, pokud molekuly nedenaturuji Uplné, protoze by nedoslo k jejich
zastaveni a prochazeli by gelem jako jednovlaknova DNA. Fragmenty obsahujici GC svorku
pii prachodu gelem vytvari tvary podobné pismenu Y, tento fragment poté piilne ke gelu,
kdyz dosahne bodu denaturace. Po obarveni gelu budou jednotlivé bandy indikovat
genetickou rozmanitost pavodnich vzorka 8/,
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Obrdzek 5 — jednoduché schéma DGGE (upraveno dle %)

2.4.5 Volba primeru pro analyzu DNA pomoci DGGE

Vzhledem k tomu, ze DGGE je siln¢ zavisla na predchozi PCR amplifikaci, je nutno zohlednit
vybér adekvatnich primera pro presnou charakterizaci mikrobialnich komunit.

Pro identifikaci bakterialnich spolecCenstev jsou bézné vyuzivany primery pro amplifikaci
useku malé ribosomalni podjednotky 16S rDNA a pro kvasinkové ¢i houbové organismy
primery amplifikujici sekvence na urovni malé ribosomalni podjednotky 18S rDNA, ITS
regiony a sekvence 28S rDNA. Vysoce konzervované oblasti mohou byt vhodnymi misty pro
nasedani univerzalnich primerti, zatimco stfedné a vysoce variabilni oblasti umoziiuji
rozliSovani mezi jednotlivymi druhy organisma /.

2.4.6 Aplikace PCR-DGGE

Technika DGGE se uplatiiyje jako tzv. metoda otisku prstu a umoziiuje tak zkoumat rozdily u
jednotlivych komunit mikroorganismi ¢i dynamiku téchto systémt. Metoda je rychla a
cenové dostupna a umozfiuje pracovat s vice vzorky najednou *°.

DGGE se siroce pouziva pro studie souvisejici s rozmanitosti organismu, jako je mikrobialni
biodiverzita, kvasinkova spoleCenstvi, genomy virovych kmend, forenzni aplikace C¢i
polymorfismy u rostlinného genomu 7.

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza nachéazi své uplatnéni taky v potravinarském
prumyslu. Pomoci PCR-DGGE je mozné detekovat napfiklad houby produkujici vyznamné
mykotoxiny. Geny zapojené do biosyntetické drahy, ktera mykotoxiny produkuje mohou
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poskytnout dokonaly zaklad pro presnou detekci mykotoxigennich hub budto v zeméd¢€lskych
komoditach, v potravinach nebo v krmivech pro zvifata 5%,

Dalsi uplatnéni PCR-DGGE spociva v analyze mikrobialnich fermentaci béhem zrani
potravin, charakterizovani mikrobidlnich spoleCenstev v potravinaiskych produktech a
analyzovani dynamickych vlastnosti spoleCenstev pifi reakcich na vnéjsi prostiedi. Tato
metoda byla vyuzita napfiklad 1 pfi sledovani hygienické kvality mineralnich vod, kde byly
nalezeny mikroorganismy z komercné balenych minerdlnich vod a tyto nebylo mozné
kultivovat béznym zptsobem 76,
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Obrdzek 6 — ukdzka profilii bakteridlnich a houbovych spolecenstev v odlisnych casech fermentace s
vyuzitim metody PCR-DGGE %

2.4.7 Separaéni techniky popisujici karyotyp kvasinek

Elektroforéza je technika, ktera umoziuje separaci a analyzu nabitych molekul v elektrickém
poli. Gelova elektroforéza se nejCastéji pouziva pro separaci a Cisténi proteind a nukleovych
kyselin, které si odlisuji svou velikosti, ndbojem nebo konformaci. Typicky se pro tvorbu gelu
vyuziva chemikalii jako polyakrylamid nebo agardza. Agardza je vhodna pro separaci
fragmenti DNA o velikosti od nékolika set parti bazi do pfiblizné 20 kbp. Polyakrylamid je
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zas vyhodnéjsi pro separaci proteini a menSich fragmenti DNA. Pohyblivost DNA
v elektrickém poli je konstantni za definovanych podminek. Tyto podminky jsou
charakterizovany elektrickymi parametry (proud a napéti) a faktory, jako je slozeni pufru,

koncentrace agarozy a teplota %9,
Konvencni elektroforéza na agar6zovém gelu vyuziva statické pole a muze separovat

fragmenty DNA pouze do 50 kilobazi (kbp), i kdyz v praxi fragmenty vétsi nez 20 kbp
migruji za podminek, které se obvykle pouzivaji. Zavedenim pulzu nebo zménou sméru
elektrického pole, 1ze oddglit fragmenty velké az 10 megabazi (Mbp). Cas potiebny k tomu,
aby se fragmenty DNA raznych velikosti pfeorientovaly na nové elektrické pole, je umérny
jejich molekulové hmotnosti, a pravé tento faktor umoziuje separaci a zaostfeni fragmentd
DNA %7,

PFGE technika pouziva 1,5 % agar6zovy gel, 10 az 20 mikrogrami DNA na jamku a pufry s
nizkou iontovou silou. Vyuziva stfidavé pulzni, kolmo orientovana elektricka pole, z nichz
alespor jedno je nehomogenni. Trvani aplikovanych elektrickych pulzi se méni od 1 s do 90
s, aby se dosahlo optimalniho oddéleni pro DNA s velikosti od 30 do 2 000 kbp 5.

2.4.8 Princip pulzni gelové elektroforézy PFGE

Princip separace pomoci pulzni gelové elektroforézy je nasledovni. Kdyz je na gel aplikovano
prvni elektrické (E1), molekuly DNA za¢nou migrovat v gelu ve sméru pisobeni elektrického
pole. Pak je prvni elektrické pole odstranéno a je aktivovano druhé elektrické pole (E2)
v konkrétnim uhlu k prvnimu elektrickému poli. Molekula DNA musi zménit svou
konformaci a preorientovat se tak, aby mohla migrovat k elektrickému poli (E2). Cas
potiebny k jeji reorientaci je velice variabilni a zavisi na tom, jak je molekula velka
(molekulova hmotnost). Vétsim molekulam DNA trva obecné delsi Cas, nez se preorientuji po
prepnuti elektrického pole, protoze pro né agardza predstavuje vetsi fyzickou bariéru nez pro
malé molekuly. Molekuly srostouci velikosti proto musi stravit vetsi ¢ast cyklu
pieorientovavanim, nez zaénou migrovat gelem %’.

2.49 PFGE v homogennim poli s hexagonalni elektrodou (PFGE-CHEF)

CHEF (Contour-clamped homogeneous electric field) je metoda gelové -elektroforézy
s pulznim polem, ktera umoznuje rozliSeni velkych fragmentd DNA, které nelze separovat
prostfednictvim klasické gelové elektroforézy. Postup zahrnuje aplikaci fizenych elektrickych
poli, ktera méni smér v pfedem stanoveném uvhlu, na vzorky DNA. Tyto vzorky jsou
skladovany v gelové matrici s agardzou a §tépeny pomoci restrikénich endonukleaz. Uprava
podminek elektroforézy umoziuje separaci fragmentd DNA s velikosti od 10 kbp do 9 Mbp.

V tomto systému je presné fizena velikost, umisténi, koordinace, stabilita a kontinuita

elektrického pole, coz umoziiuje separaci fragment DNA s rtiznou velikosti ?% ?/.
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Obrizek 7 — schéma PFGE v homogennim poli s hexagondlni elektrodou (upraveno dle **)

2.4.10 Faktory ovliviiujici PFGE

Separace pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE) je velice senzitivni na celou fadu
faktord. Mezi hlavni faktory ovliviujici PFGE patii molekularni vlastnosti DNA, doba pulzu,
vlastnosti elektrického pole, sloZeni gelu, vkladané napéti, reorientaéni uhel ¢i teplota 3.

2.4.10.1 Pulzni ¢as

Pulzni Casy jsou vybirany tak, aby molekuly DNA o urcité velikosti stravili vétSinu Casu
reorientaci nez pohybem v gelu. K frakcionaci vétSich molekul tento ¢as odpovida obvykle
dnim nebo tydnim. Napftiklad chromozomalni DNA kvasinky Saccharomyces cerevisiae o
délce 10 Mbp vyzaduje delsi dobu separace, pfiblizné jeden tyden. Kdyz dochazi k prepinani
mezi jednotlivymi elektrodami, tak velkym molekulam DNA trva del§i Cas, nez se
preorientuji a maji tim padem méné ¢asu na pohyb skrz gelovou matrici. Z toho vyplyva, ze
vet§i molekuly migruji gelem mnohem pomaleji nez malé fragmenty *.

2.4.10.2 Teplota

Ptfi konvencni gelové elektroforéze molekuly DNA migruji gelem za standardni laboratorni
teploty. U metody PFGE je vSak zapotfebi teplotu snizit, protoze to vyrazné ovliviiuje
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mobilitu molekul DNA v gelu. Uvadi se, ze by méla byt soustava chlazena na teplotu 14-15
°C. Vliv teploty je pak pozorovan i pfi proméfovani vinové délky 4, kdy byl prokazan efekt
teploty 34 °C jako negativni vzhledem k poklesu rozliseni *°.

2.4.10.3 Napéti

Volba spravného vlozeného napéti se lisi vzhledem k velikosti separované DNA. K separaci
molekul o velikosti 1 Mbp lze pouzit napéti 6-10 V/cm, pro vet§i molekuly se obecné ale
vyzaduje snizovani napéti. Jestli je ale gradient vkladaného napéti nizsi, je nutno prodlouzit
intervaly mezi pfepinanim pulzi %.

2.4.10.4 Koncentrace agarozy

Koncentrace agardzy vyznamné ovliviluje separaci molekul DNA. Migrace menSich molekul
se voli obecné nizsi koncentrace agarozy v gelu. Napriklad DNA monomer o velikosti 48,5
kbp migruje o 50 % rychleji v gelu s koncentraci agarozy 0,6 % nez pii koncentraci 1,0 %. Se
vzrustajici koncentraci agarozy dochazi k snizovani rychlosti pohybu molekul skrz gelovou
matrici .

2.4.10.5 Reorientacni uihel

Rozsiteni reorientacniho tthlu by mélo pfinaset vizualn€ osttejsi bandy a taky lepsi rozliSeni.
U kvasinkovych chromozomu se setkavame s tim, ze separace je téméf identicka, kdyz je
nastaven reorientacni thel v intervalu od 105-165 °. Nicméne¢, kdyz pracujeme s molekulami
o velikosti 200-3000 kbp, a vyuzivame tohoto intervalu k separaci mensich fragmentd, byly
pozorovany az 4nasobné rozdily v rychlosti migrace molekul DNA .

2.4.11 Aplikace pulzni gelové elektroforézy

Tato technologie hraje kliCovou roli v moderni genomice, protoze umoziiuje manipulace
s celou chromozomalni DNA, nebo velkych fragmenti DNA ?7. Je to také velmi uZiteCny
nastroj v epidemiologickych studiich a mapovani genli u mikrobialnich a sav¢ich bunék, nebo
pii studovani bakterialnich a kvasinkovych umélych chromozomu #/.

Metoda PFGE umoznila identifikovat intaktni chromozomalni DNA u jednobunécnych
eukaryot, jako jsou houby, kvasinky a paraziti prostfednictvim tvorby elektroforetickych
karyotypu.

U nizSich eukaryot jako jsou kvasinky a trypanosomy, jsou chromozomy pomérné malé a
mohou byt rozliSovany jako individualni bandy. U vicero druhli totiz chromozomy nejsou
kondenzované, a tudiz i viditelné prostfednictvim mikroskopickych metod, proto se nabizi
vyuziti PFGE jako vhodné karyotypizacni metody umoziujici charakterizovat tyto
chromozomy velmi pohodIng.
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I po vice nez 30 letech vyvoje a zavedeni PFGE, jsou tyto metody potad popularni v mnoha
zemich a umoznuji studium a identifikaci patogent a jsou povazovany za zlaty standard pfi
identifikaci nékterych baktérii .
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Obrdzek 8 — ukazka kvasinkovych chromozomii kvasinek rodu Candida a Saccharomyces s vyuzitim
standardnich a novych zpiisobu izolace : N-new; S-standard **

2.5 Soucasny vyzkum kvasinek Metschnikowia pomoci molekuldrnich technik

Pii determinaci a fylogenetické analyze kvasinkovych kment se Casto studuje sekvence
ribosomalni rDNA domény D1/D2, ktera je soucasti velké ribosomalni podjednotky (SSU).
Kurtzman a Robnett prokazali u askomycétnich kvasinek, ze kmen lisici se vice nez jednim
procentem substituci na doméné D1/D2 predstavuje samostatny druh. Nedavno popsany druh
M. fructiola byl od sesterského druhu M. pulcherrima oddélen na zakladé pozorovanych
substituci na doméné D1/D2 v 2,2 %. Oblasti D2 vSech druht kvasinek Metschnikowia
nakonec nejsou ve skute¢nosti homologni #.

U kvasinek rodu Metschnikowia intragenomicka diverzita domén D1/D2 26S rDNA brani
jejich taxonomickému oddéleni navzajem od sebe a od pfibuznych druh pomoci sekvenovani
této oblasti. Jelikoz D1/D2 a ITS oblasti kvasinek M. fructiola a M. andauensis nevykazuji
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homogenitu nelze pouzit sekvenovani pro barcoding téchto druhti. Bylo prokazano, ze rDNA
kmene M. fructiola je fragmentovana a obsahuje pseudogeny #.

M. pulcherrima, jako zéastupce té€chto kvasinek, byva také cCasto analyzovana pomoci
konven¢ni PCR. U tfi kment M. pulcherrima (UMY 12, UMY 14 a UMY 15) byl ziskan PCR
produkt o wvelikosti pfiblizné 400 bp svyuzitim primerd ITS1 a ITS4. BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) analyza sekvence regionu ITS1-5,8s IDNA-ITS2 téchto
tfi druhtt kvasinek vykazovala 93-94 % podobnost s dfive izolovanymi druhy MECHI,
BIO126, ZY6, MB513 a MN510 /%,

35



3 CILE PRACE

Prace je zaméfena na studium kvasinkové DNA pomoci riznych molekularnich technik a
zkoumanim vlivu stresového prostiedi na jeji genom. Hlavnimi tkoly, které méli byt splnény
jsou naslednici:

1) ReserSe na dané téma — vyuziti molekularné biologickych metod k charakterizaci kvasinek,
moznosti provedeni PFGE a DGGE metod

2) Vyuziti vybranych kvasinkovych kment rodu Metschnikowia kultivovanych za ptitomnosti
raznych stresovych faktori

3) Optimalizace izolace a analyzy DNA

4) Sledovani vlivu stresovych faktori na integritu kvasinkového genomu
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4 EXPERIMENALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1

Chemikalie pro izolaci kvasinkové genomové DNA

Agardza low melting, Serva (SRN)
Beta-merkaptoethanol, Serva (SRN)

D-sorbitol, Sigma-Aldrich (SRN)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
DNeasy® UltraClean® Microbial Kit, QIAGEN (USA)
Hydroxid sodny, Lach-Ner s.r.0. (CR)

Chelaton 3 (EDTA) p.a., Lachema (CR)

Kyselina citronova, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina chlorovodikové 35 % p.a., Lach-Ner (CR)
Lytikaza (>2000 units/mg protein), Sigma-Aldrich (SRN)
Proteinaza K, Sigma-Aldrich (SRN)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Penta, (CR)

Chemikalie pro PCR, DGGE, GE

Agardza Premium, Serva (SRN)

Akrylamid 99 %, Sigma Aldrich (SRN)

Bromfenolova modra, Serva (SRN)

DNA marker FastGene 50 bp, Nippon Genetics (SRN)
DNA marker FastGene 100 bp, Nippon Genetics (SRN)
Ethanol p.a. Lachema (CR)

Ethidium bromid, Serva (SRN)

Formamid p.a., Penta (CR)

High Pure PCR Product Purification Kit, Version 19, Roche (Germany)
CHEF DNA Size Marker H. wingei, Bio-Rad (CR)
Interkalaéni latka Gel-Red, TopBio, Praha (CR)
Kyselina borita, Chemapol (CR)

Kyselina octova 99,8 % p.a., Lach-Ner (CR)
Mogovina p.a., Penta (CR)
N,N’"-methylenbisakrylamid, Serva (SRN)
N,N’-tatramethylendiamin (TEMED), Serva (SRN)
Oligonukleotidové primery, Generi biotech (CR)

PCR voda, TopBio, Praha (CR)

Persiran amonny (APS), Serva (SRN)

PPP Master Mix, TopBio, Praha (CR)
Trix(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Penta (CR)
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4.2 Pouzity material a pristroje

4.2.1

4.3

Material a pristroje urcené pro izolaci genomové DNA

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Eppendorf 5430/5430 R, Eppendorf (CR)

Detekeni systém pro dokumentaci gelu (Azure biosystems C200, Dublin, Irsko)
Mikroskop L II 00A, Intraco Micro (SRN)

Mikrovlnna trouba Professor (CR)

Trepacka IKA Yellow Line (SRN)

Vodni lazen, model TW2, Julabo Labortechnik (SRN)

Vortex Genie 2, Mo Bio Lab (USA)

Material a pristroje urcené pro analyzu DNA pomoci PFGE

Gene Navigator, Pharmacia Biotech (SWE)

GN Controller, Pharmacia Biotech (SWE)
Programmable Power Supply, MP-500 V (SWE)
Sestava PFGE, Pharmacia Biotech (SWE)

Vodni lazen, model TW2, Julabo Labortechnik (SRN)

Material a pristroje pro PCR, GE a DGGE

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

Horizontalni elektroforeticka vana Owl, model B2, Owl Separation Systems (USA)
Kompaktni mikrocentrifuga HERMLE Z-100M, Labortechnik (SRN)

Nanodrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
Thermocycler MyCycler™ | Bio-Rad

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

Kmeny kvasinek pouzité k analyze DNA

Metschnikowia andauensis CCY 029-002-129
Metschnikowia andauensis NA1657 11-1241
Metschnikowia chrysoperlae CBS 9803 11-1158
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-145
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-149
Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 11-1250
Metschnikowia sinensis CBS 10357 11-1244
Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 11-1247
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4.4 Priprava roztoku pro izolaci kvasinkové DNA

e CPES pufr (40mM kyselina citronova, 120 mM Na;HPOy, 1,2 M sorbitol)
Bylo navéazeno 2,843 g kyseliny citrénové, 109,302 g sorbitolu a 21,488 g Na;HPO4. Smés
chemikalii byla rozpusténa v 500 ml redestilované vody a promichana. Nasledné bylo

upraveno pH roztoku pomoci 0,1 M HCI / 0,1 M NaOH na hodnotu 6. Pro rozpusténi enzymu
lytikazy byl vyzit roztok CPES s upravenym pH na 7,5.

e TE pufr (10 mmol/l Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 1 mmol/l EDTA)

Do 500 ml redestilované vody bylo ptidano 0,6 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu a 0,185
g EDTA a pH roztoku bylo upraveno na 8,0. Chemikalie byly rozpustény a roztok byl
skladovan v lednici pfi teploté 4 °C.

e Lyzaéni pufr (50 mmol/l Tris-HCI, SO mmol/l EDTA, 3 % SDS)

Bylo navéazeno 9,306 g EDTA, 15,0 g SDS a 3,0275 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu.
Chemikalie byly postupné rozpustény v 500 ml redestilované vody. Po rozpusténi byl lyzacni
roztok uchovavan v lednici pii teploté 4 °C.

4.5 Priiprava roztoki pro PFGE, DGGE a agarézovou gelovou elektroforézu

e TBE pufr S x

Bylo navazeno 50 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu, 27,5 g kyseliny borité¢ a 3,72 g
EDTA. Chemikalie byly rozpustény v 1 dm? redestilované vody. Dle potieby byl roztok fedén
na koncentraci 0,5 x TBE a pouzit pro gelovou agar6zovou elektroforézu.

e TAE pufr 50 x

Bylo navéazeno 242 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu, odmétfeno 57,1 ml kyseliny octové
a 100 ml 0,5 M EDTA. Smés byla rozpusténa v 1 dm’ redestilované vody. Dle potieby byl
roztok nafedén na koncentraci TAE 1x.
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4.5.1 Vybér kvasinek vystavenych stresovym podminkiam

Pro potteby molekularni analyzy pomoci PFGE 1 PCR-DGGE byly vybrany nékteré kmeny
kvasinek rodu Metschnikowia (viz Kapitola 5.1), které byly vystavené osmotickému,
nutricnimu a oxida¢nimu stresu. Kvasinky byly po kultivaci uchovavany v centrifugacnich
zkumavkach ve fyziologickém roztoku pfi teploté -20 °C.

4,5.2 Izolace intaktni kvasinkové DNA

K izolaci kvasinkové DNA byly pouzity zmrazené buriky kvasinek ve fyziologickém roztoku.
Tyto byly nasledné rozmrazeny, dikladné€ promichany a zkumavka byla doplnéna na 50 ml
pomoci redestilované vody. Z takto pfipravené kultury bylo odebrano 100 pl do
Eppendorfovy zkumavky a kazd4 zkumavka obsahujici kvasinkovou kulturu byla doplnéna
900 pl redestilované vody. Z takto pfipraveného roztoku bylo opét odebrano 100 pl do nové
do Eppendorfovy zkumavky a ta byla doplnéna 900 ul redestilované vody. Timto zptisobem
byl pfipraven roztok s fedénim 1072 Pog&itani bun&k bylo provedeno v Biirkerové komdrce,
ktera se sklada ze silného podlozniho skla s vyrytou siti ¢tvereCki pfesné znamych rozméra a
kryciho skla, které se poklada na bocni listy, a tak vznika mezi skliCky prostor o presné
definované hloubce. Do této komurky bylo kapnuto malé mnozstvi kvasinkové suspenze a
plocha s roztokem byla stabilizovana krycim sklem. Po 5 minutach bylo pfi 40x zvétSeni
provedeno pocitani buné€k ve 20 ctvercich. Takto probihalo pocitdni u jednotlivych
kvasinkovych kment. Pro kazdou kvasinku byly hodnoty z 20 ¢tverct zprumérovany.
Primeérna hodnota byla pak dosazena do piislusného vztahu x = MO -z - X - 1000, kde MO
je pramérny pocet mikroorganismi v jednom Ctverci, z predstavuje pouzité fedéni, X prepocet
na 1 mm? a faktor /000 slouZi k pfepo¢tu z mm® na ml.

Po dosazeni do vztahu bylo mozné z kazdé zkumavky odebrat pfislu§né mnozstvi biomasy,
které obsahuje 1,3.10° bun&k. Kvasinkova kultura byla pipetovana do centrifugaénich
zkumavek. Buriky byly centrifugovany po dobu 5 minut pii 5000 rpm za laboratorni teploty.
Buriky nasledné byly promyty 5 ml redestilované vody a opét centrifugovany. Supernatant byl
odstranén a butiky byly rozsuspendovany v 1,4 ml TE pufru a doplnény 2,1 ml redestilované
vody. Nasledné byl k smési pipetovan beta-merkaptoethanol o objemu 17,5 pl. Zkumavky
byly nasledné inkubovany po dobu 30 minut pfi 30 °C za mirného tfepani. Po inkubaci byly
bunky opét centrifugovany a nasledné rozsuspendovany v4 ml CPES pufru, pH 6.
Nasledovala dalsi centrifugace a odliti supernatantu. K butikam byl pfidan roztok lytikazy
(0,015 g/1 ml CPES pufru, pH 7,5) o objemu 75 pl, pficemz enzym byl dostatecné
rozsuspendovan v CPES. K smési bylo pak ptidano 425 ul CPES pufru, pH 7,5.

Smés byla jemné protfepana a inkubovana po dobu 30 minut pfi teploté 25 °C. Po ukonceni
inkubace bylo ke vSem vzorkim napipetovano 0,5 ml 2 % roztoku Low melting agarozy
v CPES pufru (0,2 g/10 ml CPES pufru, pH 6). Takto pfipravené vzorky byly rozpipetovany
do prfedem vychlazenych a vysterilovanych formi¢ek na pfipravu blocki a umistény do
lednice, kde doslo k tuhnuti blockt. Tyto byly po ztuhnuti vynaty a vlozeny do 1 ml lyzacniho

40



pufru obsahujiciho proteindzu K. Nasledné byly blocky inkubovany 24 hodin pfi teploté 50
°C. Po 24 hodinach byla tekutina z blockti odlita a blocky byly 3 x promyty pomoci 2 ml TE
pufru, pH 8. Bloc¢ky byly inkubovany po prvnim, druhém 1 tfetim promyti 20 minut pii teploté
50 °C. Takto pripravené blocky byly uskladnény v lednici pro dal§i pouziti.

4.5.3 Analyza intaktni kvasinkové DNA pomoci pulzni gelové elektroforézy PFGE

Byl ptipraven 1,0 / 0,8 % gel rozpusténim 1,1 g agardézy pro molekularni aplikace v 110 ml
0,08 M / 0,5 x TBE pufru. Roztok byl nasledné rozvaten v mikrovinné troubé (celkem 3x) a
po ochlazeni na 60 °C nalit do gumové formy, do které byl vlozen hiebinek. Po 20 minutach
byl hiebinek vynat a do gelu byly zavedeny blocky obsahujici kvasinkovou DNA a taky
blo¢ek CHEF standardu kvasinky Hansenula wingei. Takto ptipraveny gel byl vlozen do
pfedem vychlazené elektroforetické vany a zalit 2,5 dm?® 0,08 M TBE pufru. Nasledné& byla
vlozena na PFGE aparaturu HEX elektroda a byly nastaveny podminky pro pulzni ¢asy, dobu
separace a vlozené napéti na pfistroji Gene Navigator. Poslednim krokem bylo spusténi
elektroforézy na pfislusny cas.

Obrdzek 9 — pohled na aparaturu PFGE

4.5.3.1 Vizualizace fragmenti DNA

Po ukonceni analyzy kvasinkové DNA pomoci PFGE byl gel umistén do ploché nadoby
obsahujici 250 ml redestilované vody a 50 pl barviva ethidiumbromidu o koncentraci 10
mg/ml. Gel byl ponechan v barvici lazni po dobu 20-30 minut za soucasného tfepani.
Po ukonceni byl gel promyt destilovanou vodou a umistén do zafizeni Azure biosystems ¢200
urceného k vizualizaci. Byla pofizena fotografie gelu a gel byl nasledné bezpe¢né odstranén.
41



4.5.4 Izolace kvasinkové DNA komer¢ni soupravou DNeasy® UltraClean® Microbial
Kit pro dalsi molekularni aplikace

Kvasinkova kultura ve fyziologickém roztoku byla rozmrazena a pak z ni bylo odebrano 1,8
ml suspenze, ktera byla umisténa do sbérné mikrozkumavky a centrifugovana pii 10 000 rcf
po dobu 30 sekund. Supernatant byl odstranén a sedimentované buriky byly rozpustény v 300
ul PowerBead roztoku, ktery obsahuje soli a pufr. Takto ptipraveny roztok byl vortexovan az
do momentu, kdy byla suspenze dokonale promichana a smés byla nasledné piesunuta do
specialni mikrozkumavky obsahujici drobny pisek, ktery slouzi k mechanické dezintegraci
bunék. Do smési byl pfidan dalsi specialni roztok SL o objemu 50 pl, ktery obsahuje Cinidla
umoziujici lyzi bunék a SDS. Nasledovala desetiminutova inkubace pii 65 °C a pak
vortexovani zkumavek s piskem na specialnim adaptéru MO Bio Vortex Adapter® po dobu
10 minut v horizontalni poloze. Dal§im krokem byla centrifugace po dobu 30 sekund pii
10 000 rcf.

Supernatant obsahujici DNA byl pfesunut do nové sbérné mikrozkumavky a bylo k nému
pfidano 100 pl roztoku IRS, ktery srazi organické i anorganické necistoty. Roztok byl kratce
vortexovan a ponechan 5 minut v lednici pii teplot¢ 4 °C. Nasledovala centrifugace za
stejnych podminek jako v pfedeslém piipadé. Supernatant byl znovu prenesen do nové
mikrozkumavky a bylo k nému napipetovano 900 pl SB roztoku s vysokym obsahem soli,
ktery je odpoveédny za navazani DNA na specidlni filtr. Suspenze obsahujici DNA byla
presunuta do specialni filtraéni mikrozkumavky ve dvou krocich. V prvni fazi bylo na filtr
nalito cca 700 pl a obsah v mikrozkumavkach byl scentrifugovan, kdy kapalina prosla filtrem
byla odstranéna a na filtr byl nalit zbyly roztok s DNA. Opét byla prosla kapalina odstranéna
a na filtr bylo pipetovano 300 ul CB roztoku obsahujiciho ethanol, ktery je schopny rozpustit
ptipadné kontaminanty DNA. V dalsim kroku byl roztok centrifugovan po dobu 30 sekund pfi
10 000 rcf a filtr s navazanou DNA byl opatrné vyjmut a pfesunut do nové zkumavky. Eluce
DNA byla provedena piidavkem elu¢niho pufru EB o objemu 50 pl. Po finalni centrifugaci
byla DNA eluovana do cinidla a skladovana v mrazaku pii teploté -20 °C pro dalsi aplikace.

4.5.5 Stanoveni Cistoty a koncentrace DNA spektrofotometricky

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla proméfena na piistroji NanoDrop 2000. Nukleova
kyselina byla rozmrazena a po vyblankovani pfistroje bylo na platformu kapnuto asi 1-2 pl
DNA, kdy obsah zkumavky byl pomoci pipety dikladné¢ promichan pied kazdym
proméfenim. Po uzavieni ramena byla proméfena absorbance v rozsahu vinovych délek 220-
330 nm. Absorbance Azeo zprostiedkovala informaci o koncentraci DNA a z pomé&ru hodnot
A260/A280 bylo mozné stanovit Cistotu DNA, kdy ¢ista DNA ma tento pomér 1,8-2,0.
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4.5.6 Nested PCR genomové DNA oblasti ITS1 a 5,8-ITS2 a D1/D2 26S rDNA

Pro hnizdovou PCR rDNA oblasti genomové DNA byla pouzita jako templat DNA kvasinek,
ktera byla izolovana pomoci komeréni soupravy DNeasy® UltraClean® Microbial Kit.
Nested PCR v obou piipadech zahrnovala 2 amplifikaéni kroky, kdy produkty prvni PCR
reakce byly detekovany klasickou agar6zovou gelovou elektroforézou a produkty druhé PCR
reakce nejprve horizontalni gelovou elektroforézou a nasledné pomoci denaturacni
gradientové gelové elektroforézy DGGE, jelikoz metoda DGGE ma své omezeni pii detekci
produktti a separace byva ucinna pro produkty <500 bp. Pro lepsi rozliSeni fragmentd PCR
byly vyuzity primery obsahujici GC-svorky. Sekvence primert jsou uvedeny v Tabulka 3 a
Tabulka 4. Primery byly dodany v lyofilizovaném stavu, proto bylo nutné doplnéni pomoci
sterilni PCR vody na pfislusnou koncentraci doporucovanou vyrobcem. Nasledné byly
primery rozpipetovany do alikvotnich podili a uchovavany v mrazaku.

Tabulka 3 — sekvence pouZzitych primerii pro oblast D1/D2 265 rDNA (GC-svorka je podtrzena)

Nested PCR pro oblast D1/D2 26S rDNA
Primery Sekvence primeru (5°-37)
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
L.
amplifikace
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG
NLLGC CGCCCGCCGCGCGCGEGCEGGECGEGECGEGAE
) ) GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
amplifikace
LS2 ATTCCCAAACAACTCGACTC
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Tabulka 4 - sekvence primerii pro oblast ITSI a 5,8-ITS2 rDNA (GC-svorka je podtrzena)

Nested PCR pro oblast ITS1 a 5,8-1TS2 rDNA

Primery Sekvence primeru (5°-37)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
1. amplifikace
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITSLGC CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGG
TCCGTAGGTGAACCTGCGG
9. rmlhieans ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS2-5,8
DNA ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGG
ITS4-GC

TCCTCCGCTTATTGATATGC

4.5.7 Priprava reakénich komponent

Jednotlivé komponenty pro PCR byly v prvni casti rozmrazeny, promichany a kratce
centrifugovany. PCR smeés byla pfipravovana v boxu, ktery byl miniméalné 30 minut
sterilovan pomoci UV zéfeni. Jednotlivé komponenty byly pipetovany v daném potadi do 1,5
ml Eppendorfovy zkumavky a reakcni smés bez DNA byla pak rozpipetovana do 200 ul PCR
zkumavek, ke kterym byla pfidana templatovda DNA nafedéna na koncentraci 10 ng/pl.
Obdobnim zplisobem byla pfipravena negativni kontrola, kdy byla namisto DNA do smési
pfidana PCR voda, aby byla ovéfena Cistota komponent a piipadna kontaminace. Koncentrace
jednotlivych komponent pro reakéni smés a piislu§né objemy jsou uvedeny v Tabulka 5.

Pro 1. amplifikaci byla pfipravena PCR smés, kde konecny objem cinil 25 pl. Amplikon,
ktery byl syntetizovan, byl nasledné pouzit pro 2. amplifikaci a reakce probihala
v dvojnasobném objemu tj. 50 pl. Bylo vyuzito fedéni 1 ul PCR produktu na 99 ul PCR vody.
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Tabulka 5 - sloZeni reakcni smési pro nested PCR

Koncentrace

Objemy komponent

v reakéni smési

Komponenta komponent ve
smési 25ul 50 ul
Voda pro PCR - 11,24 pl 22,48 ul
PPP MasterMix 2 % 12,5 ul 25,0 ul
Primer 1 (piimy) 520 nmol/l 0,13 ul 0,26 ul
Primer 2 (reverzni) 520 nmol/l 0,13 ul 0,26 ul
Matrice DNA 10 ng/pl 1O ul 2,0 ul

Tabulka 6 — teplotni programy pro nested PCR oblasti D1/D2 268 rDNA; ITS1, 5,8-1TS2 rDNA

D1/D2 26S rDNA oblast ITS1, 5,8-1TS2 rDNA oblast
1. 2. 1. 2. 2.
amplifikace amplifikace amplifikace amplifikace amplifikace
. NL1 NL1-GC ITS1 ITS1-GC ITS3
Primery
NL4 LS2 ITS4 ITS2 ITS4-GC
ProdlouZen3
rodiouzena 95°C/3min | 95°C/3min | 95°C/3min | 95°C/3min | 95°C/3 min
denaturace
Denatu
enaturace 95°C/40s | 95°C/45s | 95°C/40s | 95°C/45s | 95°C /455
DNA
Hybridi
IR 52°C/50s | s51°C/60s | 50°C/30s | 56°C/60s | s6°C/60s
primeru
Syntéza novych
L. 72°C/50s 72°C/60s 72°C/45s 72°C/60s 72°C/60s
retezcu
Dosyntetizovani . . . . .
72°C/7min | 72°C/7min | 72°C/7min | 72°C/7min | 72 °C/7 min
DNA
Pocet
. 33 30 33 30 30
cykla
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4.5.8 Prubéh amplifikace

Takto pfipravené zkumavky byly umistény do thermocycleru MyCycler, kde byl nastaven
vhodny teplotni profil jak pro oblast D1/D2 26S rDNA tak pro ITS regiony.

Teplota nasedani primerd, trvani cykli a pocet cykla byl pifevzat z publikace, kde byly
analyzovany odlisné kmeny kvasinek rodu Metschnikowia nez kmeny vyuzivané v této praci.
Nicméné, teplota nasedani primerd se vétSinou pii konvencni PCR stanovuje obecné pro
vSechny druhy stejného rodu #0-#% 53 104, 102,

Hybridizace primerd byla ovéfena taky vypocltem pfisluSnym softwarem (NEB 1m
Calculator), ktery zohlediuje 1 pouzité komponenty jako typ DNA polymerazy, koncentraci
primeru v jedné PCR reakci, reak¢ni pufr apod.

Teplotni profily, trvani cyklt, pocet cykli pro jednotlivé PCR reakce jsou soucasti Tabulka 6.

4.5.9 Detekce PCR produktu pomoci horizontalni gelové agarozové elektroforézy

Po ukonceni PCR reakce byly produkty 1. a 2. amplifikace vizualizovany gelovou agarézovou
elektroforézou. Pro 1. amplifikaci byl pfipraven 1,2 % gel, kdy bylo navazeno 1,2 g agardzy a
odmeéteno 100 ml 0,5 x TBE pufru. Pro druhou amplifikaci bylo z divodu naamplifikovani
mensich fragmentl navazeno 1,5 g agar6zy na 100 ml 0,5 x TBE pufru.

Takto pfipraveny roztok byl ohfivan v mikrovinné troubé cca 3x, az do uplného rozpusténi
agardzy. Po zchladnuti roztoku na 50-60 °C bylo pfidano do barky 10 pl interkalacniho
barviva GelRed®. Takto ptipravena suspenze byla opatrné nalita do predpfipravené formy, do
které byl nasledn¢ vlozen hiebinek. Tuhnuti gelu probihalo 25-30 minut. Poté byl opatrné
vyjmut hiebinek a do jamek byly pipetovany vzorky obsahujici produkty PCR o objemu 10 pul
a velikostni standard DNA marker FastGene 100 bp, Nippon Genetics o objemu 5 pl. Barveni
vzorkl nebylo realizovano, protoze PPP Master Mix obsahuje barvivo pro pfimou vizualizaci
PCR produktt.

Vanicka s gelem byla umisténa do elektroforetické vany a prelita 0,5 x TBE pufrem asi 1 cm
nad vysku gelu. Po pfipojeni ke zdroji napéti bylo zkontrolovano spravné zapojeni k anodé/
katodé a byla spusténa elektroforéza, ktera trvala 1,5-2 hodiny pii konstantnim napéti
75-80 V podle potieby. Po ukonceni byl vypnut zdroj napéti a konektory byly vyjmuty, roztok
TBE byl vylit a gel byl vyfotografovan pod zdrojem UV zareni na pfistroji Azure biosystems
c200.

4.6 Piecisténi PCR produkti po druhé amplifikaci

K precisténi PCR produktli byla pouzita komeréni sada High Pure PCR Product Purification
Kit. Produkty PCR obsahujici zbytky nukleotidi ¢i primerti a polymerazy bylo zadouci
precistit. Kazda zkumavka s amplikony byla doplnéna na objem 100 ul pomoci sterilni PCR
vody. Nasledné do ni byl napipetovan specialni pufr o obejmu 500 pl, ktery umoznil navazani
DNA na membranu. Zkumavka byla Setrné promichana. Do prazdnych sbérnych zkumavek
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byly nasazeny filtry s membranou a promichany PCR produkt s pufrem byl opatrné nalit na
vrchni rezervoar. V dalsim kroku byly zkumavky centrifugovany na nejvyssich otackach po
dobu 1 minuty. Roztok prosly membranou byl odstranén a sbérna zkumavka byla opétovné
nasazena na filtr. Nasledovalo promyti pomoci promyvaciho pufru, a to celkem 2x. Nejdiive
objemem 500 pul a pak objemem 200 pl. Po kazdém promyti byly zkumavky centrifugovany
po dobu jedné minuty na maximalnich otackach a roztok, ktery proSel membranou byl vzdy
odlit. Poté byl filtr umistén na novou sbérnou zkumavku a eluce DNA byla zahajena ptidanim
elu¢niho pufru o objemu 50 ul. Takto precistény produkt byl nasledné umistén v mrazaku
k dalSimu pouziti.

4.7 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Produkty druhé amplifikace byly déale analyzovany pomoci denaturacni gradientové gelové
elektroforézy (DGGE). Tato metoda je schopna detekovat pouze fragmenty do velikosti
maximalné 500 bp, a proto byly vyuzity produkty specifické reakce ,,nested“ PCR s vyuzitim
vnitinich primert.

4.7.1 Prubéh DGGE
4.7.1.1 Priprava akrylamidového gelu s linedrnim gradientem

V prvni ¢asti byl pfipraven 40 % polyakrylamidovy gel v poméru 19:1 (38 g akrylamidu a
1,07 g bisakrylamidu na 100 ml redestilované vody), ktery byl dale vyuzivan po celou dobu
experimentu. Zasobni roztok byl uchovavan v chladu pfi teploté 4 °C. Pro analyzu PCR
produktt, které dosahovaly velikosti 150-350 bp, byl ptipravovan 10 % polyakrylamidovy
gel. Na zakladé soucasné probihajici prace, byl zvolen vhodny gradient denaturacnich cinidel
a to 20 % a 40 %, jez se ukazal jako vhodny pro analyzu produkti PCR pro kvasinky rodu
Metschnikowia. Slozeni vlastniho gelu s rozsahem denaturantd je naznaceno v Tabulka 7.

Tabulka 7— sloZeni polyakrylamidového gelu

Koncentrace denaturanti v 10 % roztoku akrylamidu

Komponenta pro tvorbu
0 % 20 % 25 % 35 % 40 %
gelu

40 % AA/BIS (ml) 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0

50 x TAE pufr (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Formamid (ml) - 8.0 10,0 14,0 16,0
Modovina (g) - 8.4 10,5 14,7 16,8
Celkovy objem (ml) 100 100 100 100 100
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Takto namichany gradient pro tvorbu gelu byl uchovavan pfi teploté 4 °C k dalSimu pouziti.
Pro pfipravu gelu byl nejprve vyuzit 0 % roztok bez obsahu denaturacnich cinidel, ktery
poslouzil k zafixovani spodni Casti, aby nedoSlo k vylévani gelu mimo prostor sklenénych
desek. Po zatuhnuti této vrstvy byl nalit do formy gel s denaturaénim gradientem, pficemz
tyto roztoky byly nejprve ultrazvukovany, protoze pfitomné vzduchové bubliny by mohly
narusit integritu gelu a nemuselo by dojit k spravnému polymerizovani. Po odstranéni bublin
byl do obou kadinek sdenaturaénimi Ccinidly pifidan katalyzator TEMED (N,N'-
tetramethylendiamin) o objemu 15 pl a nésledné iniciator polymerace persiran amonny (100
mg persiranu na 1 ml redestilované vody) o objemu 90 pl. V tomto okamziku jiz byla
zahajena polymerizace gelu a bylo nutno pracovat rychle, protoze by mohlo dojit k zatuhnuti
gelu v injek¢nich stiikackach. Do dvou stiikacek nasledné bylo rychle nasano zvlast' 15 ml 20
% denaturacniho prostiedi a 15 ml 40 % denatura¢niho prostiedi. A po odstranéni bublin byly
sttikaCky uchyceny na zafizeni k tvorbé gradientu. Pomoci oto¢ného kola byl mezi sklenéné
desky nalit roztok kazdého denaturantu a doslo k tvorbé pozadovaného gradientu, kdy spodni
vrstva predstavuje nejvyssi gradient (40 %) a vrchni vrstva nejnizsi gradient (20 %). Do zalité
sklenéné formy byl nasledné vlozen hiebinek a gel byl ponechan k polymerizovani.

4.7.1.2 NandSeni vzorknu a vlastni prubéh DGGE

Po polymeraci gelu byl hiebinek z formy vymiat a jamky byly proplachnuty 1 x TAE pufrem a
gely byly vlozeny do specialni aparatury obsahujici 71 1 x TAE pufru, pfi¢emz teplota pufru
byla vytemperovana predem na 60 °C. Do jamek bylo pipetovano 10 pl produktu PCR
smichaného s 2-3 ul nanaseci barvicky, ktera umoznila vizualizaci pii nanaseni vzorkd.

Nasledovalo pripojeni aparatury k zdroji napéti na piedem nastaveny profil mA, V, W. Bylo

aplikovano napéti o 120 V a separace byla timto krokem zah4jena.

/i

4

Obrdzek 9 - pohled na aparaturu DGGE s nanesenymi vzorky
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4.7.1.3 Detekce fragmentiu DGGE

Detekce fragmentll byla provedena nasledovné. Po ukonceni vlastni separace byly gely
opatrné oddéleny od sklenénych desek pomoci specialni Spachtlicky a vlozeny do vany
obsahujici 250 ml 1 x TAE pufru s 50 pl ethidium bromidu (10 mg/ml). Vana byla ponechana
k tfepani po dobu 20-25 minut a gel byl nasledné odbarvovan po dobu 5 minut. Nasledovalo
potizeni fotografie pod UV zafenim v specialni vizualizaéni komofe a bezpecné odstranéni
gelu do specialnich nadob.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vybér kvasinek vystavenych stresovym podminkam

Pro molekularni charakterizaci byly vyselektovany kmeny kvasinek Metschnikowia
andauensis CCY 029-002-129, Metschnikowia andauensis NA1657 11-1241, Metschnikowia
chrysoperlae CBS 9803 11-1158, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-145,
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-
149, Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 11-1250, Metschnikowia sinensis CBS 10357
11-1244, Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 11-1247, které byly kultivovany za raznych
stresovych podminek. Kultivace probihaly jako soucast jiné soubézné provadéné diplomové
prace, jez se zabyva produkci vyznamnych lipidovych metaboliti a jejich nadprodukci. Pro
potteby této prace byly vybrany faktory: osmoticky stres (prostfedi s vysokou koncentraci
NaCl), nutriéni stres (zdroj uhliku predstavuje konopnd mouka / konopné listy a kvéty) a
oxidacni stres (pfidavek peroxidu vodiku H202 do produkéniho média).

Byly vybrany pouze limitni koncentrace NaCl (12 a 14 % w/v) i H202 (100 a 200 mM), pfi
kterych jesté kultury vykazovali vitalitu, ale souc¢asné dochazelo k poklesu bunék o nékolik
fadu. Tyto bunky byly tedy vhodné pro molekularni analyzu, kdy mtze byt patrna zména na
urovni DNA vlivem téchto faktord. Analyzované byly i buriky kvasinek vystavenych
nutricnimu stresu, kdy zdrojem glukézy pro rust bunék byla konopna mouka a konopné
listy/kvéty.

5.2 Izolace DNA z vybranych druhu kvasinek vystavenych stresovym
podminkiam pro potieby PCR

Pro potfeby nested PCR byla DNA izolovana pomoci komeréni soupravy DNeasy®
UltraClean® Microbial Kit. Tato souprava umoziuje rychlou a pohodlnou extrakci
nukleovych kyselin z mikrobidlnich bunék a poskytuje pomérné cistou DNA pro dalsi
analyzu. Vytézky DNA byly ale niz8i a né€kdy byla koncentrace DNA hrani¢ni pro potreby
PCR, avsak k amplifikaci dochézelo i za téchto okolnosti.

5.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty kvasinkové DNA

Cistota a koncentrace kvasinkové DNA byla ovéfena spektrofotometricky pomoci piistroje
NanoDrop 2000c. Dale byly analyzovany pomoci PCR 1 kmeny kvasinek s prahovou
koncentraci DNA (pod 10 ng/ul). Vyuzivana koncentrace byla obvykle 10 ng/ul, kdy DNA o
vyssich vytézcich byla vhodné naredéna pomoci EB pufru. Toto mnozstvi vyhovuje
polymerazové fetézoveé reakci a je povazovano za standardni.
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5.4 Nested PCR oblasti I'TS1 a ITS2-5,8 rDNA pro vybrané stresové faktory

Pro vys§i citlivost a specifitu byla vyuzivana pro molekularni analyzu dvoukrokova nested
(hnizdova) PCR. V prvni ¢asti byly pro amplifikaci ITS1 a ITS2 oblasti vyuzity primery ITS1
a ITS4. Teplota nasedani primera byla stanovena na zakladé publikaci (viz Kapitola 4.5.8) a
ovéefena pomoci specialniho softwaru, ktery je schopny presné stanovit tuto teplotu s ohledem
na koncentraci konkrétniho primeru v jedné PCR reakci, pouziti reakéniho pufru i druhu
Mastermixu. Tato metoda se uplatnila jako spolehliva, protoze vysoce specifikuje prubéh
reakce a PCR produkty detekované naslednou gelovou elektroforézou vykazovali intenzivni
charakter po vizualizaci UV svétlem. V druhém amplifikacnim kroku byly vyuzity dva pary
primera: ITS1-GC/ITS2 pro oblast ITS1 a pro oblast ITS2 5,8-rDNA primery ITS3/ITS4-GC.
Tento postup byl zobecnén pro vSechny amplifikace kvasinkovych kment, které byly
vystaveny riznym stresovym podminkam.

S5.4.1 Nested PCR pro kvasinky vystavené osmotickému stresu
5.4.1.1 Koncentrace NaClv médiu 12 % w/v a 14 % w/v

Byla provedena amplifikace oblasti ITS1 a ITS2. V prvni reakci byl produktem amplikon o
velikosti priblizné 350-380 bp vzhledem k velikostnimu markeru, ktery obsahuje fragmenty
od 100-3000 bp. U vSech kment kvasinek vystavenych solnimu stresu byl tento produkt
priblizné stejné velky. Pro kontrolu Cistoty komponent byla vzdy zarazena taky negativni
kontrola bez matrice DNA. Oznaceni M u kazdého gelu predstavuje velikostni standard DNA,
zkratka NK ptedstavuje negativni kontrolu

M123456789 NK Mi23 4566789 NK

400 b -
Mp — gewwmw gy L - gy -

: 100 bp . 5
100bp ———» %

Obrdazek 10 — ovéreni PCR produktii 1. amplifikace pro kvasinky rodu Metschnikowia; gel vievo
koncentrace NaCl 12 %, gel vpravo koncentrace NaCl 14 %, vzorky v poradi 1-9 pro kmeny M.
zizyphicola (1247), M. andauensis (129), M. pulcherrima (149), M. andauensis (1241), M.
pulcherrima (147), M. shanxiensis (1250), M. chrysoperlae (1158), M. sinensis (1244), M.
pulcherrima (145)
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U kvasinky M. pulcherrima byl detekovan produkt o velikosti cca 350-400 bp dle Turkela a
Enerové /% coz nasvédCuje tomu, ze amplifikace byla provedena pro tyto kmeny spravné a

s obdobnym vysledkem.

Druhé amplifikace byla realizovana s vyuzitim dvou part primerd, kdy doslo k rozdéleni na
oblast ITS1 s vyuzitim primerd ITS1-GC/ITS2 a produktem této reakce byl amplikon o
velikosti 150 bp. V druhé reakci byla amplifikovana 1 oblast ITS2 5,8-rDNA a produkt PCR
reakce dosahoval velikosti pfiblizné 220-250 bp. Tento produkt vykazoval podobné velikosti
v obou pfipadech; jak pro koncentraci NaCl 12 % w/v 1 14 % w/v. Produkty druhé
amplifikace jsou znazornény na Obrazku 11.

300 bp
200 bp

Lol 100 bp

Obrdzek 11 — ovéreni PCR produktii 2. amplifikace pro kvasinky rodu Metschnikowia (12 % NaCl);
vzorky v poradi 1-9 pro kmeny M. zizyphicola (1247), M. andauensis (129), M. pulcherrima (149), M.
andauensis (1241), M. pulcherrima (147), M. shanxiensis (1250), M. chrysoperlae (1158), M. sinensis
(1244), M. pulcherrima (145)

Obrdzek 12 — ovéreni PCR produktii 2. amplifikace pro kvasinky rodu Metschnikowia (14 % NaCl);
vzorky v poradi 1-9 pro kmeny M. zizyphicola (1247), M. andauensis (129), M. pulcherrima (149), M.
andauensis (1241), M. pulcherrima (147), M. shanxiensis (1250), M. chrysoperlae (1158), M. sinensis
(1244), M. pulcherrima (145)

52



5.4.2 Nested PCR pro kvasinky vystavené nutricnimu stresu
5.4.2.1 Pridavek konopnych listi/kvétii a konopné mouky do produkcéniho média

U kvasinek vystavenych nutriénimu stresu byla rovnéz amplifikovana ITS1 a ITS2 5,8-rDNA
oblast, pficemz produkty prvni amplifikace dosahovaly podobnych velikosti jako v pfipade
osmotického stresu. Byl zvolen DNA marker s délenim 50 bp, ktery se ukazal jako nevhodny,
protoze jeho migrace gelem, ktery dosahoval koncentrace 1,5 %, zpuasobila rozmyti jeho
fragmentd. Na gelu jsou viditelné v né€kterych pfipadech také dimery primera v spodni Casti,
které mohly vzniknout v dusledku jejich nadbytku v PCR reakci nebo nedostatecné specifické
teploty hybridizace primert.

- e W
--ﬁ--"’--.

—
re—
.
p—
—
R
i
e
—
-
-
e
-

Obrdazek 13 — ovéreni PCR produktii 1. amplifikace pro kvasinky rodu Metschnikowia; gel vievo
nutricni stres L/K, gel vpravo konopnd mouka; vzorky jsou v poradi 1-9 pro kmeny M. andauensis
(129), M. pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M. chrysoperlae (1158),
M. andauensis (1241), M. sinensis (1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis (1250)

Produkty druhé amplifikace dosahovali stejné velikosti jako v pfipad€ analyzy kvasinek
vystavenych osmotickému stresu. Po rozdeleni na oblast ITS1 produkty méli velikost cca 150
bp, u oblasti ITS2 5,8-rDNA dosahovala velikost amplikont pfiblizné 250 bp.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 . i ]
20 AT 6 R 7 SO OIS T2 3 0 A {5 67 8

Obrdzek 14 — overeni PCR produktii horizontdlni elektroforézou (povadi 1-9 vzorky konopi list/kvét;
10-18 vzorky konopné mouky, poradi kmenii je shodné jako na Obrdzku 13)
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5.4.3 Nested PCR pro kvasinky vystavené oxida¢nimu stresu

Pro kvasinky vystavené oxida¢nimu stresu byla rovnéz provedena nested PCR, a to pro
koncentrace peroxidu vodiku H202 v médiu 100 mM a 200 mM. Prvni amplifikace s vnéj§imi
primery ITS1/ITS4 byla srovnatelnd s predeslymi experimenty a produkt této reakce
dosahoval velikosti pfiblizn€ 350-380 bp.

Obrdzek 15 - ovéreni PCR produktii 1. amplifikace pro kvasinky rodu Metschnikowia; gel vievo 100
mM H>0,, gel vpravo 200 mM H>O; ; vzorky jsou v poradi 1-8 pro kmeny M. andauensis (129), M.
pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M. andauensis (1241), M. sinensis
(1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis (1250)

Produkty druhé PCR reakce s vnitinimi primery dosahovaly dle pfilozeného velikostniho
standardu 150 bp spouzitim ITS1-GC/ITS2 a pfiblizné 250 bp s pouzitim primert
ITS3/ITS4-GC. Pii oxida¢nim stresu byly PCR produkty srovnatelné velikosti jako u
nutricniho/osmotického stresu.

3 A ST 6 87 s B IVIERN I

Obrdzek 16 - PCR produkty 2. amplifikace oblasti ITSI v poradi 1-8 pro kmeny M. andauensis (129),
M. pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M. andauensis (1241), M.
sinensis (1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis (1250), vlevo koncentrace H>O, 100 mM,
vpravo koncentrace H>O, 200 mM
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Obrdazek 17 - PCR produkty 2. amplifikace oblasti ITS2-5,8 rDNA v poradi 1-8 pro kmeny M.
andauensis (129), M. pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M. andauensis
(1241), M. sinensis (1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis (1250), vievo koncentrace H>O, 100
mM, vpravo koncentrace H>O> 200 mM

5.5 Nested PCR D1/D2 oblasti 26S rDNA pro vybrané stresové faktory

U kvasinek rodu Metschnikowia vystavené stresovym podminkam, byla rovnéz analyzovana
oblast 26S rDNA, konkrétné usek s geny kodujicimi D1/D2 domény. Pro reakci byly vybrany
univerzalni eukaryotické primery NL1 a NL4, které jsou vyuzivany standardné pro analyzu
kvasinkovych a fungalnich spoleéenstev /%3,

Prubéh amplifikace byl realizovan za stejnych podminek jako pii analyze oblasti ITS1 a ITS2,
tedy ve dvoukrokovém uspofadani zabezpeCujicim specificky prubéh reakce. DNA
vyizolovana komerénim kitem byla pouzita pro prvni PCR reakci jako templatova matrice.
Pro néslednou analyzu s vnitinimi primery byl pouzit produkt prvni amplifikace a k primeru
NL1 byla zarazena GC svorka, druhy pfimy primer, ktery se zucastnil reakce byl LS2.

5.5.1 Nested PCR pro kvasinky vystavené osmotickému, nutri¢cnimu a oxida¢nimu
stresu (D1/D2)

Po prvni amplifikaci byla velikost PCR produktli ovéfena pomoci horizontalni gelové
agarozoveé elektroforézy. Vysledny amplikon dosahoval velikosti pfiblizné 500-550bp, co
koresponduje s publikacemi, kde byl tento produkt stejné velky pfi analyze DNA kvasinek
rodu Metschnikowia, kde velikost amplikonu byla stanovena na 517 bp /%/. Nebyla provedena
PCR reakce pro ruzné koncentrace soli ¢i peroxidu jako v pfipadé€ analyz oblasti ITS regiont,
byly uvazovany pouze nejvyssi koncentrace, jelikoz se na urovni DNA v pfedchozich
pfipadech nepiekazaly signifikantni zmény pfi srovnani s kvasinkami nepodléhajicimi
stresovym podminkdm (produkty PCR-DGGE). U nutri¢niho stresu byly analyzovany kmeny
kvasinek, kdy do média byly pridany konopné listy a kvéty.
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Amplifikace byla uUspé€$na jiz po prvnim provedeni, proto nebylo nutné optimalizovat
podminky reakce jako annealingova teplota apod. Produkty prvni amplifikace jsou soucasti
Obrazku 18, 19, 20. Poradi jednotlivych kmend, jez jsou soucasti geli jsou uvedeny
v Tabulka 8.

Tabulka 8 — poradi kmenii kvasinek rodu Metschnikowia na agarozovém gelu

p—

Metschnikowia andauensis CCY 029-002-129

Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-145

Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147

Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-149

Metschnikowia chrysoperlae CBS 9803 11-1158

Metschnikowia andauensis NA1657 11-1241

Metschnikowia sinensis CBS 10357 11-1244

Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 11-1247

Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 11-1250

ZBle|lo|w]la|ln]|s]w]|w

Velikostni marker Fast Gene 100 bp

Z
~

Negativni kontrola

NKi:1 2 3. 4. 5677 8.8 M

Obrdazek 18 — ovéreni PCR produktii 1. amplifikace pro kvasinky vystavené oxidacnimu stresu
(H 20 2 200 m]\/l)
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Obrdazek 19 — ovéreni PCR produktii 1. amplifikace pro kvasinky vystavené nutricnimu stresu
(list/kvét)

Obrdazek 20 — ovéreni PCR produktu 1. amplifikace pro kvasinky vystavené osmotickému stresu
(NaCl 14 % w/v)

Nasledné byly tyto produkty prvni amplifikace pouzity jako templatové DNA fragmenty pro
druhou amplifikaci k specifictéjsi analyze. Vysledkem jsou PCR produkty velikosti 200-250
bp u vsech analyzovanych kment kvasinek vystavenych riznym stresovym podminkam. Pro
obé amplifikace byl pfipraven agardézovy gel o koncentraci 1,5 %, ktery se osvédcil jako
nejvhodnéjsi vzhledem k uspokojivé separaci velikostnimu standardu. Potadi jednotlivych
kment (1-9) je identické jako v pripad€ prvni amplifikace (viz Tabulka 8).

57



3 | RS R R L TR e

QLS 8 |

Obrdazek 21 — ovéreni PCR produktii 2. amplifikace pro kvasinky vystavené oxidacnimu stresu
(H 20 2 200 m]\/l)

L L1 1)

Obrdazek 22 — ovéreni PCR produktii 2. amplifikace pro kvasinky vystavené nutricnimu stresu
(konopi list/kvét)

I oo ew

Obrdazek 23 — ovéreni PCR produktii 2. amplifikace pro kvasinky vystavené osmotickému stresu
(NaCl 14 % w/v)
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5.6 Analyza PCR produktu oblasti I'TS1, ITS2-5,8 rDNA a D1/D2 26S rDNA
pomoci metody DGGE

Pro detekci PCR produktt z 2. amplifikace byla vyuzita molekularni technika DGGE, ktera
predstavuje velice presnou metodu pro identifikaci mikrobidlnich spoleCenstev. Jelikoz
produkty druhé amplifikace dosahovali velikosti 150-250 bp, je tato metoda vhodnou pro
jejich analyzu. Podminky separace byly stanoveny v soucasné probihajici praci zabyvajici se
optimalizaci této metody na kvasinky kultivované za optimalnich podminek. Tyto podminky
byly vyuzity pro kvasinky vystavené stresovym podminkam, protoze se jedna o stejné
kvasinkové kmeny. V prvni fazi byly pfipravovany polyakrylamidové gely srozsahem
gradientu denaturacnich ¢inidel 20-40 %. Tento gradient byl po ne€kolika méfenich jesté zazen
na koncentraci denaturacnich c¢inidel 25-35 %, aby bylo mozné pozorovat pfipadné zmény u
kvasinek vystavenych stresovym faktorim. Pro nazornéjsi ukazku jsou vzdy vedle sebe
fazeny vzorky reference (optimalizované podminky kultivace) a pfislusny kmen kvasinky
vystavené danému stresovému faktoru. Smér fazeni téchto kmenl je vzdy zleva doprava
(129-1250).

Optimalni trvani separace fragmentt bylo zvoleno na 6 hodin.

DGGE nebyla provedena pro vSechny koncentrace stresovych faktorti, pouze pro limitni
koncentrace soli, peroxidu a pro kvasinky vystavené nutricnimu stresu (konopné listy/kvéty).

Tabulka 9- znaceni kvasinkovych kmenii na polyakrylamidovém gelu

Vzorek
(V2)

Reference
(REF)

M. andauensis 129

M. andauensis 129

M. pulcherrima 145 M. pulcherrima 145
M. pulcherrima 147 M. pulcherrima 147
M. pulcherrima 149 M. pulcherrima 149

M. andauensis 1241

M. andauensis 1241

M. sinensis 1244

M. sinensis 1244

M. zizyphicola 1247

M. zizyphicola 1247

M. shanxiensis 1250

M. shanxiensis 1250
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5.6.1 DGGE produktiu PCR po druhé amplifikaci — oblast ITS1

Tento experiment byl realizovan az ve finalni Casti analyz regionu ribosomalni DNA
z divodu pritomnosti vét§iho mnozstvi bandd, nez je pfi téchto analyzach obvyklé. Jelikoz se
ani po vicenasobném piecisténi PCR produkt neprokazalo, ze by existovaly souvislosti mezi
produktem obsahujicim zbytky primert, dimerd primerd a mezi mnozstvim téchto bandu,
bylo vzhledem k témto skutecnostem zkoumano, jaka opodstatnéni mohou tyto bandy mit.
Sekvence jsou v kazdém ohledu vSak velice pfibuzné, a je mozné, ze by se v pfipadé
aplikovani velkého rozsahu gradientu ani neukazaly jako jednotlivé frakce nybrz jako jeden
diskrétni band.

V dostupné literatuie se uvadi, ze v nékterych pripadech muize nastat situace, kdy se produkty
amplifikace oblasti ITS1 u eukaryotickych spoleCenstev vyskytuji i u stejného taxonomického
druhu ve vicero divergentnich kopiich. Toto vysvétleni 1ze povazovat za relevantni, protoze
v amplifikac¢ni ¢asti nebyly pozorovany zadné mnohonasobné frakce, které by indikovaly
nespravné podminky PCR reakce. Jelikoz 1 purifikacni souprava dokdze od PCR produktu
oddélit 1 primery 1 jiné zbytky po PCR reakci, neni pravdépodobné, ze by dochéazelo k ruseni
z téchto davodu % 1%, Dalsi zajimavou skute¢nosti je, ze se u jednotlivych kvasinkovych
kment neopakuje stejny vzorec, co se tyCe interpretace bandu na gelu a je tedy mozné, ze
kazdy tento kmen obsahuje v této oblasti kopie o odlisSném zastoupeni jednotlivych bazi.
V kazdém pripadé, porovnanim referenéniho kmenu se vzorkem sledované kvasinky
vystavené stresovému faktoru jsou tyto podobnosti sekvenci vysoké. Dle Sipiczkeho se pfi
analyzach oblasti ITS1 a ITS2 pomoci sekvenovani u klont kvasinek M. fructiola a M.
andauensis 1TS1 usek jevil jako mnohem rozmanit&jsi nez ITS2 segmenty #.

Tyto poznatky by mohly byt dobrym zékladem pro vyzkum této oblasti u kvasinek rodu
Metschnikowia v navazujicich pracich. Pro specifictéjsi prubéh reakce by bylo vhodné
navrhnout primery pro tyto useky s vyuzitim dostupnych databazi a nahradit tak univerzalni
primery pro identifikaci fungalnich eukaryotickych spolecenstev.

r

| § & R 3 D P RO R D L B B
REFSVZIRER) VZERER VZERER VZERERVZ IREFFVZ IREFFVZ IREFFVZ

;‘ - e e i |

REF
=

)
|

-

R L b
,;---‘-491-_
_;.;..,1;“ - *

0--“--‘\

- '..‘:’\-‘t"‘_
.’»..":' t‘\\

- -

- - - . L A Gl R TR N\

PO o L A ot -
4 e ]

Obrdazek 24 — ukdzka ITS1 regionii u kvasinek vystavenych osmotickému stresu (vlevo) a nutricnimu
stresu (vpravo), 120V, 90 mA, 6 hodin
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5.6.2 DGGE produktu PCR po druhé amplifikaci — oblast 5,8-ITS2 rDNA

Oblast 5,8-ITS2 predstavuje delsi usek nez vyse zminéna oblast ITS1 a produkty PCR reakce
dosahovaly pfiblizné 250 bp, proto se nabizi také vyuziti této metody k blizsi a specifictéjsi
analyze sekvenci. Bylo vyuzitych 8 kmenl kvasinek rodu Metschnikowia (viz vyse) ve
stejném usporadani referencnich vzorkd a vlastnich vzork(i. Podminky reakce byly
nasledovni: gradient 20-40 % resp. 25-35 %, 120 V, 90 mA, délka separace 6 hodin.

Na Obrazku 25 je mozné pozorovat oblast 5,8-ITS2 rDNA kvasinek vystavenych
osmotickému stresu. Je zfejmé, ze pii pouziti gradientu 20-40 % nelze jednotlivé druhy od
sebe odlisit, proto byl nasledné aplikovan na dalsi stresové faktory uzsi gradient 25-35 %,
ktery umoznil vzajemné odliSeni téchto kment. Sekvence jsou velice piibuzné, ale je patrné,
ze se minimalné o jednu bazi odlisuji. Region 5,8-ITS2 rDNA vykazuje relativné vysokou
variabilitu v ramci jednotlivych druhd a pomoci analyzy této oblasti by mélo byt mozné tyto
druhy od sebe vzajemné odlisit /. Ve srovnani s oblasti ITS1 zminéné v piedeslé kapitole,
nejsou v tomto pripadeé pritomné mnohonasobné frakce bandi a kvasinky jsou si velice
ptibuzné. Pro popis je tedy analyza této oblasti nazornéjsi a spolehlivéjsi jako v pripadé ITS1.
Nebyly detekovany zadné zmény ve srovnani s referencnimi kvasinkami stejnych kmend,
proto lze konstatovat, ze tato oblast nebyla vlivem stresovych faktori narusena a produkty
PCR reakce maji stejné sekvence jak v pfipad€ nutricniho, tak oxidacniho 1 osmotického
stresu. Kvasinky Metschnikowia l1ze proto povazovat za velice odolné a adaptabilni druhy na
stresové prostiedi. Je mozné, ze doslo k zménam v jinych ¢asti genomu, analyza jinych casti
genomu vSak nebyla néaplni této prace. Pfi prvni analyze byly jest€ studovany i1 nizsi
koncentrace peroxidu (100 mM), v dal§ich experimentech vSak jiz nizsi koncentrace nebyly
vyuzivany, protoze se zmény neprojevili ani pii nejvyssich koncentracich stresového faktoru.

REF V7 REF VZ REF V7 REFVZ REFVZ REF VZ REF VZ REFVZ REF VZ REF VZ REF VZ REF VZ REF VZ REF VZ REF VZ REF VZ

Obrdazek 25 — DGGE oblasti 5,8-1TS2 rDNA, vievo koncentrace H>O; 100 mM, vpravo koncentrace
H 202 200 mM
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Obrdzek 26 - DGGE oblasti 5,8-ITS2 rDNA, nutricni stres (konopné listy a kvéty)

ref vz ref vz ref vz ref vz ref vz ref vz ref vz ref vz

- e e -

Obrdzek 27 - DGGE oblasti 5,8-ITS2 rDNA, osmoticky stres NaCl (14 % w/v)
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5.7 Analyza PCR produktu D1/D2 oblasti 26S rDNA

Pro analyzu vysoce konzervativnich oblasti velké ribosomalni podjednotky (D1/D2 usek)
byly vybrany limitni koncentrace stresovych faktori plsobicich na kvasinky rodu
Metschnikowia. Soucasti prvniho experimentu bylo vhodné aplikovat vybrany gradient a
usoudit, zda je postacujici pro dalsi analyzy. V ptedchozich experimentech bylo zjisténo, ze 1
prostfedi s vysokou koncentraci soli/peroxidu ¢i suplementaci nutrientu, nedochazi ke
zménam na urovni genomové DNA pii amplifikaci oblasti ITS1 a ITS2-rDNA, proto byly
vybrany jenom limitni koncentrace.

Na produkty PCR o velikosti cca 220-250 bp byl aplikovan tentyz gradient (25-35 %) jako pii
predchozich experimentech a tento se osveédCil jako vhodny. Doba trvani separace PCR
fragmenti v prostiedi denaturacnich Cinidel byla taky realizovana po dobu 6 hodin. Znaceni je
analogické jako v predchozich pokusech pfi analyze ITS regiont, tedy vzorek reference a
nasledné vlastni vzorek kvasinky vystavené stresovému faktoru.

POZN: REF-referencni kmen kvasinky kultivované za optimdlnich podminek, VZ-vlastni
vzorek

Tabulka 10 - znaceni kvasinkovych kmenii na polyakrylamidovém gelu

Vzorek (VZ)

Reference (REF)

M. andauensis 129

M. andauensis 129

M. pulcherrima 145 M. pulcherrima 145
M. pulcherrima 147 M. pulcherrima 147
M. pulcherrima 149 M. pulcherrima 149

M. andauensis 1241

M. andauensis 1241

M. sinensis 1244

M. sinensis 1244

M. zizyphicola 1247

M. zizyphicola 1247

M. shanxiensis 1250

M. shanxiensis 1250
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Geny kodujici D1/D2 domény predstavuji vysoce konzervativni oblasti a jsou vhodné
k analyze mikrobialnich spoleCenstev na urovni rodd. Vzhledem k této skutecnosti je mozné
konstatovat, ze vSechny druhy kvasinek, které byly analyzovany, vykazuji vysokou
podobnost, coz doklada Obrazek 28, 29, 30. Jedinym druhem, ktery vykazuje odliSnost je
kvasinka Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 11-1250. Neni ziejmé, pro€ tato kvasinka ve
vSech experimentech pfi analyze D1/D2 26S rDNA vykazovala jistou odliS§nost od jinych
druht. Jelikoz se tato zména projevuje i u kmenu rostouciho za optimalnich podminek, nelze
to povazovat za mutaci vlivem stresového faktoru a pravdépodobné se tento kvasinkovy druh
odliSuje od ostatnich kvasinek pravé v této oblasti. Podle pfilozeného obrazku se da
konstatovat, ze denaturace molekuly DNA/PCR produktu nastala v prostiedi s gradientem 30
% denaturacnich cinidel. Byly pozorovany i jiné bandy v nizké koncentraci, které ale nejsou
soucasti interpretace ohledné kvasinek rodu Metschnikowia. Mohlo se jednat o dimery
primerd, jelikoz jejich velikost by v pripadé zafazeni GC svorky tomu odpovidala.

Vsechna tvrzeni uvedené vySe se vztahuji 1 na kvasinky vystavené nutricnimu i osmotickému
stresu, proto nebyly v praci komentovany oddélené. Na dalsi strané jsou znazornény
fotografie polyakrylamidovych geli s PCR produkty vySe zminéného useku D1/D2 26S
rDNA.

Obrdazek 28 — DGGE PCR produktii D1/D2 oblasti pro kvasinky vystavené oxidacnimu stresu
(H>0; 200 mM), 120V, 90 mA, 6 hodin poradi viz Tabulka 10
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REF VZ REF V7 REF V2 KEF 'V REF V7 REF V2 REFVZ REF vZ

Obrdazek 29 — DGGE PCR produktit D1/D2 oblasti pro kvasinky vystavené nutricnimu stresu (konopné
listy a kvéty), 120V, 90 mA, 6 hodin Tabulka 10

REF VZ REF VZ REF VZ REF VZ REF

Obrdazek 30 — DGGE PCR produktit D1/D2 oblasti pro kvasinky vystavené osmotickému stresu (NaCl
14 %), 120V, 90 mA, 6 hodin Tabulka 10
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5.8 Karyotypova charakterizace kvasinek rodu Metschnikowia vystavenych
stresovym faktorum

Analyza karyotypu kvasinek rodu Metschnikowia byla realizovana pomoci pulzni gelové
elektroforézy pro vybrané kvasinky vystavené stresovym faktorim. Karyotyp téchto kvasinek
jesté neni kompletné vytfeSen a doposud byly popsany pouze nekteré druhy, pficemz pocty
chromozomt i jejich velikosti jsou znacné odlisné. Podle databaze NCBI se podaiilo u
kvasinky Metschnikowia reukaufii separovat 8 haploidnich chromozomd, ale predpoklada se,
ze jich mize byt i vetsi mnozstvi. Uvadi se, Ze velikost jejich genomu se muze dostat az na 30
Mbp. /%

Pro tyto experimenty byl vyuzit izolacni postup zalozeny na predeSlych pracich, které se
vénuji charakterizaci téchto kvasinek pomoci PFGE, které byly kultivovany za optimalnich
podminek. Kvasinky vystavené stresovym faktorim mohou vykazovat jiné vlastnosti,
zejména mohou ve stresovych podminkach zapojit své obranné mechanismy a neumoznit pak
naruseni bunééné stény, jako u kvasinek, rostoucich za optimalnich podminek. Buiiky se
mohou adaptovat na stresové prostfedi a nemusi dojit k dezintegraci bunécné stény, nebo
naopak, maze dojit k naruSeni integrity genomové DNA ¢i fragmentaci.

Pro izolaci genomové DNA bylo vyuZito optimalni mnoZstvi 1,0-1,3-10° jednotlivych bunék.
Podminky byly pro kvasinky upravovany, az dokud nebylo dosazeno uspokojivé separace
chromozomu. Po nékolika neuspésnych experimentech byla zaptjcena hexagonalni elektroda
i s aparaturou z Akademie véd CR. Nasledujici separace byly pak uz efektivn&jsi, ale potad
nedochazelo k separaci jednotlivych chromozomu. Z tohoto divodu byl pfipravovan
agarozovy gel s koncentraci 0,8 %, jez se ukazal jako vhodny pro migraci molekul DNA.
Upraveno bylo také prostiedi pro rozpusténi agarodzy a byl vyuzit 0,5 X TBE pufr. Za téchto
podminek byly pak realizovany vSechny experimenty. Na zaklad¢ dostupné literatury bylo
z odhadované velikosti genomu kvasinek rodu Metschnikowia ptizplisobeno napéti na 50 V,
coz piedstavuje pomémné nizkou hodnotu ve srovnani se separacemi jinych kvasinek /. Vyse
zminéné optimalizace umoznili uspokojivou separaci chromozomi navzdory pusobicim
stresovym podminkam.

Ke srovnani velikosti chromozomu byl vyuzit CHEF DNA Size Marker kvasinky Hansenula
wingei obsahujici 7 chromozomu o velikostech 3,13 Mb, 2,7 Mb, 2,35 Mb, 1,81 Mb, 1,66
Mb, 1,37 Mb a 1,06 Mb.

Obrdzek 31— velikosti standard kvasinky H. wingei
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5.8.1 Analyza karyotypu kvasinek vystavenych osmotickému stresu

Prvni experiment byl realizovan pro kvasinky vystavené nizké koncentraci NaCl (8 %), aby
bylo mozné ovéfit, zda lze pouzit bézny izolacni postup jako pro kvasinky kultivované za
optimalnich podminek. Bylo vyuzito 9 kment kvasinek rodu Metschnikowia (viz Kap. 4.3 ).
Analyza pomoci PFGE byla realizovana za podminek uvedenych v Tabulka 11.

Tabulka 11 - podminky separace pomoci PFGE (osmoticky stres)

Doba separace [h] Doba trvani pulzu [s] Vlozené napéti [V]
24 2 400 60
23 3 000 60
23 3300 60

Obrdazek 32 — PFGE pro kvasinky vystavené stresovym podminkam (8 % NaCl), v poradi kmenu 1-9,
M. andauensis (129), M. pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M.
chrysoperlae (1158), M. andauensis (1241), M. sinensis (1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis
(1250), M — velikostni marker chromozomii H. wingei, koncentrace agarozového gelu 1,0 %

Z Obrazku 32 je mozné konstatovat, ze v drahach 1-4 byly separovany za danych podminek
pouze dvé frakce chromozomu, u drah 5-9 muzeme pozorovat tfi chromozomy. Jelikoz jsou
chromozomy o vetsi velikosti intenzivnéj§i svitivosti, 1ze uvazovat kratky Cas pro separaci a
tim padem jejich nedostatecné rozdéleni v gelu. Nedoslo taky k rozdéleni chromozomi u
velikostniho standardu, a proto jsou tyto podminky povazovany za nevhodné a nebyly dale
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aplikovany. Vzhledem k tomu, ze standard nebyl rozdélen, neni tedy mozné ur¢it ani velikost
kvasinkovych chromozomi.

V dal$im z pokust byly vyuzity tytéz kmeny kvasinek vystavené slabému osmotickému stresu
(8 % NaCl) a separace chromozomu byla mnohem efektivnéjsi. Pro karyotypovou analyzu byl
namichan 0,8 % gel s niz§i koncentraci agarozy, ktery umoznil lepsi migraci molekul DNA
gelem. Bylo rovnéz aplikovano nizsi napéti a doba separace byla prodlouzena na 118 hodin
(podminky viz Tab). V drahach 3-9 lze pozorovat nejvétsi chromozom vzhledem
k velikostnimu standardu o velikosti pfiblizné 3,13 Mb. U kmena M. andauensis (129) a M.
pulcherrima (145) tento chromozom neni pozorovan. Dale je z obrazku mozné konstatovat, ze
se chromozomy kvasinek v bézich 3-9 nachézeji v oblasti mezi 3,13 a 2,70 Mb, v tomto
ptipadé¢ neni zcela jasné, jakd by mohla byt jejich velikost. Vzhledem k standardu H. wingei je
pozorovan dal§i chromozom u kvasinek v drahdch 7-8, ktery dosahuje velikosti 2,7 Mb.
Standard vSak nebyl dostatecné rozdélen a pro dalsi experimenty byl pofizen novy standard
tytéz kvasinky H. wingei, protoze tyto standardy maji omezenou skladovatelnost a DNA muze
postupné degradovat. Celkem je tedy mozné pozorovat od 1-5 chromozomi. Kvasinky, u
kterych je pfitomnost pouze 1 chromozomu nebo Smouhy, mohly byt vlivem stresovych
faktort jiz ovlivnény a nemuselo tedy dojit k zachovani intaktnosti jejich DNA.

Tabulka 12 — podminky separace pomoci PFGE (osmoticky stres)

Doba separace [h] Doba trvani pulzu [s] Vlozené napéti [V]
48 2 400 50
35 3000 50
35 3300 50
1 2 £ LT L8 M M
T W COTRR RS Wl e
+— 3,13Mb
. ' b 1 | . “ " «— 2,70 Mb

‘
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Obrdzek 33 - PFGE pro kvasinky vystavené stresovym podminkam (8 % NaCl), v poradi kmenii 1-9,
M. andauensis (129), M. pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M.
chrysoperlae (1158), M. andauensis (1241), M. sinensis (1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis
(1250), M — velikostni marker chromozomii H. wingei, koncentrace agarozového gelu 0,8 %

Byl proveden i experiment s vy§§imi koncentracemi NaCl (12 a 14 % w/v) s vybranymi
kvasinkovymi druhy. Jako =zéastupci byly vybrany kmeny M. andauensis (129), M.
pulcherrima (145), M. chrysoperlae (1158), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis (1250).
Podminky separace byly stejné jako u kvasinek vystavenych 8 % osmotickému stresu (viz
Tabulka 12). Na Obrazku 34 mozno pozorovat u téméf vSech kvasinek po 3 chromozomy,
pfiCemz na patém behu lze pozorovat 1 posun, ktery by mohl indikovat zménu ve velikosti
chromozomu. Protoze ale byl standard umistén i na posledni pozici, a posun je patrny i
v ramci neho, tato skuteCnost tak ztraci své opodstatnéni a souvisi pravdépodobné se stafim
elektrody nebo nehomogenitou elektrického pole udélujiciho pulzy soustave.

Dle velikostniho markeru frakce chromozomu dosahuji velikosti vetsi nez 3,13 Mb, dale byly
pozorovany chromozomy odpovidajici pfiblizné velikosti cca 2,35-2,7 Mb. Nejmensi
detekovany chromozom dosahuje velikosti pfiblizn€ 1,05 Mb u vSech studovanych kment
(kromé kvasinky v draze 4), které byly vystaveny siln€jSimu osmotickému prostiedi.

¥
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Obrdzek 34 — PFGE pro kvasinky vystavené osmotickému stresu; 1-5 koncentrace NaCl 12 % v poradi
M. andauensis (129), M. pulcherrima (145), M. chrysoperlae (1158), M. zizyphicola (1247), M.
shanxiensis (1250); 6-10 koncentrace NaCl 14 %, poradi kmenu analogicky, M-velikostni marker
Hansenula wingei
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5.8.2 Analyza karyotypu kvasinek vystavenych nutri¢nimu stresu

Pro karyotypovou analyzu kvasinek rodu Metschnikowia byly vybrany kvasinky vystavené
nutricnimu stresu a izolace genomové intaktni DNA byla provedena pro ty druhy, které rostly
v médiu s pfidavkem konopnych listt a kvétd. Z Obrazku 34 je patrné, ze DNA u nékterych
kment vykazuje znamky degradace, dokonce v béhu 3 neni detekovatelny zadny band. Z toho
plyne, ze tento kmen kvasinky se bud pfizpusobil stresovému faktoru a nedoslo
k dezintegraci bunécné stény z divodu vyuziti ochrannych faktord bunky, anebo doslo
k naruseni integrity DNA, a tudiz se nedala detekovat ve formé diskrétnich chromozom?.

U ostatnich kvasinek je mozné pozorovat chromozomy vetSi nez maximalni velikost
chromozomu u standardu H. wingei, ktery dosahuje 3,13 Mb. Na urovni 3,13 Mb byly
pozorovany chromozomy piiblizné tytéz velikosti u drah 1,4,5,6 a 8. Dale byly na gelu
detekovany chromozomy o velikosti 2,7 Mb, konkrétné u kment M. zizyphicola (Cislo 8) a M.
shanxiensis (Cislo 9). U kvasinky M. pulcherrima v draze 2 je patrny je§té¢ chromozom
dosahujici mensi velikosti nez nejmensi chromozom velikostniho standardu (<1,05 Mb).
V drahach jsou piitomny také tmavé Smouhy, které mohou zkreslovat vysledky a neni ziejmé,
zda se v téchto oblastech nenachézi také chromozomy. V tomto experimentu byl také navysen
Cas separace na 166 hodin, ¢imz doSlo taky k efektivnéjsi separaci chromozomi u
velikostniho standardu. Podminky pro separaci intaktni DNA jsou uvedeny v Tabulka 13.

Tabulka 13 — podminky separace pomoci PFGE (nutricni stres)

Doba separace [h] Doba trvani pulzu [s] Vlozené napéti [V]
48 2 400 50
35 3 000 50
35 3 000 50
48 3300 50
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Obrdazek 34 - PFGE pro kvasinky vystavené stresovym podminkdam (konopi L+K), v poradi kmenii 1-9,
M. andauensis (129), M. pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M.
chrysoperlae (1158), M. andauensis (1241), M. sinensis (1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis
(1250), M — velikostni marker chromozomii H. wingei, koncentrace agarozového gelu 0,8 %

5.8.3 Analyza karyotypu kvasinek vystavenych oxida¢nimu stresu

Pulzni gelové elektroforéza byla vyuzita 1 na popis DNA kvasinek vystavenych oxida¢nimu
stresu (prostfedi s koncentraci H202). Pro tento experiment byly vybrany kvasinky, které byly
kultivovany v prostiedi s koncentraci H202 200 mM. U druhtt M. pulcherrima CCY 029-002-
145 a M. chrysoperlae CBS 9803 11-1158 nebyly jiz pod mikroskopem nalezeny zadné
buriky kvasinek, a tudiz nebyla provedena izolace DNA, nepfitomnost kvasinek v médiu byla
pravdépodobné zplisobena piili§ agresivnim prostiedim peroxidu a buiiky se nenachazely ve
zkumavkach ani ve formé€ sedimentu po centrifugaci. Byly aplikovany stejné podminky
separace jako v pfipadé predchozich experimentti: 118 hod, 50 V, 0,8 % agardzovy gel, délka
trvani pulzt analogicky (viz. vyse).
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Obrdzek 35 - PFGE pro kvasinky vystavené osmotickému stresu (H,O; 200 mM), v poradi kmenii 1-7,
M. andauensis (129), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M. andauensis (1241), M. sinensis
(1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis (1250), M — velikostni marker chromozomi H. wingei
(2x), koncentrace agarozového gelu 0,8 %

Z Obrazku 33 vyplyva, ze na pozici 2 doslo patrné k posunu, ktery muze byt zapficinén
opotiebovanosti elektrody a celé soustavy PFGE. Proto budou komentovany prvni dva béhy
zvlast. Tato skuteCnost byla potvrzena zafazenim standard(l i na posledni dvé drahy. Podle
velikostniho markeru na pozici M lze konstatovat, ze kvasinka M. andauensis 129 v draze 1
ma jeden chromozom vétsi nez maximalni velikost chromozomu kvasinky H. wingei, tudiz >
3,13 Mb. Dalsi pfitomny chromozom v této draze dosahuje velikosti cca 2,35 Mb. Byly
detekovany i chromozomy slabsi intenzity s velikosti kolem 1,0 Mb. Interpretace v bézich 2 a
dal je naslednici: u vSech kmenl kromé kvasinky M. pulcherrima 149 byly pozorovany
chromozomy o velikosti nad 3,13 Mb, stejné jak tomu bylo 1 v prvnim pfipadée pti kvasince
M. andauensis 129. V drahéach 6 a 7 byly pozorovany i frakce odpovidajici velikosti 3,13 Mb.
V bézich 2,4,5,6,7 byly dale pfitomny chromozomy o velikosti cca 2,35 Mb a mensi
chromozomy, u kterych neni mozné piesné urcit velikost, nicméné odhadem se tyto velikosti
pohybuji mezi 0,5-2,0 Mb. Putovani molekul DNA gelem prokazuje, ze pii aplikovani
napiiklad dvojnasobného ¢asu separace (10 dni a vice) by pravdépodobné byly chromozomy
oddéleny jeste 1épe.

72



Pro nazorné&jsi predstavu byl pfilozen 1 gel kvasinek, které byly kultivovany za optimalnich
podminek, aby bylo mozné charakterizovat rozdily u kvasinek vystavenych stresovému
prostfedi. Mezi zakladni rozdily mozno zaradit CasteCnou fragmentaci u néekterych druht
kvasinek vystavenych stresovému faktoru a taky naruseni intaktnosti DNA nékterych druht,
kde nebylo mozné pozorovat zadné chromozomy pouze nedetekovatelnou Smouhu. Nejhorsi
separace pomoci metody PFGE bylo dosazeno pii charakterizaci kvasinek rostoucich na
konopnych listech a kvétech, coz nasvédcuje tomu, ze pro kvasinky utilizujici konopné Casti
jako zdroje uhliku by mohlo souviset se zménami na urovni metabolismu nebo zapojenim
adaptacnich ¢i obrannych funkci bunék na toto prostfedi. Za uspésnou separaci ale lze
povazovat napiiklad rozd€leni chromozomi u osmotického i1 oxidacniho stresu, kde se
podafilo detekovat i 5 chromozomu u nékterych kvasinkovych druhi. Z Obrazku 36 lze
konstatovat, ze bylo detekovano u vSech kvasinek po Ctyfech chromozomech, pfiCemz
velikosti vykazuji podobné jako v pfipadé kvasinek vystavenych stresovym podminkam (viz

vyse).

POZN: Tento snimek byl soucdsti soubéiné probihajici diplomové prdce zaméiené na
optimalizacni metody pri charakterizaci kvasinek rodu Metschnikowia

Obrdazek 36 - PFGE pro kvasinky rostouci na optimdlnich médiich, v poradi kmenii 1-9, M.
andauensis (129), M. pulcherrima (145), M. pulcherrima (147), M. pulcherrima (149), M.
chrysoperlae (1158), M. andauensis (1241), M. sinensis (1244), M. zizyphicola (1247), M. shanxiensis
(1250), M — velikostni marker chromozomii H. wingei, koncentrace agarozového gelu 0,8 %
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace méla za kol analyzovat genomovou DNA kvasinek rodu
Metschnikowia, které byly vystavené vybranym stresovym podminkam, pomoci vicerych
molekularnich metod. Byly vybrany kmeny kvasinek Metschnikowia andauensis CCY 029-
002-129, Metschnikowia andauensis NA1657 11-1241, Metschnikowia chrysoperlae CBS
9803 11-1158, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-145, Metschnikowia pulcherrima
CCY 029-002-147, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-149, Metschnikowia
shanxiensis CBS 10359 11-1250, Metschnikowia sinensis CBS 10357 11-1244,
Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 11-1247. Pro potieby této prace byly vyselektovany 3
odlisné stresove pusobici Cinitele (osmoticky stres, nutri¢ni a oxidacni stres), v kterych byly
kvasinky kultivovany. Experimenty byly realizovany tak, ze byly primarné vybrany stresové
faktory v odpovidajicich koncentracich a teprve pak byla zahajena izolace kvasinkové
genomové DNA a jeji analyza.

Prvnim cilem bylo vyizolovat DNA a tu vyuzit jako templat v jedné z moznych verzi PCR —
Nested PCR, ktera poskytuje vysoce specifické produkty a vykazuje vysokou miru citlivosti.
Pti analyze ITS regiont byl v prvni amplifikaci ziskan produkt o velikosti cca 350 bp, ktery
byl nasledné v dalsim kroku amplifikovan s dvéma pary primerd a produkty dosahovaly
velikosti 150 a 250 bp. Tyto produkty byly nasledné detekovany metodou DGGE, pti¢emz
oblast ITS1 rDNA u kvasinek rodu Metschnikowia vykazovala vysokou miru divergence a
bylo mozné pozorovat fragmenty ve vicero divergentnich kopiich (vetsi mnozstvi bandu), co
muze v nékterych pfipadech nastat, protoze ITS1 oblast predstavuje velice variabilni usek
ribosomalniho operonu, coz bylo v praci dolozeno 1 aktualnimi publikacemi, v kterych byly
tyto skuteCnosti demonstrovany. Tyto skuteCnosti nebyly ovlivnény stresovym prostredim,
protoze fragmentace byla pozorovana i u referencnich kmend kvasinek nevystavenych
stresovym faktorim. Jelikoz i1 oblast 5,8S-ITS2 predstavuje pomérné variabilni usek, bylo
mozné od sebe odlisit jednotlivé kvasinkové kmeny, i kdyz zména nebyla tak vyrazna a
sekvence byly velice pfibuzné a bylo mozné je pozorovat jenom v uzkém rozsahu
denaturacnich cinidel 25-35 %. Nejvic odlisSny kmen pifedstavovala kvasinka M. shanxiensis
CBS 10359 11-1250. Na oblastech ITS1 a 5,8S-ITS2 nebyly tudiz vlivem stresovych faktora
vyvolany zadné zmény, kde by doslo k zaméné bazi nebo zménam v sekvencich. V dalsi Casti
byl zkouman vysoce konzervativni usek ribosomalni DNA obsahujicim geny kodujici D1/D2
domény. Protoze je tento usek velice konzervovany, jednotlivé druhy jiz nebylo mozné od
sebe odlisit, avsak kvasinka M. shanxiensis CBS 10359 11-1250 opét vykazovala jedinou
zménu a jeji sekvence byla odliSna i1 v pfipad€é analyzy D1/D2 26S rDNA. Opét nebyly
pozorovany zadné zmeény u kvasinek vystavenych stresovému prostiedi ani v piipade
vystaveni silnému osmotickému ¢i oxida¢nimu prostiedi.
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Dalsi naplni prace bylo provedeni karyotypové analyzy kvasinek rodu Metschniowia pomoci
PFGE a zkoumani vlivu stresovych faktort na integritu genomové DNA. Pro vSechny typy
vybranych strest byla provedena separace chromozomu kvasinek Metschnikowia s rGznymi
vysledky. V nékterych ptipadech nebyly pod mikroskopem pozorovany zadné vitalni buriky, a
proto stémito kmeny nebylo dale pracovano. Podminky PFGE byly optimalizovany a
k efektivni separaci chromozomu dochazelo pii koncentraci agar6zového gelu 0,8 %, napéti
50 Va dobé separace 118 hodin. Nejvétsi poCet chromozomu se podafilo detekovat u
kvasinky Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 11-1247 a to celkem 5, jak v pfipadé
osmotického stresu (NaCl 8 %), tak v piipadé oxidacniho stresu (H202200 mM). U raznych
kment se pocet chromozom lisil a bylo pozorovano od 0-5 diskrétnich chromozomu.
Velikost byla srovnavana s markerem kvasinky Hansenula wingei, pficemz byly pozorovany
v nékterych pripadech i vetsi chromozomy nez 3,13 Mb, kvasinky se tedy poctem a velikosti
chromozomt mohou lisit vlivem stresového prostiedi.

Nejméné uspokojiva separace byla pozorovana pii pusobeni nutri¢niho stresu (pfidavek
konopnych listi a kvétd do média). Z toho lze konstatovat, ze buriky vystavené nutriCnimu
stresu se bud adaptovali na prostfedi a vytvorili silnou mechanickou bariéru pro prostup
lyzacnich enzyml, nebo naopak doslo k fragmentaci DNA a naruSeni jeji intaktnosti.
Pritomné Smouhy v nékterych drahach indikuji pravé naruseni DNA, ktera byla
pravdépodobné ovlivnéna a nékteré kmeny mohou vykazovat vyssi citlivost na stresové
prostiedi. Tato situace byla pozorovana u kment Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-
145, Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147.

Z vySe uvedenych skuteCnosti lze zadvérem konstatovat, ze kvasinky rodu Metschnikowia
predstavuji pomérn¢ adaptabilni druhy na stresové prostfedi, které bylo reprezentovano
nekolika odlisnymi faktory. Vzhledem k tomu, Ze se tyto populace vyskytuji Casto ve volné
pfirod€ na riznych povrsich v riznych klimatech, musely v evoluci vyvinout fadu obrannych
mechanisma, aby tak chranily nejen svou DNA, ale taky integritu bun€k. Jejich potencial pro
razné aplikace tak v budoucnu miZze mit obrovsky vyznam.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ZKRATKA

AA/BIS
AMP
BCA
bp
CBS
CCY
DGGE
DNA
dNTP
dsRNA
gDNA
ITS
LSU
NCBI
PCR
PFGE
rDNA
RFLP
RNA
ROS
rRNA
SDS
SSU
TEMED
UV

VYZNAM

akrylamid/N,N-methylen-bis-akrylamid
adenosinmonofosfat

biokontrolni ¢inidlo

pary bazi

sbirka Centraalbureau voor Schimmelcultures
sbirka Culture Collection of Yeasts
denaturacni gradientova gelova elektroforéza
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleosidtrifosfaty

dvouvlaknova RNA

genomova DNA

Internal transcribed spacer

velka ribosomalni podjednotka

National Center for Biotechnology Information
polymerazova fetézova reakce

pulzni gelova elektroforéza

ribosomalni DNA

polymorfismus délky restrikCnich fragmentd
ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku

ribosomalni RNA

dodecylsiran sodny

mala ribosomalni podjednotka
N,N’-tetramethylethylendiamin

ultrafialové zafeni
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