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ABSTRAKT

Predlozena diplomové praca sa zaoberala molekuldrnou charakterizdciou karotenogénnych
kvasiniek. Pouzitymi technikami pre analyzu konzervovanych tsekov rDNA D1/D2 oblasti
vel'kej ribozomalnej podjednotky 26S oblasti a ITS1 a 5,8-ITS2 oblasti boli ,,nested PCR*
a denaturacnd gradientova elektroforéza DGGE. Z vysledkov DGGE vyplyva, ze vSetky
analyzované kmene karotenogénnych kvasinek maji vel'mi podobnt sekvenciu tychto oblasti,
kvasinka Rhodotorula mucilaginosa so zbierkovym cislom CCY 20-7-28 preukazovala
odliSnosti od ostatnych kmenov karotenogénnych kvasiniek.

Pre doplnenie molekuldrnej charakterizdcie pomocou sekvencie ribozomélnych génov bola
prevedena taktiez fenotypova charakterizdcia celkom Osmich kmeniov karotenogénnych
kvasinek. K tomuto ucelu boli prevedené utilizacné testy na rdznych substratoch a d’alej
rastové a produkéné charakteristky jednotlivych kmnov.

Cielom prace bolo taktiez pripravit’ taky kmen karotenogénnej kvasinky, ktory sa vyznacuje
nadprodukciou metabolitov, najmé karotenoidov a lipidov, a to pomocou ndhodnej mutacie
sposobenej UV ziarenim. Ako vhodny kandidat bol vybrany kmen C. capitatum CCY 10-1-2
na zaklade predchadzajtcich studii, kde se preukézal ako dobry producent TAG na odpadnom
glycerole. Tento kmen bol nasledne adaptovany na odpadovu srvatku, glycerol a glukézu ako
jednoduchy zdroj uhliku.

KLEUCOVE SLOVA
Karotenogénne kvasinky, DGGE, PCR, molekuldrna charakterizacia, mutagenéza, odpadové
substraty

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the molecular characterization of carotenogenic yeasts. The
techniques used for the analysis of the conserved regions of the D1/D2 rDNA region of the
26S ribosomal large subunit region and the ITS1 and 5,8-ITS2 regions were nested PCR and
DGGE. The results of DGGE show that all analyzed yeast strains have very similar
sequences of these regions The yeast Rhodotorula mucilaginosa with the collection number
CCY 20-7-28 showed differences from the other carotenogenic yeast strains.

As a part of melucular characterisation using ribosomal gene sequences, eight yeast strains
were examinated for substrate utilisation tests using different substrates. Characterisation of
growth and metabolite production was tested in each strain too.

The next aim of this thesis was to prepare a carotenoid yeast strain characterized by
overproduction of metabolites, in particular carotenoids and lipids,. Yeasts were subjected to a
random mutation caused by UV irradiation and the influence of this mutantagen onthe
production of metabolites was evaluated. As a candidate yeast strain C. capitatum CCY 10-1-
2 was selected. This selection was based on previous studies due to its good production of
lipids using waste glycerol as asubstrate. This strain was subsequently adapted to waste whey,
glycerol, and a glucose as a basic carbon source.

KEYWORDS
Carotenoid yeast, DGGE, PCR, molecular characterization, mutagenesis, waste substrates
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1 UVOD

Molekuldrne metody identifikacie kvasinek su dnes neoddelitelnou stcastou identifikacie
a fylogenetického a taxonomického zaradenia kvasinek. Ich hlavnymi vyhodami je, ze st
velmi rychle v porovnani s metédami tradi¢nej mikrobioldgie. Metody tradicnej
mikrobiolégie rozliSuji mikroorganismy na zaklade ich morfologickych a fyziologickych
vlastnosti, st ovplyvnené podmienkami vonkajSieho prostredia a vyzaduju radu kultivaénych
testov, akymi su hodnotenie vzhl'adu a tvaru kolonii, sporuldcia a morfologia buniek, testy
schopnosti kvasit’ cukry, d’alej r6zné naroky kvasinek na teplotu prostredia, koncentraciu
cukrov a soli.

Hlavnou vyhodou molekuldrnych metdd je, ze nie st zdvislé na podmienkach okolitého

prostredia. Molekuldrne metédy st zalozené na rozdielnosti DNA sekvencii medzi
jednotlivymi kvasinkovymi druhmi. K tomu, aby bolo mozné porovnat sekvencie
jednotlivych génov, je u tychto metdd dolezité najprv izolovat’ jadrovii DNA daného druhu a
pomocou metoédy polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) amplifikovat' pozadovany tusek
DNA. Medzidruhovo variabilné a pritom konzervované sekvencie pre presné urcenie pévodu
mikroorganizmu su oblasti D1/D2 rDNA, ¢o st oblasti kodujuce velkt ribozomalnu
podjednotku, d’alej oblasti ITS1 a 5.8 ITS2. Sekvencie tychto oblasti mozu byt separované
v denaturacnom gradiente metédou DGGE. Téato metéda umoznuje rozliSit rozdiely v
sekvencii DNA a preto je vhodna ako metoda “fingerprintu” pre identifikdciu jednotlivych
druhov mikroorganizmov. Jej nevyhodou je, ze je mozné ju aplikovat’ iba pre sekvnecie do
velkosti 500 bp.
Predlozena diplomovd priaca sa zaoberd molekuldrnou charakterizdciou karotenogénnych
kvasiniek. Taktiez sa sledovalo vyuzitie niektorych typov odpadnych substritov ako
nutricnych zdrojov k produkcii kvasinkovych metabolitov. Bol zistovany vplyv ndhodnych
mutacii sposobeny UV ziarenim na produkciu karotenoidov a lipidickych latok. V dnes$nej dobe
je mozné pripravit mutanty, ktoré su z priemyselného hladiska vyhodnejSie ako pdvodné
kmene. Dochddza k zlepSeniu rady vlastnosti, pri oslabeni vlastnosti druhych. Pri muticiach
je dolezity ¢as posobenia mutagénu. NajlepSim spdsobom je pouzitie takého mutagénu, pri
ktorom je nizka Umrtnost’ mikroorganizmu, ale vysokd frekvencia mutdcie. Vybranymi
karotenogénnymi kvasinkami boli Rhodotorula aurantiaca, Rhodotorula mucilaginosa,
Cystofilobasidium capitatum, Cystofilobasidium macerans, Cystofilobasidium
infirmominiatum a Phaffia rhozodyma.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Taxonomia

Taxonémia je vedny obor, ktory sa tyka klasifikdcie, teda charakterizdcie a ndsledného
usporiadania taxonov na zaklade danej klasifika¢nej schémy. Vzhl'adom k pouZzivaniu stale
novych anovych technolégii ide o obor, ktory sa neustdle vyvija. Povodny taxonomicky
systém bol zalozeny vyhradne na fenotypovych vlastnostiach jednotlivych kmenov ana
spdsobe rozmnozovania, teda ¢i sa rozmnozuji pohlavnym alebo nepohlavnym sposobom.
Genotypové metdédy sa predtym zameriavali na stanovenie percentudlneho pomeru
guaninovych a cytozinovych bdzi, tie st vSak uZ nedostacujlice. Dnes st pouZzivané
predovsetkym molekularne metddy zalozené na porovnavani sekvencii ribozomalnych génov,
ato najmd ITS sekvencii (Internal Transcribed Spacer Regions - interné prepisované
medzernikové oblasti) a D1/D2 sekvencie naleziace sekvencii génu pre velka ribozomalnu
podjednotku. DalSou molekularne typizaénou metoédoui je pulznd gélova elektroforéza,
sliziaca ku $tadiu karyotypu jednotlivych kvasinkovych kmenov.

Fyziologické vlastnosti dnes sluzia pre charakterizaciu fenotypovych vlatnosti kvasiniek.
Pouzivaju sa taktiez testy utilizacie substratu, fermentacné testy, testy na zaklade asimilacie
roznych uhlikatych a dusikatych zdrojov, poziadavky na vitaminy, osmoticky tlak ¢i na r6znu
teplotu. Pre presnd identifikdciu kvasiniek na drovni druhu si dnes pouzivané hlavne
sekvencie ribozomdlnych génov auvelmi pribuznych druhov moéze byt identifikacia
doplnend o porovnavanie sekvencii génov pre Cast génu RNA polymerazy II kodujicu dve
podjednotky (RPBI a RPB2), transla¢ny elongacny faktor 1-a (TEF-1) a mitochodridlny gén
cytochrom b (CYTB). Ziskané sekvencie su porovnavané pomocou sluzby BLAST
s databazou NCBI. V roku 2011 blo na medzinarodnom botanickom kongrese v Mellbourne
ustanovené pravidlo tzv. ,,one fungus = one name* (jedna huba = jedno meno). Tento krok ma
za ulohu vytvorenie monofyletickych taxénov v taxonémii hub tak, aby modernd taxonémia
odpovedala monofyletickym vztahom medzi jednotlivymi druhmi [1] [2] [3].

2.2 Karotenogénne kvasinky a ich taxonémia

Vidsina tychto kvasiniek sa vyskytuje po celom svete od Eurépy, cez Ameriku aZ po Aziu.
Vo vécsine pripadov su parazitami rastlin, moZno ich najst’ v morskej vode alebo napriklad na
kozi I'udi. Maju striktne aer6bny metabolizmus a vi¢Sinou nemajui schopnost’ kvasit’ cukry na
etanol a oxid uhli¢ity. Vyznacujui sa produkciou karotenoidnych pigmentov, ktoré im udel’'uju
ich oranZové, ruzové az Cervené zafarbenie. Nejviac akumulované karotenoidy su p-karotén, a
karotén, torulén, torularhodin a lykopén. Mnoho tychto kmenov akumuluje koenzym Q9
alebo koenzym Q10. Vegetativne sa rozmnozuji pucanim, ktoré mdze byt multilaterdlne
alebo polarne. Niektoré druhy mozu vytvarat’ pseudomycélia az pravé mycélia [1] [4] [5].
Tieto kvasinky maju velky potencidl, ktory spoc¢iva v ich schopnosti akumulovat’ az 60 %
lipidov bez nutnosti akejkol'vek genetickej modifikdcie. V porovnani s ostatnymi
lipidotvornymi kvasinkami, ktoré prirozene dokazu akumulovat’ najviac okolo 30 % lipidov,
st povazované za najviac sl'ubné producenty biodieselu budicnosti [1] [4] [5].

Karotenogénne kvasinky tvoria skupinu kvasinkovych organismov néleziacich do kmena
Basidiomycota. Medzi najvyznamnejSich zastupcov karotenogénnych kvasinek sa radia rody
Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidiuim a Phaffia, kde rody Rhodotorula a
Sporobolomyces st radené do podkmena Pucciniomycotina a rody Cystofilobasidium a
Phaffia nalezia do podkmena Agaricomycotina vid’ Obr.1 .



Oddelenie Basidiomycota

Pododdelenie [Agaricomyicotina |

Rad Cystofilobasidiales Sporidiobolales Cystobasidiomycetes
Rod Phaffia Cystofilobasidium Rhodotorula Bukleyzyma
P. rhodozyma C.capitatum R.mucilaginosa B.aurantiaca
Druh C.macerans
C.infirmominiatum

Obr.1.  Aktudlne rozdelenie taxonomie karotenogénnych kvasiniek [1] [2]

2.2.1 Rod Rhodotorula

Najznamejsie a najpouzivanejsie druhy rodu Rhodotorula sa: R. glutinis, R. toruloides a R.
mucilaginosa. Su to ubikvitné kvasinky, ¢o znamend, ze moézu zit' kdekolvek a za
akychkol'vek podmienok. Najviac sa vyskytuju volne v prirode, vo vzduchu, v pdde, vo vode
i na organickych latkach. Su nendro¢né na zivotné podmienky. Su tolerantné voc¢i vysokému
osmotickému tlaku i kyslému prostrediu, nie st vSak odolné voci vysokym teplotam. St
lipidotvorné, hromadia v bunkéch tuk. Neskvasuju ziadne cukry, ale maju vyvinuty pentézovy
cyklus vyuzivania gluk6zy. Bunky st gul'até, ovélne, pripadne pretiahnuté. Nevytvaraju spory
arovnako netvoria ani pseudomycélium. Kolonie na agare maju Siroku Skalu farieb
v z4vislosti na zlozeni Zivnej pddy od lososovej az po kordlovo Cervenu v dosledku produkcie
karotenoidnych farbiv . Na svoj vznik potrebuji najmé svetlo a kyslik, tma posobi na vznik
karotenoidov inhibi¢ne. Povrch je hladky, leskly, slizovity, okraj kolonii je uceleny [6] [7].

Obr.2. Ndter rodu Rhodotorula

2.2.2  Rod Cystofilobasidium

V sucasnosti sa do tohto rodu zarad’uju Styri druhy- C. capitatum, C. bisporidii, C. ferigula a
C. infirmominiatum. Kolonie su charakteristické lesklym a hladkym povrchom. Bunky majui
gul'aty az pretiahnuty tvar. V kvapalnom prostredi tvoria tenku kozku a sediment. VSetky
druhy obsahuji vo svojej bunkovej stene xyl6zu a majua schopnost’ produkovat’ latky podobné
Skrobu a taktiez utilizovat' glukuronat. Nemaju schopnost’ kvasit' glukézu a maji prisne
aerobny metabolizmus. Cystofilobasidium capitatum sa vyznacuje vysokou produkciou [-
karotenu, torulenu a torularhodinu a koenzymu Q-10 [8] [1] [9].



Obr.3.  Ndter rodu Cystofilibasidium [10]

2.2.3 Rod Phaffia

Tato Cervena kvasinka sa vyznacuje okrem produkcie beta karoténu aj velkou produkciou
astaxanthinu. Ten sa akumuluje v kvapkach lipidov cytoplazmatickej membréany a slizi ako
ochrana proti vol'nym radikalom. Produkuji koenzym Q-10 a ich bunky obsahuji xylulézu.
Kolénie st pomarancovocervené a hladké. Tvar bunky je elipsoidny, bunky mézu byt bud’
jednotlivo, v paroch alebo v kritkych retiazkach. V kvapaline sedimentujd, tvoria prstenec
i kozku. Rozmnozuju sa pu¢anim. Ako jedna z mala Cervenych kvasiniek dokéze skvasovat’
cukry [8] [1] [11].

Obr.4.  Ndter rodu Phaffia [12]

2.3 Vyznamné metabolity karotenogénnych kvasiniek

Medzi vyznamné metabolity karotenogénnych kvasiniek patria karotenoidy a lipidy.

Karotenoidy su lipofilné ZIté, oranZzové az Cervené pigmenty, zastupené vo vsetkych typoch
zivych organizmoch. Plnia rézne funkcie. Maximum absorpcie svetelného Ziarenia sa
pohybuje v rozmedzi 400 az 500 nm, pricom absorpcné maximum derivatov zavisi na polohe
dvojitych vizieb na konci molekul. Nachadzaju sa vo vnatri membran buniek, pretoze vel'mi
tazko difunduju do vnutorného prostredia buniek. Vd’aka viacsiemu poctu dvojitych vézieb su
karotenoidy odolné¢ voci zmene pH, ¢i pdsobeniu redukénych cCinidiel, st vSak citlivé
na oxiddciu. Této vlastnost’ umoziluje karotenoidom zhéasat’ singletovy kyslik, zachytavat’
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volné radikdly a tym inhibovat peroxidaciu ¢i oxidadciu, ¢im znich robi vyznamné
antioxidanty. Pri vystaveni u¢inkom intenzivnejSiecho svetelného ziarenia sa rozkladaji.

U baktérii maju ochrannu funkciu bunkovej steny, v rastlinich maji vyznam vo fotosyntéze
ako fotoprotektory. Su taktiez prekurzormi rastlinnych hormoénov, u l'udi a zvierat su
prekurzormi vitaminu A. Su rozpustné v nepolarnych rozpustadlach. Pouzivaju sa k farbeniu
potravin, napriklad zmrzlin ¢i dzasov. Pridavaji sa do krmiva dojnic a hydiny pre zaistenie

ziaducej pigmentécie vajec, mésa, mlieka a vyrobkov z neho [13] [14] [15] [16] [17].

2.3.1 Karotenoidy

Z chemického hladiska su to nenasytené uhlovodiky alebo kyslikové derivaty tychto
uhl'ovodikov zo skupiny tetraterpénov. St to produkty sekundidrneho metabolizmu rastlin a
niektorych mikroorganizmov a vychddzaji zizoprénovej drdhy. Molekuly vicSiny
karotenoidov st tvorené 40 atémami uhlika s methylovym vetvenim. Sd vybudované
z 6smich izoprénovych jednotiek. Cisté uhl'ovodiky nazyvame karotény a ich najvyznamnejsi
zéastupcovia st lykopén, karotény a fytoén. Delime ich na dve hlavné skupiny a to anoxygénne
aoxygénne. VicSina prirodnych karotenoidov st oxidacné produkty anoxygénnych
karoténov. Na zdklade vytvéarania cyklickej alebo acyklickej devit¢lennej jednotky na konci
retazca (alebo oboch koncoch) delime karotenoidy na acyklické, monocyklické a bicyklické
[13].

2.3.1.1 Biosyntéza karotenoidov

Biosyntéza vychddza zo spoloCnej drdhy biosyntézy izoprenoidov. Vychodzou latkou
pre biosyntézu izoprenoidov je acetyl-CoA. Prvym krokom syntézy karotenoidov je reakcia
acetyl-CoA s medziproduktom biosyntézy mastnych kyselin acetoacetyl-CoA na 3-hydroxy-
3-metyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) pomocou HMG-CoA syntetdzy. Redukciou vznika
kyselina mevalonovd (MVA), ktord je prvym prekurzorom terpenoidnej biosyntetickej drahy.
MVA je fosforylovand pomocou MVA kindzy a dekarboxylovana aZ na izopentyl pyrofosfat
(IPP, tzv. aktivny izoprén). Ten enzymovou katalyzou prejde na dimethylallydifosfat.
Kondenziciou dvoch poslednych medziproduktov vznikd geranyldifosfat. V aktivnej faze
rozmnoZovania kvasiniek sa tvoria prevazne bezfarebné karotenoidné polyény — fytoén
a fytofluén. Ten nésledne podlieha desaturdcii za tvorby lykopénu a z neho B-karotén, o su
uz farebné pigmenty [13] .

2.3.2 Lipidy

Lipidy plnia mnoho dolezitych funkcii. S zdsobarfiou energie a tvoria tepelnd izoldciu. Su
nepoldrneho charakteru, rozpustné v nepolarnych organickych rozpastadlach. Z chemického
hl'adiska su to estery alkoholov a vy$Sich mastnych kyselin. Delia sa na jednoduché alebo
zloZené. Zlozené maju jednu z esterovych vizieb esterifikovand inou kyselinou (napr.
fosfore¢nou), pripadne obsahuju aj iné viazané zlozky, akymi st sacharidy ¢i alkoholy a su
hlavnou zlozkou biomembran. Jednoduché sa delia na acylglyceroly a vosky, ¢o su estery
vysSich mastnych kyselin a vysSsich alkoholov.

Lipidy z prirodnych substratov produkované mikrobidlne sa nazyvaju single-cell oil (SCO)
asu produkované pomocou tzv. oleogénnych mikroorganizmov. SCO st zloZené
predovsetkym z triacylglycerolov (TAG) a sterylsterolov. Ich vyznam spociva obsahu
dolezitych polynenasytenych mastnych kyselin (PUFA), medzi ktoré sa radi napr. kyselina
linolénova, arachidonova a iné.
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Pomocou transesterifikacnych reakcii je mozné pripravit' z olejov bionaftu, ktord sa sklada
z esterov mastnych kyselin. Mnoho kvasinkovych druhov bolo oznacenych ako oleogénne
mikroorganizmy, pretoze dokdzu tvorit’ a akumulovat’ za vhodnych podmienok viac ako 20%
TAG na suSinu biomasy. Bolo preukazané, ze pri limitdcii dusiku u oleogénnych
mikroorganizmov dochddza ku zvySenej akumuldcii TAG v intraceluldrnych lipidovych
organeldch, na rozdiel od inych mikroorganizmov, pri ktorych limitdcia dusika znamend
prevod prebytku uhlika na zdsobné polysacharidy [14] [15] [16] [17].

2.3.2.1 Metabolizmus lipidov

V priebehu syntézy mastnej kyseliny (dalej MK) dochddza k postupnej kondenzicii
dvojuhlikovych zbytkov, z ktorych sa zostavi cely retazec MK. Kone¢nym produktom je
vzdy palmitat. Syntéza MK je lokalizovana v cytosole.

Prvym krokom je transport acetyl-CoA. Acetyl-CoA vnitornou membranou
mitochodnriineprechddza a neexistuje pre neho ani Specificky prendsa¢. Musi sa teda
premenit’ na latku, ktord prendsa¢ ma. Acetyl-CoA reaguje s oxalacetitom za katalyzy
citratsyntdzy a vznikd citrat. Citrdt je preneseny do cytosolu pomocou trikarboxyldtového
transportéru. Ndsledne je rozstiepeny za pritomnosti CoA a ATP za katalyzy ATP-citratlyazy
na acetyl-CoA a oxalacetat. Vzniknuty oxalacetdit moze byt pomocou cytosolickej
maldtdehydrogenazy premeneny na malat, ktory sa méze vratit’ do matrix mitochondrii alebo
moze vstupovat do d'alSej reakcie. V tej je premeneny na pyruvdt pomocou NADP'-
dependentnej redukujicej malatdehydrogendzy (jabléného enzymu). Vzniknuté redukéné
ekvivalenty NADPH mo6zu byt vyuzité pre syntézu MK. Acetyl-CoA v cytosole je premeneny
na malonyl-CoA. Tato reakcia je katalyzovand acetyl-CoA-karboxyldzou a na jej priebeh je
potreba ATP a biotin ako kofaktor. Tato reakcia je doleZitym regulacnym krokom celej
syntézy MK.

Vsetky d’alSie reakcie su katalyzované multifunkénym enzymom- syntdza mastnych kyselin
FAS (Fatty acid synthase). Synthdza mastnych kyselin (monomér) obsahuje dve miesta kam
sa substraty mozu viazat’ a to ACP s vol'nou -SH vizbou z 4-fosfopantotheinu a vol'nou -SH
skupinu cysteinu z proteinového retazca. Dochadza k vidzbe acetyl-CoA na ACP pomocou
enzymu acetyltransacyldza. Nasleduje presun acetylového zyvsku z ACP na volnt -SH
skupinu cysteinu. SH skupina ACP se tak uvol'ni pre vizbu malonyl-CoA, ktorého zvySok sa
viaze na synthdzu MK za katalyzy malonyltransacyldzou. Nasleduje kondenzicia medzi
tymito zvySkami. Reakcia je katalyzovdna enzymom ketoacylsynthdza. Dochadza
k uvol'neniu oxidu uhli¢itého a vzniku acetoacetylu, ktory ostdva naviazany na ACP synthdzy
MK. Naviazany acetoacetyl je zredukovany pomocou ketoacylreduktdzy a NADPH+H" na 3-
hydroxybutyryl, stile viazany na ACP. Nésleduje dehydraticia, vznikd dvojitd vizba.
Reakcia je katalyzovand enzymom hydroxyacyldehydratdzou. V poslednom kroku dochadza
k redukcii dvojitej vizby pomocou NADPH+H' a enzymovej aktivity enoylreduktdzy a
vznikd butyrylovy zbytok viazany na ACP. Cyklus sa dokonéi tym, Ze produkt
predchadzajicej reakcie sa presunie z ACP na cystein a uvol'ni tym miesto pre vizbu d’alSieho
substratu, a to pre malonyl-CoA. Cyklus sa opakuje eSte Sestkrat a vyslednym produktom je
palmitat viazany na ACP. Ten sa pomocou thioldzy odstiepi a uvolni vo forme palmitatu,
ktory vstupuje do d’alSich reakcii.

Posledny krokom syntézy lipidov je esterifikdcia glycerolu s mastnymi kyselinami
za pOsobenia acyltransferdz. Aktivované formy glycerolu si ziskané najmid z glykolyzy.
Prvou esterifikacnou reakciou vznika lyzofosfatidova kyselina, d’alSou esterifikaciou vznika
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fosfatidova kyselina. T4 je vyuzivana pre syntézu zloZenych lipidov alebo Stiepena pomocou
fosfatizy za vzniku diacylglycerolu. Findlnou esterifikiciou diacylglycerolu  vznikd
triacylglycerol [15] [18] [19].

2.3.2.2 Akumuléacia lipidov

Biosyntézu triacylglycerolov (TAG) pomocou mikroorganismov mozno rozdelit’ na de novo a
ex novo akumuldciu. Pre akumuléciu lipidov v mikroorganizme je dolezité, aby v médiu bol
vycerpany dusik. O de novo akumuldaciu sa jedna vtedy, ked’ su v médiu zdrojom uhliku cukry
(najcastejSie glukoza). Pri nedostatku dusiku je uhlik prevedeny na triacylglyceroly. Této
premena sa deje aj za pritomnosti dusiku, ale jeho nepritomnost’ neumoziiuje bunkam
nadmerné mnoZzenie a lipidy sa tak ukladaju a hromadia vo vnutri buniek. Zodpovedné
enzymy su ATP citriatlydza a maldtovy enzym. ATP citritlyza je zodpovednd za tvorbu
cytoplasmatického acetyl-CoA, ktory je hlavny prekurzorom biosyntézy lipidov. Druhy
z uvedenych enzymov je zodpovedny za pritomnost NADPH. Obsah dusika v médiu
ovplyviiuje koncentraciu AMP. Pri poklese dusika dochddza k poklesu koncentracie AMP,
¢im sa znizuje aktivita izocitrdtdehydrogendzy v Krebsovom cykle. Po dosiahnuti urcitej
hodnoty citrdt vstipi do cytoplazmy cez trikarboxylatovy transportér vymenou za malét a je
rozStiepeny ATP citratlydzou na acetyl-CoA a oxalacetdt. Tato schopnost’ sa vztahuje len na
oleogénne mikroorganizmy.

Ak st v médiu zdrojom uhlika mastné kyseliny a hydrofobne materidly, jedna sa o ex novo
biosyntézu TAG. V tomto pripade dusik nie je vyCerpany a akumulécia lipidov je spojena
s rastom bunky. De novo a ex novo biosyntézy nemoézu prebiehat’ zaroven. Dovodom je
syntetdza mastnych kyselin a ATP citratlydza, ktoré su inhibované pritomnostou mastnych
kyselin. Vynimku tvori Pichia methanolica, ktora dokéze akumulovat’ tuky v pritomnosti
glukozy [20] [21] [22].

2.4 Mutagenéza

Mutécie st sposobené zmenou sekvencie bazi v DNA, ktora sa d’alej dedi. Vznikaju zvyc€ajne
pri chybnej replikdcii, ¢1 opravach DNA. Jedna sa o kazdu zmenu v géne, ktorad sa zachova aj
pocas jeho expresie, aj po skonceni pdsobenia mutantného Cinitel'a. Mutagenéza sa pouziva
pri klasickych genetickych Stadiach k identifikacii génov a k porozumeniu ich funkcii. Gény
moézu byt detekované vdaka tomu, Ze ich mutované varianty vedi k pozorovatelnym
zmendam vo fenotype.

V dneSnej dobe je mozZné pripravit mutanty, ktoré su z priemyselného hladiska
vyhodnejsie ako povodné kmene. Dochddza k zlepSeniu rady vlastnosti pri oslabeni vlastnosti
druhych.

Pri mutéciach je dolezity ¢as pdsobenia mutagénu. NajlepSim sposobom je pouzitie takého
mutagénu, pri ktorom je nizka umrtnost’ mikroorganizmu, ale vysoka frekvencia mutécie. Pre
vyskum genetickych zmien a analyzu indukovanych mutantov je doélezity rychly rast
uniceluldrnych buniek v koloniach a tvorba velkej geneticky homogénnej populécie.
Kvasinky su vd’aka tomuto idealnym materidlom pre $tadium mutagenézy. DalSou z vyhod je
moznost’ zistenia jedného zmutovaného kmena v milidonovej kolonii mikroorganizmov.

Kratka generacna doba vedie ku rychlej selekcii mutantov a na zaklade ich malych
gendmov narasta pravdepodobnost’ zasiahnutia Specifického génu. Vyber mutagénu sa odvija
na zaklade druhu mutécie, ktor chceme vyvolat’ a aki zmenu by sme chceli indukovat’ [23]
[24] [25] [26] [27].
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2.4.1 Typy mutacii

Rozozndvame mutaciu spontannu (samovolnu) a indukovanu. Spontdnne mutécie st také,
ktoré vznikaju bez zndmych pri¢in. Tvoria sa pravdepodobne chybou pri replikicii alebo
skrytym vplyvom prostredia. Mutécia indukovana vznika po zdmernom pdsobeni urcitého
chemického alebo fyzikdlneho mutagénu na DNA.
Mutacie mézeme rozdelit’ do troch skupin podl'a svojho prejavu. Rozozndvame:
e (Génové — dochadza k zdmene nukleotidov alebo ich poradia
e Chromozémové — dochddza k zmene v Struktare alebo v tvare chromozému
e Gendémové — vyznacuju sa zmenou poctu chromozémov
V génovych mutaciach sa mézu mutacie vyskytnat’ v oblastiach Struktarnych génov, génov
kédujicich vznik jednotlivych produktov i v oblastiach s regulaénou funkciou, ¢im modze
dojst’ k nadprodukcii génového produktu, jeho nedostatku, ¢i jeho uplnej blokacii.
Jednotlivé typy génovych muticii mozeme rozdelit' do prislusSnych bodov na ziklade
zmien, ku ktorym doslo v molekule DNA. [28] St to:
e Delécia — dochddza ku strate jedného alebo viacerych po sebe idicich nukleotidov
e Inzercia — dochadza k vé¢leneniu jedného alebo viacerych parov baz do pdvodnej
sekvencie
e Inverzia — dochddza k prevratenou dvoch alebo viac po sebe iducich nukleotidov
e Substitucia — je to zdmena jedného nukleotidu za iny

2.4.2 Mutagény pouzivané v mikrobiodgii

K najdolezitejSim a pre experimentatora aj k najbezpecnejSim mutagénom patri ultrafialové
svetlo o vInovej dizke 265 nm, nakolko je najviac absorbované DNA. Radi sa medzi
fyzikédlne faktory spdsobujice muticie. Absorpcia UV svetla spdsobuje v molekule DNA
dimerizaciu dvoch susednych pyrimidinovych molekul nachéddzajicich sa na rovnakom
polynukleotidivom retazci. NajcCastejSie nasledky UV ziarenia st cyklobutdn-pyrimidinové
diméry (CPD) a 6°-4" pyrimidinpyrimidon-fotoprodukty (6-4 PP).

Medzi d’alSie vel'mi i€¢inné mutagény patria alkalické €inidla, napr. methylmethansulfonat
(MMS), ¢i ethylmethansulfonat (EMS). Alkylaéné ¢inidl4 su elektrofilné zluceniny, ktoré
pomocou donorovych alkylaénych skupin reaguji s makromolekulami. M6Zu spdsobovat’
narusenie dvojSrobovice DNA, viest ku zacleneniu chybného péaru bazi, ¢i prekdzat’ pri
replikdcii alebo transkripcii DNA. MMS modifikuje guanin na 7-methylguanin a adenin na 3-
methyladenin, ¢o spdsobuje chybné parovanie bazi a blokuje replikdciu [25] [28] [29] [30]
[31].

2.5 Odpadné substraty

VedlajSie produkty a medziprodukty z pol'nohospodarskych a priemyslovych vyrob casto
zatazuju zivotné prostredie. Tie obsahuji eSte dostatok sacharidov, ktoré moézu byt
premenené na chemické zluceniny vhodné k aplikécii v potravindrskom ¢i farmaceutickom
priemysle pomocou mikrobidlnej biotechnoldgie.

Karotenogénne kvasinky rastd v Sirokom spektre pH (2,5-9,5) ateplot (5-26°C).
Pri vystaveni stresovym podmienkam zaéni akumulovat viac pigmentu. Znalost
molekularnych ~ mechanizmov ~ stimuldcie  produkcie = modze  viest  k zlepSeniu
biotechnologickych procesov.
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Predmetom Studia sa stava premena zdrojov uhlika na karotenoidné pigmenty spolocne
s optimalizaciou rastového média pre kultivaciu kvasiniek. Ako substraty sa pozivaju pentozy,
hexdzy, disacharidy, glycerol a iné [15] [32].

2.5.1 Glycerol

Glycerol je sladka sirupovitd kvapalina, takmer bezfarebn4, silno hygroskopicka. Je rozpustny
vo vode a v alkohole, v nepolarnych rozpustadlach je nerozpustny. Je stiCastou prirodnych
tukov, pricom sa vyskytuje vo forme triacylglycerolov. Mozno ho vyrobit’ synteticky,
fermentéciou cukru, hydrolyzu tukov, olejov, alebo ako vedlajsi produkt pri vyrobe mydla. Je
vedl'aj§im produktom pri vyrobe bionafty. V obdobi rozvoja bionafty je nadbytok surového
glycerolu. Jeho Cistenie je vSak drahé a hladaju sa sposoby pre likvidaciu. Moznymi
spdsobmi odstranenia nadbytocného glycerolu je spalovanie, kompostovanie, Ci jeho tepelna
uprava na propylénglykol [33] [34] [35].

2.5.2 Srvatka

Srvatka je tekutd zlozka mlieka vzniknutd po oddeleni pevnej zloZzky obsahujicej kazein
atuk. Je vedlajsim produktom pri vyrobe syrov, tvarohov ¢i kazeinu. NajdodlezitejSou
a najpocetnejSou zlozkou syrovatky st bielkoviny, konkrétne v tychto formach:

e Albuminy a globuliny

e Kazein a parakazein

e Albumézy a peptény
Hlavnou zlozkou je aj laktoza, ktord sa nachddza v dvoch formiach — nehygroskopickd
a-laktdza a hygroskopicka B-laktéza. Pri izbovej teplote nastdva rovnovdha v pomere asi 40%
a-laktézy a 60% B-laktézy. Kazdy izomér ma odlisné vlastnosti, ¢o ma za ndsledok rozli¢né
vlastnosti laktézy za rozdielnych podmienok. Z organickych kyselin sa v srviatke vyskytuje
kyselina citrobnova, mliecna, propidonova, octovd i mravéia. V mensej miere obsahuje aj
nebielkovinovy dusik vo forme purinovych zdsad. V popole srvatky st fosforecné a vapenaté
soli, draslik, hor¢ik, Zelezo, sira a chlér v ionizovanej forme. TaktieZ mé vysoku biologickll
hodnotu dand obsahom vitaminov ato najmid skupiny B, biotinu, kyseliny pantoténovej
a vitaminu C. Tuk je v srvitke obsiahnuty v nepatrnom mnozstve, pripadne vobec [36] [37]
[38].

2.6 Sposoby extrakcie vyznamnych metabolitov kvasiniek

Karotenoidné farbiva predstavuju vel'mi zloZziti zmes. Na sposob izolacie ma zakladny vplyv
mnozstvo vody, tuku a pod. NajCastejSim spdsobom ziskavania karotenoidov je extrakcia.
Acetdn sa pouziva najma k izolacii karotenoidov z rastlinného materidlu obsahujiiceho vyssie
mnozstvo vody. V materiali zivo¢iSnom, rovnako ako aj kvasinkovom, su vSak karotenoidy
viazané prevazne v lipoproteinovej frakcii membran a pre ich uvolnenie je nutné zmydelnit’
takito vzorku varom s alkoholickym roztokom hydroxidu draselného alebo hydroxidu
sodného. Karotenoidy sa po zmydelneni viacndsobne extrahuji nepolarnymi organickymi
rozpustadlami, ako je napr. diethyléther, hexan alebo petroléther.

Lipidy tvoria skupinu lipofilnych zlucenin, ako su acylglyceroly, voI'né mastné kyseliny,
vosky, steroidy, zloZené tuky, ¢i v tuku rozpustné uhlovodiky, alkoholy, vitaminy a iné.
V prevaznej vicSine sa k izoldcii lipidov pouzZiva extrakcia nepolarnymi organickymi
rozpustadlami, ako je napr. diethyléther, hexan alebo petroléther.
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V zavislosti na druhu materidlu existuje rada metdd extrakcii a ndslednych analyz
metabolitov. Metéda dvojkrokovej extrakcie lipidov podla Folcha zahriiuje po dokladnej
homogenizécii a prefiltrovani suspenzie extrakciu zmesou chloroform a methanol v pomere
2:1. V dnesnej dobe existuje mnoho modifikacii tejto metddy. Po centrifugicii hornd féza
obsahuje vicsinou nelipidické necistoty. K eliminacii strat niektorych vel'mi polarnych
lipidov sa pouziva KCl alebo CaCl, [39] [40] [41] [42].

2.7 Analyza vybranych metabolitov kvasiniek

Pre orientatné stanovenie karotenoidov je mozné pouzit spektrofotometrické met6dy.
K presnejsej separacii, identifikécii a kvantifikécii sa najCastejSie pouzivaji chromatografické
metddy, predovsetkym HPLC metéda na reverznej faze. Pouziva sa v spojeni s detektorom
PDA (detektor s diédovy pol'om) alebo s hmotnostnou detekciou [42] [43].

2.7.1 Chromatografické metody

St to analytické metddy sluziace k separdcii zloziek zmesi. Na zaklade rozdielnej distribucie
separovanych analytov medzi dvomi vzajomne nemieSatelnymi fazami dochadza k deleniu
jednotlivych analytov. Prva faza je staciondrna (nepohyblivd) a druhd mobilnd (pohyblivd).
Dochddza k interakcidm medzi analytom a mobilnou fazou, tak aj medzi analytom
a stacionarnou fazou a nakoniec aj medzi mobilnou a stacionarnou fazou. Ide o procesy ako
rozpustanie, zradzanie, chemisorpcia, adsorpcia ainé. Celkovy cas analytu strdveného
v koléne je zavisly na afinite k staciondrnej faze. Takto sa od seba jednotlivé zlozky separuju
a prvé sa na koniec kolény dostavaju latky menej zadrzované [44] [45].

2.7.1.1 RP-HPLC/PDA

Vysokoucinnd kvapalinova chromatografia je povazovana za preferovani metodu k separacii,
identifikdcii a kvantifikdcii karotenoidov.

Casto je vyuzivana reverzna fiza v izokratickom alebo gradientovom eluénom systéme
s pouzitim C18 a C30 chromatografickych kolon. Staciondrne faze kolén C30 poskytuji
lepSie separacie geometrickych izomérov karotenoidov v porovnani s C18, ale tie zase
poskytuju lepSie separacné vysledky izomérov ako je b-karotén, lutein a zeaxantin.

Separa¢ny proces prebiecha na zaklade afinit a interakcie analytov s mobilnou fézou.
Chromatograf sa skladd zo zasobnej flase s mobilnou fazou, odplyfovacu, pumpy,
davkovacieho zariadenia, termostatu, kolény so staciondrnou fazou a detektoru. V pripade
HPLC systému na rezervnych fdzach byva kolona naplnend silikagélom s naviazanymi
nepolarnymi fdzami. V pripade staciondrnej faze typu CI18, obsahuje staciondrna féza
oktadecylovy zbytok naviazany na silanolové skupiny. Mobilnd faza je teda poldrna, je
to najcastejSie zmes vody a polarnych rozpustadiel (aceton, methanol, acetonitril).

Pre identifikaciu zloziek zmesy a na identifikdciu latky je dolezity tzv. retencny Cas. Je
to doba, ktort prislusna zltcenina stravi v koléne, alebo teda doba, ktord uplynie od vstupu
vzorky do kolény aZz do vytvorenia maxima piku na chromatograme. Plocha piku ndm
,udava* koncentraciu latky. Pre kvantitativné a kvalitativné stanovenie je nevyhnutné pouzit
kalibraciu na externy Standard.

Eltcia moZe byt izokratickd, kedy sa zloZenie mobilnej fazy celt dobu analyzy nemeni,
alebo gradientovd, kedy sa koncentracia meni.

PDA detektor, alebo detektor dibdového pola, snima celé spektrum. Principom je Ziarenie
ktoré prechadza Strbinou, SoSovkou, clonou na mernd celu detektora, kde sa spektrdlne
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rozklad4 holografickou mriezkou. Na kazdu z fotodiéd dopada ziarivy tok o urcitej vinovej
dizke zoslabené absorpciou v cele detektoru. Kondenzator je nabity na uréitd hodnotu a s nim
je spojend kazda fotodidda. Vznikajuci prud vybije kondenzdtor. Meria sa prdd, ktory je
potrebny na dobitie prisluSnych kondenzatorov. Takymto sposobom sa zaznamenaji tidaje o
absorbancii pri kazdej vinovej dizke v kazdom okamziku [44] [45] [46].

2.8 Metody molekularnej identifikacie a charakterizacie kvasiniek

Molekularne met6dy identifikdcie kvasinek si dnes neoddelitel'nou sucastou identifikacie
a fylogenetického a taxonomického zaradenia kvasinek. Ich hlavnymi vyhodami je, ze su
velmi rychle v porovnani s metédami tradi¢nej mikrobioldgie. Metody tradicnej
mikrobiolégie rozliSuji mikroorganismy na zdklade ich morfologickych a fyziologickych
vlastnosti. Tieto vlastnosti ale zdvisia na génovej expresii a si do istej miery ovplyvnené
podmienkami vonkaj$ieho prostredia. Standardné metédy vyzaduju radu kultivaénych testov,
akymi sui hodnotenie vzhladu a tvaru koldnii, sporuldcia a morfolégia buniek, testy
schopnosti asimildcie zdrojov uhlika a dusika, poziadavky na pritomnost vitaminov,
schopnosti kvasit’ cukry, d’alej rozne ndroky kvasinek na teplotu prostredia, koncentriciu
cukrov a soli.

Hlavnou vyhodou molekuldrnych metéd je, Ze nie si zdvislé na podmienkach okolitého
prostredia. Molekuldrne metédy su zalozené na rozdielnosti DNA sekvencii medzi
jednotlivymi kvasinkovymi druhmi. K tomu, aby bolo mozné porovnat sekvencie
jednotlivych génov, je u tychto metdd dblezité najprv izolovat’ jadrovii DNA daného druhu a
pomocou metddy polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) amplifikovat’ pozadovany tusek
DNA [2].

2.9 Ribozomailne gény sekvencie I'TS1,2 D1/D2

%

Cervené kvasinky boli doteraz charakterizované najmd pomocou morfologickych,
fyziologickych a biochemickych vlastnosti. Obmedzenim je mald znalost’” prirodzeného
prostredia daného mikroorganizmu, taktieZ je naro¢né izolovat z prirody ¢istu kultiru
napriklad u nekultivovatel'nych kvasinkovych druhov.

Na zdklade molekuldrno-biologickych technik je umoZnend IlepSia identifikacia
a taxonomické zaradenie kvasiniek. Vyuziva sa ribozoméalna DNA, ktora obsahuje mnozstvo
konzervativnych usekov genému s variabilnymi sekvenciami.

NajcastejSie pouzivané techniky k taxonomickému a fylogenetickému zaradeniu su
polymerazova ret'azova reakcia PCR a denaturacna gradientovd gélova elektroforéza DGGE.
Ku charakterizécii cervenych kvasiniek su pouzivané vysoko konzervované useky gendmove;j
DNA alebo mitochondridlnej DNA.

Konzervativne sekvencie sa nachddzaji najmi v génoch kédujicich malé (18S, 5.8S, 5S)
avelké (25 — 28S) podjednotky rRNA. V ramci kazdého klastru sa medzi podjednotkami
vyskytuju tzv. vnitorné medzernikové oblasti ITS. Nazov ITS je skratkou z anglického
»Internal Transcribed Spacer. Je to medzernik medzi génmi pre mali (SSU) a velka (LSU)
ribozomdlnu podjednotku v jadrovej DNA (rDNA). ITS regién je rozdeleny génom pre 5,8S
rRNA na ITS1 aITS2. Struktira génového klastru je zvyéajne nasledujica: 5' ETS (¢o je
vonkajsi prepisovany medzernik), 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 26S rRNA 20 3' ETS.
Jednotlivé génové klastre su oddelené intergenovymi medzernikmi (IGS) alebo
neprepisovanym medzernikom (NTS). VSetky oblasti maju potencial pre rodové a druhové
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odlisenie. Vyskum sa vSak zameriava na oblast’ 18S (SSU), 26S (LSU) a ITS [47] [1] [48]
[49].

Ribozomdlna DNA uhtb sa vyskytuje v genéme vo forme tzv. ,head-to-tail
tandemovych repetic. Nasvedcuje to tomu, preco pouzivat’ ITS region ako geneticky marker.
Dizka ITS regionu vratane 5,8S génu sa pohybuje v rozmedzi 270-972 bp [47] [1] [48] [49].

Doména D1/D2 velkej podjednotky 26S rDNA (LSU) sa skladd z priblizne 600
nukleotidov a méze byt sekvenovand pre vsetky zname druhy kvasiniek. Tato oblast’ je
pouzivand pri rutinnej identifikacii kvasiniek a fylogenetickych §tudiach. Zrovnanie sekvencii
modze byt taktiez pouzité pre malé¢ podjednotky 18S rDNA, ale databdzy nie su tak obsiahle
a sekven¢né rozdiely nemusia byt dostacujuce, aby sa umoznilo odliSenie blizko pribuznych
druhov. Oblasti ITS rDNA (ITS1, ITS2 a 5,8S) vykazuju vy$Siu mieru divergencie ako
domény D1/D2 LSU rDNA a preto st vhodnejSie pre druhové odlisenie [47] [1] [48] [49].

e e W S S S W W—

Primery
NL1 NL4

~_18SRNA rmu-szsaaa‘ & 265 RNA —f5—

VePki jednotka  (LSU)

D1/D2 dména (600 nt) N4

Obr.5.  Kvasinkovd ribozomdlna DNA, ITS1-5,8S-1TS2 region a D1/D2 [50]

2.9.1 Izolacia DNA

Prvym krokom molekuldrnej analyzy je izoldcia gendmovej DNA. Bunky st chrianené
bunkovou stenou, ktord je treba vhodnym sposobom rozrusit. Lyza, alebo rozruSenie buniek,
je zékladnym predpokladom pre samotni izoldciu nukleovych kyselin. Podstatou je
dezintegracia bunkovej steny, aby doSlo k uvol'neniu a k ndslednej izol4cii DNA.

Existuje celd rada izolaénych metod. Vsetky izolacné metdody vychadzaji z fyzikalnych
a chemickych vlastnosti nukleovych kyselin, ktoré sa pri neutrdlnom pH chovajui ako anidny.
Tato vlastnost’ vyplyva z pritomnosti silne kyslych fosfatovych skupin. Polarita DNA sa
odraza v moznostiach precipitacie alkoholom. Medzi najCastejSie pouzivané chemické latky
ur¢ené k dezintegracii si Tris-EDTA, enzymatické cinidla (lyzozym) a detergenty
(dodecylsulfit sodny). Steny kvasiniek mozu byt narusené taktieZ mechanickymi metddami
(homogenizacia, mlyny). Po rozruseni bunkovej steny vznikd hruby lyzat buniek, z ktorého je
DNA nésledne izolovand. Lyzat obsahuje okrem DNA a RNA taktiez nizkomolekularne
uhlovodiky, polysacharidy, lipidy a bielkoviny. Z tejto zmesi modZe byt DNA izolovana
pomocou enzymov. K odstraneniu RNA je pouzivana ribonukledza A a pre odstranenie
proteinov proteinaza K. Tento krok je dolezity, pretoze lyzat obsahuje enzymy, ktoré mozu
degradovat’ DNA.

Dalsou metdédou pouzivanou k izoldcii DNA z lyzétu je fenol-chloroformové extrakcia.
K lyzéatu buniek je pridand zmes fenolu, chloroformu aizoamylalkoholu. Tato extrakcia
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vyuziva denatura¢né a inhibi¢né U€inky organickych rozpustadiel. Dochédza k odstraiiovaniu
hrubych zloziek lyzatov buniek a k ponechaniu nukleovych kyselin. Izoamyalkohol zvysSuje
rozpustnost’ fenolu v chloroforme. Fenol je organické rozpustadlo, ktoré sa pouziva
k oddeleniu proteinov od nukleovych kyselin. Proteiny si hydrofébne a ostdvaji v organicke;j
faze, zatial’ Co nukleové kyseliny st vysoko nabité a prechaddzaju do vodnej faze. Chloroform
denaturuje proteiny, rozpusta tuky a napomaha k oddeleniu jednotlivych fiz. Oddelenie sa
urychli centrifugéciou.

Vzniknutd zmes sa rozdeli na tri fdzy. Na hornd - vodnd fazu, v ktorej su rozpustené
nukleové kyseliny, dolnd-organickd fazu a medzifazu, ktord je zloZenad z denaturovanych
proteinov a zbytku buniek. V stcasnosti s vel'mi Casto pouzivané purifikacné kity, ktoré
obsahuju predpripravené roztoky a zaist'uju vysoku Cistotu aj koncentraciu izolovanej DNA.
Roztok obsahuje SDS ako detergent k odstrdneniu lipidov, soli pre naviazanie DNA na
silikové membrany, roztoky obsahujice ethanol pre precistenie DNA a roztoky o vhodnom
pH obsahujiice TRIS-HCI pufry pre rozpustenie a uchovavanie DNA [51] [52].

2.9.2 Polymerazova ret'azova reakcia

Polymerazova ret'azova reakcia (PCR, z anglického ,,Polymerase Chain Reaction* je syntéza
urcitého useku denaturovanej DNA v smere 5237, ktort sprostredkovava DNA polymeraza.
Amplifikovany tsek DNA je ohranieny kratkymi primerami (oligonukleotidy), ktoré
na zdklade komplementarity prisadaju na konce vybraného useku a od nich prebieha syntéza
DNA. Reakéna zmes obsahuje:

e DNA templit — matrica pre syntézu novych retazcov.

e Priméry — kritke oligonukleotidy, komplementirne k vybranym udsekom DNA
k amplifikacii.

e Termostabilni DNA polymerdzu — syntetizuje novy retazec DNA v smere 5" — 3’
podl'a sekvencie nukleotidov v komplementarnom retazci templatu DNA od miesta
naviazania primeru.

e dNTP — zmes vSetkych Styroch deoxyribonukleotidov, su zdkladnymi kamenmi pre
vystavbu nového ret'azca.

e PCR pufor — vytvara optimalne prostredie pre DNA polymerdzu, obsahujuci Mg2+
16ny, posobiace ako kofaktor na udrzanie enzymatickej aktivity Tag DNA polymerazy

e PCR voda — na doplnenie PCR zmesi do pozadovaného objemu.

Syntéza novej DNA prebieha v troch krokoch:

1) Denaturdcia — dvojretazcova molekula DNA (dsDNA) sa zahrieva na teplotu
94-98°C podobu 20-30 s. Dochadza k rozrusovaniu vodikovych mostikov a
k rozvolfiovaniu dvojSrobovnice na dve jednoretazové molekuly DNA.

2) Hybridizacia (annealing) — teplota sa postupne znizi na 50-65°C a ddjde k nasadnutiu
primerov na $pecifické miesta DNA.

3) Elongicia — syntéza novych retazcov DNA je katalyzovand termostabilnou
polymerdzou (izolovanou z baktérie Thermus aquaticus). Optimum aktivity je
v rozmedzi 65-75°C (v zavislosti na pouzitej DNA polymeraze). V smere od 5’konca
k 3” koncu prirastd vlakno DNA komplementarne k povodnej molekule DNA.

Postupnym opakovanim tohoto procesu sa syntetizuje az 10° képii vybraného dseku DNA.
Pocet cyklov zédvisi na vychodzej koncentracii templatovej DNA. Reakcie prebiehaju
v termocykleroch, v automaticky naprogramovanych c¢asovych intervaloch. Ako navrh
oligonukleotidovych primerov, tak aj programovanie reakénych krokov vychddza
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zo vSeobecnej znalosti Struktiry DNA a zo znalosti sekvencie, ku ktorej st prislusné
oligonukleotidy komplementarne. Z toho vyplyva, Zze pre PCR je nutné poznat sekvencie
aspon hrani¢nych usekov fragmentov, ktoré maji byt amplifikované. Priméry su navrhované
pomocou pocitacovych programov. Je dolezité, aby doslo ku Specifickej vdzbe iba k jednému
miestu v gendme, preto sa na 3 ’konce primerov zarad’uji 1-2 zvysky guaninu alebo cytozinu
a zarovenl aby sa obsah tychto nukleotidov pohyboval v rozmedzi 40-60. Dolezité je, aby
priméry nevytvérali vldsenky, duplexy a aby teplota topenia primérov bola podobnd,
minimalne 50°C [53] [54].
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: - |
Nukleotid W 5’ 3 ~—~—
4 Vodikovy 5* I 3 > " ~. —
mostik > il : I
I 3 ]
-~
5,—3./ e S Nasadanie Sk @ o~
& 5 o | Denaturacia 9 priemerov o ongacia o 9
3' I 5’ — —
™~ ) N 3" I 5’ —
Primer \ P \
Templitova 5’ 3 _
DNA 3' I 5
.

Obr.6.  Proces polymerdazovej retazovej reakcie (PCR)

2.9.3 Denaturacna gélova gradientova elektroforéza (DGGE)

Jednd sa o tzv. metodu otlacku prstu, protoZe slizi k presnému ur¢eniu mikroorganizmov,
najmd v spojeni s PCR bakteridlnych a kvasinkovych ribozomalnych génov. Denaturacna
gradientovd gélova elektroforéza (DGGE) je metdda, ktora sluzi na detekciu uz
jednonukleotidovych zdmen v molekule DNA. Principom metody je rozdielna
elektroforetickd mobilita denaturovanej (ssDNA) anedenaturovanej DNA (dsDNA)
v polyakrylamidovom géle so vzrastajicim denaturaénym gradientom. Ten je
sprostredkovany vzrastajlicou teplotou alebo koncentraciou denatura¢nych cinidiel, ktorymi
si v tomto pripade formamid a mocovina. V polyakrylamidovom géle dochddza k denaturécii
dvojretazovej DNA na zaklade teploty topenia, ktory zavisi od zloZenia jednotlivych bazi.
Rychlost’” denaturacie a tym aj elektroforeticka pohyblivost’ fragmentov zavisi na pocte
vodikovych vizieb medzi nukleotidmi a na mnoZstve dusikatych baz dsDNA. Guaninové
a cytozinové baze v molekule DNA denaturuji za vysSich teplot v dosledku stability.
Retazce DNA sa budu od seba I'ahSie oddel’'ovat’ v miestach, v kterych je astejsi vyskyt A-T
parov, ktoré si spojené dvomi vodikovymi mostikmi, tseky bohaté na G-C pary su
stabilnejSie vd’aka spojeniu tromi vodikovymi mostikmi. Rozozndvame dva zdkladné typy
DGGE, ktoré¢ sa liSia sposobom denaturacie DNA produktov. Najpouzivanej$im druhom pre
stanovenie polymorfizmu kvasinkovych kmenov je paralelnd DGGE, okrem nej existuje eSte
TGGE (teplotnd gradientova elektroforéza). Jednotlivé PCR produkty o rovnakej vel'kosti, ale
rozdielnej sekvencii st analyzované vo vhodnom denaturaénom rozmedzi. Polymorfizmy st
rozliSené na zaklade jednotlivych fragmenov pre prislusny kmen na géle alebo taktiez
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umiestnenim fragmentov v denaturacnom gradiente. Pre lepSiu rozliSitelnost’ fragmentov je
mozno pouZzit’ primery prediiené o GC svorky [51] [55] [56].

2.9.4 Sekvenovanie

Sekvenovanie je metdda, ktord umoziuje stanovenie primarnej Struktiry DNA, teda poradie
nukleotidov. Metddy sekvenovania nukleovych kyselin zaznamenali za poslednych 10 rokov
vel'ky pokrok. Vdaka optimalizacii pripravy vzoriek, povrchovej chémii, fluorescenénym
znackam, enzymovym reakciam, optike a elektronike je mozné ziskavat’ idaje o poradi baz z
jednotlivych molekdl DNA. Objavili sa nové postupy a metddy, ktorymi sa proces
sekvenovania DNA zrychlil a stal sa finanéne menej naro¢ny. Je mozné urenie kompletnych
genémov a detailnd analyza vybranych tisekov DNA alebo Studium expresie génov.

Medzi tradicné metody sekvenovania patri Sangerova a Maxam-Gilbertova metdda.
Sangerova metdda je taktiez oznacovana ako dideoxy sekvenacia alebo enzymova sekvenacia.
Je zalozen4a na sekvendcii pomocou detekcie ukoncenia predlzujuceho sa vldkna DNA.
Ktomu sa vyuziva dideoxynukleotid (ddNTP). Principom je zostrihanie retazca DNA
na kratSie useky, naklonovanie do vektorov a ndslednd amplifikécia in vivo v bakteridlnych
bunkidch. Ztych sa extrahuji plazmidy nesuce klonované fragmenty. Po zacleneni
deoxynuklidov do sekvencie sa znemozni vytvorenie fosfodiesterovej vizby s dalSim
nukleotidom aukonéi sa retazec DNA. Fragmenty su denaturované a roztriedené podla
vel'kosti pomocou elektroforézy. Patri k najpouzivanejSej a najpresnejSej metdde de novo.
Dika fragmentov sa pohybuje okolo 700-800 bp. Novsou modifikaciou je pouZitie kapildrne;
elektroforézy miesto Standardnej elektroforézy, ktord prebieha jednej sklenenej kapildre,
a kazdy ddNTP je znaceny inym fluorescenénym farbivom. Pri polymerazou katalyzovanej
syntéze komplementarnych vlédkien v reakénom roztoku obsahujicom zmes Standardnych
nukleotidov a oznacenych terminalnych nukleotidov vznikaju fragmenty DNA rozli¢nej
dizky.

Maxam a Gilber vyvinuli metodu zaloZenu na chemickej modifikacii DNA a ndslednom
Stiepeni dNTPs. MoZno sekvenovat’ dsDNA 1 ssDNA. Kratke sekvencie DNA st oznacné
radioaktivnym fosforom (**P) na 5” alebo 3¢-konci a deli sa na fragmenty, ktoré si vystavené
chemickému posobeniu. Fragmenty sd podrobené elektroforéze a y-Ziareniu, ¢o ma
za nasledok zosvetlenie ¢asti DNA, ktoré boli oznagené *’P. Metody zalozené na klasickej
Sangerovej sekvenacii DNA sa povazujli za metody prvej generacie. Okrem vysSie uvedenych
metdd sa vyvijaji d’alSie metddy sekvenovania [51] [57] [58].

2.10 Prietokova cytometria

Prietokovd cytometria (Flow Cytometry-FC) je analyticky néstroj umoZziujici analyzu na
urovni jednej bunky (single-cell-level). Je zaloZena na merani a analyze biologickych
a fyzikdlnych vlastnosti vySetrovanych castic unaSanych nosnou kvapalinou (modifikovanym
fyziologickym roztokom) interagujucou so svetelnym ziarenim pristroja. Zakladné veliiny
ktoré sa analyzuju su velkost' Castic, denzita (granularita) vnutorného obsahu a intenzita
fluorescencie. Proces je riadeny fluidnym systémom.

Do stredového jadra (central core) je privedend suspenzia buniek. Nosna kvapalina pretekd
vnatornym plastom jadra. Strhava bunky vdaka rychlosti a meni tok na parabolicky.
Najvyssia rychlost toku je v strede a tato sila umoziiuje suspenzii buniek pohyb. Tento jav sa
nazyva hydrodynamicka fokusacia. Vychadzajuce bunky st oziarované zdrojom svetla,
najcastejsie lasermi. Svetlo je rozptylované, prechddza filtrami a fotonasobi¢mi a si snimané
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v dvoch smeroch dvomi detektormi. Priamy rozptyl (forward scatter FSC, tiez Small Angle
Light Scattering — SALS) detekuje velkost’, bo¢ny rozptyl (side scatter SSC, alebo Large
Angle Light Scattering- LALS) poskytuje informdcie o vnitornej stavbe a povrchu buniek.
Dalsie informacie ziskame snimanim emisie fluoroférov pridanych ku vzorke po excitécii
laserom s vhodnou vInovou diZkou. K detekcii slizia 4 druhy filtrov. Preptstaja len svetlo
ur¢itych vlnovych diZiek, iné su blokované. Rozne ¢inidla sa viazu na bunedné organely,
v cytoplazme, pripadne na povrchu buniek. Dochddza k takej interakci elektronov, Ze je
vytvorena a zvysend schopnost’ danej molekularnej Struktiry fluoreskovat’ po excitécii. Signdl
z optiky je prevedeny na elektricky impulz, ktory sa spracuje pocitaovym programom.
Vysledkom su histogramy [59] [60] [61] [62].
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3 CIEL PRACE

Cielom diplomovej pradce zameranej na Stidium riadenia metabolizmu karotenogénnych
kvasiniek na molekuldrnej Grovni je rieSenie nasledujucich tloh:

1
2

Reser§ zamerana na metabolizmus lipotvornych a karotenogénnych kvasiniek.
Screening vybranych karotenogénnych kvasiniek — produkcia biomasy a metabolitov
na roznych substrétoch.

Charakterizdcia genému a vybranych génov kvasiniek.

Vplyv UV mutagenézy na metabolicku aktivitu a geném kvasiniek.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Mikrobialne kmene, chemikalie a pristrojové vybavenie
4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1 Kultivacia

Kvasni¢ny autolyzat (Himedia; India)

D-glukéza monohydrat (Penta; Cr)

Pepton (Himeda; India)

Siran sodny (Lach-Ner; Cr)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner; Cr)
Heptahydrat siranu hofeénatého (Lach-Ner; Cr)
Agar type I (Himedia; India)

Skrob (Lach-Ner; Cr)

Odpadna srvétka (Savencia, Pribyslav)

Lakt6za monohydrat (Lach-Ner; Cr)

Glycerol (Lach-Ner; Cr)

D-mannéza (Sigma-Aldrich; Nemecko)

D-xyl6za (Serva; Nemecko)

Yeast Nitrogen base without Amino Acids (Sigma-Aldrich; Nemecko)
Kvasni¢ny autolyzat (Himedia; India)

Pepton (Himeda; India)

Siran sodny (Lach-Ner; Cr)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner; Cr)
Heptahydrat siranu hofeénatého (Lach-Ner; Cr)
Uhligitan sodny (Lach-Ner; Cr)

Hydrogenuhli¢itan sodny (Penta; Cr)

Siran sodny (Lach-Ner; Cr)

Tetrahydrat vinanu sodno-draselného (Lach-Ner; Cr)
Pentahydrat siranu méd’natého (Lach-Ner; Cr)
Molybdenan aménny (Lach-Ner; Cr)

Kyselina sirova (Penta; Cr)

Heptahydrathydrat hydrogenarseni¢nanu sodného (Sigma-Aldrich; Nemecko)

4.1.1 Izolacia DNA, elektroforéza, DGGE

Triton X-10 (Sigma-Aldrich; Nemecko)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Penta; Cr)

Chlorid sodny (Lach-Ner; Cr)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Penta; Cr)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner; Cr)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Fischer scientific; Cr)
Ethanol

Sklenené gulicky

Fenol-chloroform-isoamylalkohol (Sigma-Aldrich; Nemecko)
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Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner; Cr)

Kyselina octovd (Lach-Ner; Cr)

Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA) (Fischer Scientific; Cr)
Agaré6za (Thermo Fischer Scientific; USA)

Ethidium bromid (Serva; Nemecko)

Bromfenolova modra — sodna sol’ (Serva; Nemecko)

Glycerol (Lachema; CR)

DNA marker (Top-Bio; Cr)

MiliQ voda pro PCR

PPP Master Mix (Top-Bio; Cr)

KAPA Long Range DNA Polymerase (KAPA BIOSYSTEMS; USA)
KAPA2G Robust HotStart (KAPA BIOSYSTEMS; USA)

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs; Vel'ka Britania)
Syntetické primery NL1, NL4, LS2, ITS1, ITS4, ITS2, ITS3 (Elisabeth Pharmacon; CR)
DNA Ladder (Nipon Genetics; Nemecko)

DNA marker (Top-Bio; Cr)

Carrier-ACRYL (Top-Bio; Cr)

Octan sodny (Top-Bio; Cr)

96% ethanol (Top-Bio; Cr)

75% ethanol (Top-Bio; Cr)

Tris-HCI + EDTA (Top-Bio; Cr)

Akrylamid (Serva; Nemecko)

N,N'-methylenbisakrylamid (Serva; Nemecko)

Formamid (Sigma-Aldrich; Nemecko)

Mogovina (Penta; Cr)

TAE pufor

4.2.2 Pristroje a pomocky

Ockovaci box Aura mini (Bioair Instruments, UK)

Vodna lazeit EL-20D Kavalier (CR)

Ultrazvukové vaita PS02000 (CR)

Vortex, Ika Vortex genius 3 (SRN)

Analytické vahy BOECO (SRN)

Mikrocentrifuga Mikro 200 Hettich Zentrifugen (SRN)

Centrifiga U-32R Boeco (Germany)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

HPLC/PDA zostava: zostava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
Kolona Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm,
Phenomenex Drzék predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
Piedkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex

Laminarni box (Bio Air; Esco Class II BSC)
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Mikrocentrifuga (Cleaver; National labnet)

Mikrovinka (Professor)

Opticko mechanicky adaptér (Canon)

PCR cyklér (Corber research; Bio-rad)

PDA/HPLC (ThermoFischer scientific)

Prietokovy cytometer (Apogee flow systems)

Susiaren (Memert)

Syncronis C18 kolona (Phenomenex; USA)

UV/VIS spektrofotometr (Boeco)

UV transiluminator (Major Science)

Zdroj napitia (Biotech)

Termostatovana trepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (CR)
Trepacka Yellow line, (SRN)

Elektroforetickd aparatira, Mini-PROTEAN, BioRad (USA)
Termostat- Memmert INB 400 (SRN)

ELISA Reader BioTek ELx808

Bezné laboratérne sklo

4.2.3 Pouzité kvasinkové kmene

Karotenogénne kvasinky boli vybrané podla fyziologickej podobnosti a taxonomického
zariadenia. Cisla 1, 4, 5, 6, 7, 8, 8, 9, 21 maju kvasinky v naSej laboratornej zbierke a budd
pouzité v praktickej Casti tejto diplomovej prace.

Zbierkové cislo

Oznacenie Druh CCY

1 Rhodotorula aurantiaca 20 9 7

4 Rhodotorula mucilaginosa 20 7 28

5 Rhodotorula mucilaginosa 20_7 31

6 Phaffia rhodozyma 77_1

7 Cystofilobasidium capitatum 10_1_1

8 Cystofilobasidium capitatum 10_1_2

9 Cystofilobasidium macerans 17.9 3

21 Cystofilobasidium imfirmominiatum 17_18_4

Tab. 1. Prislusné oznacenie karotenogénnych kvasiniek a ich zbierkové cislo CCY (Culture Collection of

Yeasts)
4.3 Molekularne metody

4.3.1 Izolacia kvasinkovej DNA

Izolacia kvasinkovej DNA bola uskuto¢nené nasledujucim spdsobom. Peleta bola odobrana
z agaru pomocou kl'ucky do skimavky typu Eppendorf. K pelete bolo pridanych 300 pl
lyzaéného pufru a 200 pl sklenenych guli¢iek. Nésledne bolo pridanych 300 pl roztoku fenol-
izoamylalkoholu a skimavky boli vortexované 10 min pri najvysSej rychlosti a ndsledne
centrifugované po dobu 5 min pri 13 000 otackach za minutu. Opatrne bolo prevedenych 200
ul vrchnej faze do novej skimavky typu Eppendorf. K vrchnej faze bolo pridanych 500 pl
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vopred vychladeného 100% ethanolu. Vzorky boli umiestnené do mraznic¢ky pri teplote -
20°C po dobu 20 mintt. Po uplynuti €asu boli vzorky centrifugované rovnako ako
predchddzajicim spdsobom. Ethanol bol odstrdneny od pelety pomocou vakuovej vyvevy a
odsdvacej banky. Kpelete bolo pridanych 500 pl 70% roztoku ethanolu a opéat
boli centrifugované po dobu 5 mint pri 13 000 otdCkach za minatu. Ethanol bol odstraneny
pomocou vdkuovej vyvevy a odsdvacej banky avzniknutd DNA sa nechala uschnut
v skiimavke po dobu 15 mintt v suSiarni pri teplote 37°C. K takto vysuSenej DNA bolo
pridanych 50 pl vody pre PCR, nésledne skiimavky 5 mintt stdli a boli vortexované.

Koncentracia vyizolovanej DNA bola sledovand spektrofotometricky. Nukleové kyseliny
maju absorpéné maximum pri 260 nm, proteiny, ktoré su povazované ako kontaminanty
absorbuji pri 280 nm. Z pomeru hodndt A260/A280 sa stanovila Cistota DNA. Pomer
absorbancii ¢istej] DNA sa pohybuje v rozmedzi 1,8-2,0. Pri kontaminécii proteinmi je pomer
mensi ako 1,8. Pri vyskyte RNA je pomer vyssi ako 2,0.

4.3.2 Precipitacia DNA

Cistenie DNA sa uskutoénilo pomocou purifikaéného kitu nasledujicim spésobom.
K 25 ul DNA bolo pridany 2,5 ul 3M octanu sodného (pH 5,2), 1 ul Carrier - ACRYLu,

75 pl 96 % ethanolu. Zmes bola zvortexovand a uloZzend do mraznicky pri teplote -20°C na
dobu minimélne 30 mintt. Po uplynuti doby bola zmes centrifugovand vo vopred vychladene;j
centrifuge na 4°C 15 minit pri 14 000 otackach za minutu. Nasledne bol supernatant
odstraneny a ku pelete bolo pridanych 200 pl 75 % ethanolu. Nésledovala opét’ centrifugacia
po dobu 2 mindt, odstrdnenie supernatantu a peleta bola ponechana suseniu pri teplote 37-
66°Cpo dobu 15 mintt. Po uplynuti doby bola DNA rozpustend v 10mM TRIS-HCI s ImM
EDTA pufru v 25 pl.

4.3.3 Optimalizacia PCR

Molekularna charakterizacia karotenogénnych kmetiov bola prevedend pomocou
polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Uspe$nost krokov amplifikdcie bola
overend pomocou agardzovej elektroforézy a pomocou DGGE boli analyzované Specifické
Casti kvasinkovej DNA.

Optimalizicia PCR sa uskutocnila sledovanim zmien teplot zodpovedajucich za
denaturdciu aza nasadanie primerov (annealing). Optimalizicia PCR dlhej oblasti
kvasinkovej rDNA bola amplifikovana pomocou primerov ITS1 a NL4 , pre oblast’ ITS1 boli
pouzité primery ITS1 a ITS2, pre oblast’ 5,8S-ITS2 primery ITS3 a ITS4 a pre amplifikdciu
D1/D2 oblsti primery NL1 a LS2. Na amplifikaciu boli pouzité¢ Styri rozne kity: Top-Bio,
KAPA2G Robust, KAPA Long Range a BioLABS.

4.3.4 Molekulirna charakterizacia Standardnych kmenov karotenogénnych kvasinek

Pre PCR sluzil ako templat kvasinkova DNA izolovand v predchddzajicom kroku. Jednotlivé
komponenty pre PCR boli kritko zvortexované a zcentrifugované. VSetky komponenty boli
pripravené a pouzité za sterilnych podmienok, aby a zabranilo moZnej kontamindcii. Zmes
bola pripravend v prislusnom objeme podla poctu vzoriek do skimaviek typu Eppendorf.
Najskor bol pripraveny tzv. Master mix, ktory obsahoval zmes komponent pre PCR okrem
templatovej DNA. Po rozpipetovani Master mixu do skiimaviek typu Eppendorf bola na zaver
pridané templatova DNA. Pre overenie Cistoty vSetkych komponent bola do reakcie zaradena
tiez negativna kontrola. Mala rovnaké zlozenie PCR zmesi, avSak namiesto templatovej DNA
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obsahovala sterilni PCR vodu. Objem a koncentrdcia jednotlivych komponentov je
nasledovna.

Reakéna zmes kitu TopBio o objeme 25 pl bola pripravend zmieSanim 12,5 ul Master
Mixu, 9,5 ul H,O pre PCR, 1 ul forward primeru 10x riedeného, 1 ul reverse primeru 10x
riedeného a 1 pl templdtovej DNA.

Reakénd zmes kitu KAPA 2G Robust o objeme 25 pl bola pripravena zmieSanim 5 pl 5X
KAPA2G pufru A obsahujiceho 1,5 mM MgCl,, 0,5 ul 10 mM dNTP, 1,25 ul forward
primeru 10x riedeného, 1,25 ul reverse primeru 10x riedeného, 1 ul templatovej DNA a 0,1 ul
a 0,2 ul 5 U/ul KAPA2G Robust DNA polymerazy, pricom koncentracia bola 0,5 U a 1 U.
Reak¢na zmes bola doplnena do 25 pl sterilnou PCR vodou.

Reakéna zmes kitu KAPA LongRange o objeme 25 pl bola pripravena zmieSanim 5 pl 5X
KAPA LR pufru bez Mg2+, 1,75 ul 0,25 mM MgCl,, 0,75 pul 10 mM dNTP, 1,25 pl forward
primeru 10x riedeného, 1,25 ul reverse primeru 10x riedeného, 1 ul templdtovej DNA a 0,1 ul
5 U/ul KAPA LongRange DNA polymerazy.

Reakéna zmes kitu New England BioLabs o objeme 25 pl bola pripravena zmieSanim5 pl
5X Q5 reakéného pufru, 5 pl 5X Q5 High GC enhanceru, 0,5 ul 10 mM dNTP, 1,25 ul
forward primeru 10x riedeného, 1,25 ul reverse primeru 10x riedeného, 1 ul templétove;j
DNA a 0,1 pl Q5 High-Fidelity DNA polymerdzy. Reakénd zmes bola doplnend do 25 pul
sterilnou PCR vodou

Po priprave su vzorky kratko zcenrifugované a prenesené do termocykleru, kde prebiehali
jednotlivé cykly podl'a Tab. 2

Tab. 2. Podmienky PCR

TopBio KAPA2G Robust KAPA Long Range BioLabs
Teplota Doba Teplota Doba Teplota Doba Teplota | Doba
vodnd o, gsoc| 2.5, 10 min | 95:96°C | 5: 10 min 94°C 2 min 98°C | 30s
denaturacia
Denaturacia |94; 95°C 15;30s 95; 98°C 15;30s 94°C 15s 98°C 10s
Annealing | 56°C 15;30s |56;58; 60°C 15;30 s 56; 58; 60°C 15s 56°C 30s
Elongacia 72°C |30s; 1;2 min 72°C 30sal;2 min 72°C 30sal;2min| 72°C 1455 S;_
,5 min
Finalna . . . .
K 72°C 2; 5 min 72°C 2 min 72°C 5 min 72°C 5 min
extenzia
Chladenie 4°C 5 min 4°C 5 min 4°C 5 min 4°C 5 min

4.3.5 Kontrola PCR produktov horizontalnou elektroforézou

Uspesnost oboch krokov amplifikacie bola overend pomocou agarézovej elektroforézy.
K PCR produktom bola pridand signdlna farba (pozostavajucou z 0,025g brémfenolove;j
modrej a4 g sacharézy v 10 ml redestilovanej vody). Ako velkostny Standard bol pouzity
DNA ladder FastGene.

Pre pripravu agar6zového gélu bolo 1,8 g agar6ézy rozpustenej v 980 ml miliQ vody
av 20 ml 50x koncentrovanom Tris-acetditovom (TAE) pufre. Zlozenie pufru je uvedené
v Tab. 3Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.
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Tab. 3. Zlozenie 50x koncentrovaného TAE pufru

Chemikalie MnoZstvo
Tris-HCl 242 ¢
Koncentrovand kyselina octova 51,1 ml
0,5M EDTA (pH 8) 100 ml

Agar6za bola rozpustend zahriatim v mikrovlnnej rdre. Do elektroforetickej vane bolo
nanesenych 50 pl ethidiumbromidu a agar6za. Po jemnom premiesani bol vlozeny hreben pre
vytvorenie jamiek a gél bol ponechany tuhnutiu po dobu 30 mintt. Po stuhnuti bol hreben
odnaty a do jamiek boli napiperované vzorky (14 pl) zmieSané s farbiacim pufrom (2 pl)
aladder (10 pl). Elektroforetickd vana so vzorkami bola zaliata 1x koncentrovanym TAE
pufrom po vyznaceni rysku. Aparatira bola pripojend k jednosmérnému zdroju pradu
a elektroforéza prebiehala pri podmienkach 110 V, 400 mA po dobu 1 hodiny. Po skonceni
elektroforézy bol gél preneseny do vizualiza¢nej komory systému Ultralum. Po osvetleni UV
svetlom sa zviditel'nili bandy sledovanych PCR produktov odpovedajuce svojej velkosti.

4.3.6 Analyza Specifickej ¢asti kvasinkovej DNA pomocou DGGE

Pre denaturacnu gradientovu elektroforézu bol pouzity 8% polyakrylamidovy gél. Najprv bol
pripraveny roztok 40% AA/BIS o nasledujucom zlozeni. Do 200 ml odmernej banky bolo
navazenych 76 g akrylamidu a 4 g bis-akrylamidu a banka bola doplnend po rysku miliQ
vodou. Podl'a Tab. 4 boli do 100 ml odmernych baniek pripravené 0%, 30% , 50%, 60%,
70% a 80% zéasobné roztoky denaturantov.

Tab. 4. Zlozenie zasobnych roztokov pre 8% polyakrylamidovy gél

komponenty 0% 30% 50% 60% 70% 80%
40% AA/BIS (ml) 20
50xTAE pufor (ml) 2
formamid 0 12 20 24 28 32
mocovina 0 12,6 21 25,2 29,4 33,6
celkovy objem vody
(ml) 100

Polyakrylamidovy gél bol pripraveny nasledovne. K zalepeniu okrajov bol pouzity 8% gél
bez denaturacnych cinidiel. Ku vSetkym gélom bolo pridanych 40 pul APS (amonium
persulfat) a 8 ul TEMED (N,N'-tetramethylendiamin), ¢im bola iniciovana polymerizacia. Po
zpolymerizovani bol naliaty gél s denaturacnym gradientom. Pre ITS1 oblasti kvasinkovej
DNA bol pouzity denaturacny gradient 60 — 80 % denatura¢nych ¢inidiel pro ITS2 50 — 70 %
a pro D1/D2 30 — 50% a 50 — 80 % denatura¢nych cinidiel.

Gély boli nasaté do plniacich striekaciek a vloZzené do aparatiry. ZloZenie aparatiry je na
Obr.7. Pohybom oto¢ného kola boli roztoky v hadickdch zmieSané a pomocou ihly
nadavkované tak, aby gradient denaturacnych ¢inidiel bol v spodnej Casti mens$i a v horne;j
vy$$i. Vrchna Cast’ gélu bola zaliatd lepiacim 0% gélom. Nakoniec bol navrch umiestneny
hrebeni pre vytvorenie jamiek v géle. Gél bol ponechany dve hodiny tuhnutiu.

Jamky pripraveného gélu boli preplachnuté destilovanou vodou kvoli odstraneniu zbytkov
akrylamidov a gél bol vlozeny do elektorforetickej vane obsahujicej 7 litrov 1x TAE pufru .
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Po vytemperovani elektroforetického gélu a pufru na 60°C boli do jamiek nanesené vzorky
PCR produktov (10 pl vzorky a 3 ul bromfenolovej modrej). Separacia prebiehala za napitia
110 V, pridu 140 mA po dobu 12 hodin. Po skonceni denaturacnej gradientovej gelovej
elektroforézy bol polyakrylamidovy gél premiestneny do ldzne obsahujicej 250 ml 1xTAE
pufru a farbeny pomocou 50 pl etidiumbromidu o koncentracii 10 mg/ml po dobu 20 minuit.
Gél bol bo odfarbeni premyty destilovanou vodou a vizualizovany pod UV Ziarenim.

Obr.7. DGGE aparatiira

4.3.7 Sekvenovanie

Precistené PCR produkty boli poslané ku komerénému sekvenovaniu prevedenému firmou
SEQme s.r.o.. Ziskané vysledky boli ziskané vo formate FASTA a vyhodnotené pomocou
sluzby BLAST databdze National Center for Biotechnology Information (NCBI).

4.4 Kultivaéné metédy

4.4.1 Selekcné testy

Prvym krokom bola priprava sterilného materidlu a médii pre kvasinky. Médium o zloZeni
v Tab. 7 bolo sterilizované v tlakovom hrnci po dobu 1 hodiny. Z Petriho misiek
po 24 hodinovej kultivécii bolo do 5 ml vysetrilizovaného média zaockovanych po jednej
kl'ucke prisluSnej kultiry kvasiniek. Kultiry boli ponechané kultivécii na trepacke pri 120
rpm, pri stdlom osvetleni pri teplote 23°C. Po 24 hodinach bola ast’ kultary preliata do
skimaviek typu Eppendorf a nisledne bolo zmerand absorbancia pri 600 nm pri vhodnom
riedeni tak, aby absorbancia nepresiahla hodnotu 1. Kvasinky boli taktieZ pozorované pod
mikroskopom pre vylucenie moznej kontaminacie. Kultury kvasiniek boli ndsledne nariedené
tak, aby absorbancia zodpovedala hodnote 1, zcentrifugované 1 minttu pri 14 000 otackach za
minttu. Supernatant bol odliaty a k sedimentu bolo pridanych 1 ml sterilnej vody. Nésledne
bola opakované centrifugdcia, supernatant bol odliaty ak sedimentu bol pridany 1 ml
vysterilizovanej destilovanej vody. Takto pripravena kultira kvasiniek bola d’alej riedend 10x,
100x , 1 000x a 10 000x.

Boli pripravené dve sady tuhych médii pre realizaciu ,,drop*“. Jedna sada obsahovala
pridavok vitaminov, druhd sada bola bez pridavku vitaminov. ZloZenie médii pre obe sady
misiek su uvedené v Tab. 5.
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Tab. 5. Zlozenie médii pre selekcny test

Misky
Pouzité chemikalie Bez vitaminov (20 ml) S vitaminmi (20 ml)
(NH4),SO4 4 g -
KH,PO, 4 ¢/l 2 gl
MgS0,.7 H,0 0,696 g/l -
Agar 30 gl 30 g/l
Yeast Nitrogen base - 1,33 ml

Obe sady obsahovali substraty 0,5% (w/w) D-glukézu, D-xylézu, laktézu, D-arabinézu,
glycerol, Skrob, mandzu, galaktézu, syrovatku aboli pripravené aj sady bez substritov.
Po sterilizacii bolo do jedej sady pridanych 1,33 ml vitaminov (Yeast Nitrogen base without
Amino Acids) rozpustenych vo vode a sterilne prefiltrovanych. Podl'a prislusného vzoru
uvedeného ako na Obr.8 , boli napipetované 3 pl riedenej kultury kvasiniek.

Oznacenie kvasinky
Riedenie 21 9 8 7 6 5 4 1
1x ° ° ° ° ° ° °
10x ° ° ° ° ° ° ° °
100x ° ° ° ° ° ° ° °
1 000x ° ° ° ° ° ° ° °
10 000x ° ° ° ° ° ° ° °

Obr.8.  Spdsob oznacenia miest na pipetovanie pre selekcny test

4.4.2 Kultivacia karotenogénnych kmenov kvasinek

Vybrané kmene kvasiniek sa radia medzi striktne aer6bne a mezofilné mikroorganizmy, ktoré
maju podobné naroky na rastové podmienky.

Kmene kvasiniek boli kultivované v tekutom médiu pri teplote 23°C za neustdleho trepania
(120 rpm) a osvetlenia z dovodu produkcie karotenoidov. Média boli sterilizované v tlakovom
hrnci s otvorenym ventilom po dobu jednej hodiny. Kultivicia prebiehala v troch fazach.

4.4.3 Zlozenie kultivaénych médii

Vopred boli pripravené Petriho misky s ¢erstvou kultiirou vybranych druhov kvasiniek.

Pre kazdy druh kvasiniek bolo pripravené jedno inokulum I o zloZeni uvedenom v Tab. 6.
Vysterilizované inokulum bolo zaockované jednym ockom cerstvej zasobnej kultury
uchovavanej na Petriho miske. Kultivicia prebiehala 24 hodin v 25 ml inokula I v 100 ml
Erlennmayerovych bankéch.

Tab. 6. Zlozenie inokula I

Zlozka MnoZstvo
Voda 1000 ml
Glukoéza 20g
Pepton 20¢g
Kvasni¢ny autolyzat 10g
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Pre kazdy druh kvasiniek bolo po kultivacii v inokule I pripravené inokulum II, ktor¢ sa liSilo
v zlozeni. ZloZenie Inokula II je uvedené v Tab. 7. Vysterilované Inokulum II bolo
zaoCkované inokulom I, na zéklade premeranej absorbancie zo zaockovaného inokula I tak,
aby vysledna absorbancia média bola 0,5. Kultivacia prebiehala 24 hodin v 50 ml inokula II
v 250 ml Erlennmayerovych bankach.

Tab. 7. Zlozenie Inokula I1

Zlozka Mnozstvo
Voda 1000 ml
(NH4)>SO4 4¢g
KH2PO4 4 g
MgSO,-7H,0 0,696 g
Glukéza 30¢g
Kvasni¢ny autolyzat 7g

Pre kazdy druh kvasiniek z inokula II boli pripravené dve série sterilnych produkénych médii
(A a B), do ktorych boli preockované kultiry z inokula II. ZloZenie produkéného média je
uvedené v Tab. 8. Vysterilizované produkéné médium bolo zaockované inokulom II na
zdklade premeranej absorbancie zo zaockovaného inokula II tak, aby vyslednd absorbancia
média bola 0,5. Kultivicia prebiehala po dobu 72 hodin v 125 ml tohoto média v 500 ml
Erlenmayerovych bankéch.

Tab. 8. Zlozenie produkéného média

Zlozka MnozZstvo
Voda 1000 ml
(NH4)QSO4 2,8 g
KH2PO4 4 g
MgSO4-7H,0 0,696 g
Glukéza 30¢g
Kvasni¢ny autolyzat | 1,5 ¢

4.4.4 Mikroskopické pozorovanie buniek

Pre posudenie morfologie buniek a pre vylic¢enie moznej kontaminacie boli kultary kvasiniek
pozorované pod mikroskopom. Kvapka suspenzie bola nanesend na podlozné sklicko,
prekryta krycim sklickom a kvasinky boli pozorované pod mikroskopom. Vysledky boli
zachytené digitdlnou kamerou a spracované pocitaovym softwarom.

4.4.5 Stanovenie biomasy

Rastové krivky boli stanovené pre vSetky kmene rovnako nasledujucim spdsobom. Po
zaoCkovani produkénych médii boli odobraté 3 ml vzorky v Case 24, 48, a 72 hodin. Vzorky
boli zcentrifugované pri 4500 otackach za minutu po dobu 8 minut. Nasledne bol odstraneny
supernatant a vzniknutd biomasa bola dvakrat premytd 3 ml destilovanej vody aznovu
centrifugovand. Takto premytd biomasa bola rozsuspendovand v 3 ml destilovanej vody,
preliata do vopred vysuSenych a zvazenych véaZeniek a nasledne umiestnend do suSiarne
vyhriatej na 80°C po dobu 72 hodin. Potom boli vaZenky prenesené do exikdtoru a po
24 hodinach zvazené. Taktiez bol odobraty 1 ml vzorky, ato vzdy v Case 24, 32, 48, 56
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a 72 hodin, ktory bol vhodne nariedeny a pouzity na spektrofotometrické stanovenie pri
vlnovej dizke 600 nm. Ako blank bola pouzita destilovana voda.

4.4.6 Spracovanie biomasy

Z produkéného média bolo odobratych 10 ml vzorky v ¢ase 72 hodin. Vzorky boli
centrifugované pri 7000 otackach za minitu po dobu 4 mintit. Biomasa bola nasledne ulozena
do mraznicky. Lepsi prehl'ad odberov je v Tab. 9

Tab. 9. Prehlad casu vykonanych odberov

Cas odberu (h)
Druh odberu 24 32 48 56 72
oD v v v v v
Glukéza v v v v v
Gravimetrické stanovenie biomasy \ X \ X \
Biomasa na stanovenie lipidov a karotenoidov X X X X \

4.4.7 Stanovenie glukozy

Na stanovenie glukoézy bol pouzity supernatant zo zcentrifugovanej biomasy kvasiniek
z kazdého odberu .

Redukujice sacharidy boli stanovené spektrofotometricky metédou Somogyi-Nelsona.
Tato metéda vyuziva schopnosti redukujicich sacharidov vyredukovat z alkalického
prostredia med’natych soli oxid med'ny, ktory s arzenomolybdenanovym ¢inidlom poskytuje
farebny komplex. Toto zafarbenie bolo zmerané pomocou UV VIS spektrofotometra pri
vinovej dizke 720 nm proti blanku.

Substrat bol pripraveny nasledujicim spésobom. K 1 ml vhodne nariedenej vzorky bolo
pridanych 500 pl Somogyiho ¢inidla I a 500 pl ¢inidla II. Takto pripravené skimavky boli
ponorené do horucej vodnej lazne po dobu 10 minut. Po 10 minutach bolo k ochladenym
skimavkam pridanych 500 pl ml ¢inidla III, obsah bol premieSany do rozpustenia zrazeniny.
K obsahu bolo pridanych 7,5 ml vody (celkovy objem bol 10 ml). Absorbancia sa merala proti
blanku, ktory bol pripraveny rovnako ako vzorky, ale supernatant bol nahradeny 1 ml
destilovanej vody.

4.4.7.1 Priprava ¢inidiel

Roztok I pozostaval z 24 g bezvodého Na,CO3, 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého Na;SOs4, 12 g
vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovanej vody.

Roztok II pozostival zo 4 g CuSO, .5H,0, 24 g bezvodého Na,SO4 a 200 ml destilovane;j
vody.

Roztok III pozostdval z 25 g molybdenanu amonného rozpusteného v 450 ml destilovanej
vody, 21 ml koncentrovanej H,SO4 a 3 g Na,HASO,4.7H,0 rozpusteného v 25 ml destilovane;j
vody. Tento roztok musel 48 hodin stat’ pri laboratornej teplote bez pristupu svetla.

4.4.7.2 Stanovenie kalibracnej krivky glukézy

Pre zostrojenie kalibra¢nej krivky glukoézy bol pouzity zakladny roztok glukdzy
o koncentricii 35g/1. Z tohto roztoku bola pripravena kalibracna rada o koncentrécii 30; 25;
20; 15; 105 5; 2,5; a 1 g/l. Roztoky glukézy boli nasledne boli 100x zriedené. Do skiimaviek
typu Eppendorf bolo napipetovanych 900 ul destilovanej vody a 100 ul glukozy. Z takto
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nariedenych skimaviek bolo odobranych 100 pl vzorky, ktora bola prevedena do skiimavky.
Bolo pridanych 900 pul vody 500 pul Somogyiho ¢inidla 1a 500 pl Somogyiho ¢inidla II.
Skimavky boli 10 mintt povarené a ochladené na laboratérnu teplotu. Nasledne bolo
pridanych 500 ul ¢inidla III. Obsah skumaviek bol doplneny 7,5 ml destilovanej vody na
celkovy objem 10 ml, premiesany a ndsledne bola na zmerana absorbancia pomocou UV VIS
spektrofotometra pri vinovej dizke 720 nm proti blanku (blank obsahoval namiesto vzorky
Iml destilovanej vody).

4.4.8 Izolacia a analyza karotenoidov a vybranych lipidickych latok

Karotenoidy, ergosterol a koenzym Q su sucastou lipidickej frakcie bunky. Jednou z metod
ich spolocnej extrakcie je metéda podla Folcha. Nakoniec si vzorky karotenoidov
analyzované pomocou RP-HPLC s PDA detekciou a vzorky lipidov enzymaticky pomocou
ELISA readru.

4.4.8.1 Extrakcia karotenoidov a lipidickych latok z kvasiniek

K zmrazenej biomase kvasiniek (zo 72. hodiny) boli pridané 2 ml sklenenych guli¢iek a 10 ml
rozpust'adla chloroform: methanol (roztok I) v pomere 2:1. Vzorky boli extrahované po dobu
30 min na najvysSej rychlosti. Po zvortexovani boli pridané 2 ml 0,034% roztoku chloridu
hore¢natého a vzorky boli znovu vortexované po dobu 10 minit. Nasledne boli vzorky
centrifugované vo vopred vychladenej centrifuge na 4°C pri 10 000 ot/min po dobu 5 minut.
Vrchna faza bola odstranena pomocou vakuovej vyvevy a odsdvacej banky. Ku zvySnej
organickej faze boli pridané 4 ml roztoku methanol:voda:chloroform (roztok II) v pomere
48:47:3 a vzorky boli dokladne zvortexované. Nasledne boli vzorky opit’ zcentrifugované
abola odstranend vrchnd faza rovnako ako predoSlym sposobom. Organickd fdza bola
prevedena do sklenenych sktimaviek pomocou pipety a zvySky biomasy a sklenenych
guli¢iek boli premyté 4 ml roztokom I a 2,5 ml roztokom II. Po doékladnom zvortexovani boli
vzorky scentrifugované, vrchnd faza bola odstranend a organickd fdza bola odobratd rovnako
ako predchadzajicim spdsobom. Ziskand organickd faza bola rozdelend na dve polovice
a preliata do plastovych skimaviek. Z jednej sady bol stanoveny obsah lipidickych létok,
z druhej bol stanoveny obsah karotenoidov.

4.4.8.2 Analyza karotenoidov metédou RP-HPLC/PDA

Vzorky boli prevedené do odparovacej banky a po odpareni boli rozpustené v 1 ml
chloroformu pre HPLC. Vzorky boli zfiltrované cez 0,2 um filter pomocou striekacky a
nanesené na nepoldrnu chromatograficki kolénu C18 s predradenou predkolénou. Ako
mobilné fazy boli pouzité fiza A o zloZeni acetonitril:methanol:Tris-HCI (pH 8) v pomere
84:2:14 afiza B o zloZeni ethylacetat a methanol v pomere 40:60. HPLC prebiehala podla
nasledujiceho gradientu: 0 min. 100% faza A, do 11 min. sa vymeni za 100% fazu B, ta sa
drzi 6 minat, nasledne sa za minatu vymeni na 100% A a od 18 do 23 min. ide Cista faza A.
Prietok bol nastaveny na 1000 pl. Samotnd separdcia vzorky prebiehala pri 25°C po dobu 23
mindt pomocou gradientovej eldcie. K detekcii bol pouzity PDA detektor. Vyhodou je, Ze
snima absorbanciu pri niekol’kych nastavenych vinovych dizkach (450 nm pre karotenoidy a
285 nm pre ergosterol a koenzym Q), a zadrovenn umozni snimat’ aj celé absorbéné vinové
spektrum. Vysledné ddta boli zpracované a vyhodnotené na zaklade kalibracnej krivky
ergosterolu a B-karoténu.
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4.4.8.3 Enzymatické stanovenie lipidov

Stanovenie lipidov je zalozené na Stiepeni triacylglycerolov (TAG) lipazou, pricom vznika
glycerol ktory je oxidovany za vzniku peroxidu vodika a v reakcii s 4-aminoantipyrinom
a N-etyl-N-(3-sulfopropyl) m-anisidinom sodnym dava sfarbenie, ktoré ma absorpcné
maximum pri 540 nm.

Najprv bol zmiesany Free Glycerol reagent so 40 ml vody a Triglyceride reagent s 10 ml
vody. Nasledne bol pripraveny pracovny roztok ich vzdjomnym zmiSanim v pomere 4:1
Bola pripravend kalibra¢na rada Standardov pomocou Glycerol standard solution s riedenim
1-6x.

Do jamiek urcenych pre blank a ku vzorkdm bolo pridanych 10 pl vody a 200 pl reakcnej
zmesi. Do jamiek urCenych pre Standard bolo pridanych 10 pl Standardu a 200 pl reakcéne;j
zmesi. Nasledne bola dosticka umiestnena do ELISA readeru temperovaného na 37 °C a bola
zmerand absorbancia pri 520 nm. Absorbancia bola sledovana kazdych 5 minut po dobu 60
minut a bola od¢itand v ase najvyssej absorbancie pre dant vzorku a Standard.

Obr.9. Dosticka po enzymatickom stanoveni lipidov

4.5 Kaultivacia mutantnych kmenov

Pre mutagenézu bol vybrany kmen Cystofilobasidium capitatum (¢.8), ato na zdklade
predchadzajtcich stadii, kde vykazoval dobré produkéné vlastnosti na odpadnom glycerole
ako zékladom zdroji uhlika [63].

Petriho misky boli kultivované 48 hodin pri stdlom osvetleni pri teplote 23°C. Po 48
hodinovej kultivécii boli kvasinky podrobené mutécii pomocou UV Ziarenia s vinovou dizkou
264nm.

Bola pripravend kontrolnd miska s ¢asom 0, ktord nebola podrobené muticii. Na d’alSie
jednotlivé misky pdsobilo Ziarenie po dobu 1, 3 a 5 minit.
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Obr.10. Pésobenie UV zZiarenia ako mutagénu na Petriho misku

Nésledne boli pripravené dve média z odpadnych substritov ajedno kontrolné médium
obsahujuce glukozu. Ako substraty boli pouzité odpadna srvatka a glycerol. ZloZenia médii st
uvedené v Tab. 10 a Tab. 11. Zlozenie média pre glycerol odpoveda zlozeniu soli pre
glukézu. Rovnako bol pripraveny aj roztok soli bez pritomnosti glukézy (glycerolu). Médid
boli sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu jednej hodiny.

Tab. 10. Zlozenie média - srvdtka

Zlozka MnoZstvo
Voda 1000 ml
(NH4)»,SO4 1,82 ¢
Srvatka 392¢g
Kvasni¢ny autolyzat 15¢g
Tab. 11. ZlozZenie média- glukdza a glycerol
Zlozka MnoZstvo
Voda 1000 ml
(NH4)ZSO4 4 g
KH,PO,4 4g
MgSO4-7H,0 0,696 g
Glukoza / Glycerol 30g

Do Erlenmayerovych baniek o objeme 100 ml bolo naliatych 20 ml vysterilizovaného
média. Na Petriho misky s oziarenou kultarou bolo prevedenych 5 ml roztoku soli, bunky boli
rozsuspendované pomocou jednorazovej kl'ucky a prevedené do sterilnej kyvety. Z kyvety
bolo 800 pul rozsuspedovanej bunecnej kultary prevedenych do prislusnych médii.
Erlenmayerove banky boli zabalené do alobalu, aby sa zamedzilo pristupu svetla aby nedoslo
k fotoreparacii pripadnych mutacii vzniknutych UV ziarenim a banky boli ponechané trepaniu
24 hodin. Po uplynuti doby boli banky odokryté a ponechané trepaniu a stdlemu osvetleniu po
dobu d’al$ich 24 hodin.

45.1

Boli pripravené média zo srvatky, glycerolu a glukézy odpovedajice Tab. 12 a Tab. 13.
Média boli sterilizované v tlakovom hrnci po dobu jednej hodiny. Po uplynuti doby boli

Analyza mutantnych kmeriov karotenogénnych kvasiniek
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naliate do Petriho misky. Kazdy substrat pre kazdy ¢as muticie obsahoval dve misky. Na
jedno médium bolo napipetovanych 50 pl a na druhé 100 pl 100x nariedenej kultiry
kvasiniek a kultdra bola dokladne rozotretdi pomocou hokejky. Misky boli ponechané
kultivacii pri stalom osvetleni a pri teplote 23°C.

Tab. 12. ZloZenie tuhého média - srvdtka

Zlozka MnoZstvo
Voda 1000 ml
(NH4),SO4 1,82 ¢
Srvétka 392¢
Kvasni¢ny autolyzat 15¢g
Agar 20¢g
Tab. 13. Zlozenie tuhého média — glukdza a glycerol
Zlozka MnoZstvo
Voda 1000 ml
(NH4),S04 4g
KH,PO, 4¢g
MgSO4-7H,0 0,696 g
Kvasni¢ny autolyzat 1,5¢g
Glukoéza / Glycerol 30¢g
Agar 20¢g

Mnozstvo srvatky bolo prepocitané na finalny obsah laktozy 30g/1.

Po kultivacii bolo na Petriho misky s prisluSnym substratom nanesenych 8 jednotlivych
vyselektovanych koldnii s najintenzivnejSim zafarbenim (miska bola rozdelend na 8 Casti).
Kolénie boli rozotreté a misky boli ponechané kultivécii, kym kolonie dostatocne nenarastli.

Do skimaviek bolo napipetovanych 5 ml sterilného YPD média podla Tab. 6. Boli vybraté
4 casti, ktoré predstavovali 4 koldnie, z ktorych sa odobrala jedna kl'ucka kultury a bola
prepipetovand do YPD média. Skimavky boli ponechané kultivacii 24 hodin. Nasledne bolo
pripravené produk¢éné médium o zloZeni podl'a Tab. 8. Do Erlenmayerovych baniek o objeme
100 ml bolo napipetovanych 10 ml vysterilizovaného produkéného média a také mnoZstvo
kvasiniek z YPD média, aby absorbancia zodpovedala hodnote 1. Skumavky boli ponechané
kultidvécii 72 hodin.

Po kultivdcii bola prevedend prietokovad cytometria a boli vybrané najlepSie mutantné
koldnie, ktoré boli kultivované cez dvojkrokové inokulum apo 72. hodindch kultivacie
v produkénom médiu boli stanovené metabolity a biomasa.

4.6 Poutzitie prietokovej cytometrie

Pomocou prietokovej cytometrie bol sledovany orientacny obsah karotenoidov a lipidov
v zmutovanych kvasinkdch po 72 hodinovej kultivécii. Na zistenie obsahu lipidov bolo
pouzité fluorescencné farbivo-nilska Cerven, karotenoidy boli identifikované na zdklade ich
autofluorescencie. K vhodne nariedenym vzorkdm boli pridané 2 pl farbiva a vzorky boli
ponechané stitiu 5 mindt.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Molekularna ¢ast’

5.1.1 Izolacia DNA, PCR a gélova elektroforéza

Pre overenie uspesnej izoldcie DNA z karotenogénnych kvasiniek bola pouzitd gélova
elektroforéza. Na zdklade spektrofotometrického premerania koncentricie a €istoty bola DNA
vhodne nariedend a precistena.

Pre vysSiu citlivost’ a vy$s§i vytazok bola zvolend modifikdcia polymerdzovej retazovej
reakcie. Modifikacia PCR, ktora vyuziva vonkajSie a vnatorné primery, sa nazyva “nested”
PCR. VyuZiva sa pri identifikacii a taxonomickom zaradeni kvasiniek, kde st amplifikované
hypervariabilné oblasti DNA, a to ITS1, ITS2 a oblast’ vel'kej ribozomalnej jednotky (26S)
D1/D2. Amplifikécia sa uskutociiuje v dvoch krokoch. Prvy krok zahfiia cykly s vyuzitim
vonkajsich primerov. V prvom kroku boli pouzité primery ITS1 a NL4. Produkt prvého kroku
je prevedeny do novej skimavky pre druhy amplifika¢ny krok s vnitornymi primermi. Kazdy
usek rDNA vyzadoval pro amplifikaciu vlastnu sadu vnatornych primerov. ITS1 oblast’ bola
amplifikovana primermi ITS1-GC a ITS2, ITS2 oblast’ bola amplifikovand primermi ITS3 a
ITS4-GC a DI1/D2 oblast velkej ribozomélnej jednotky rDNA bola naamplifikovana
primermi NL1 a LS2. Primery obsahuji GC svorky pre lepSie rozliSenie pri analyze PCR
produktou DGGE.

Z Obr.11, a Obr.12 je patrné, Ze ITS oblast’ vybranych druhov karotenogénych druhov
kvasiniek je priblizne 250bp, 5,8S-ITS2 je priblizne 450 bp a D1/D2 priblizne 280 bp.
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Obr.11. Zlava oblast ITS1 rDNA a 5,8S-ITS2 rDNA vybranych karotenogénnych kvasinek

Obr.12. Oblast D1/D2 rDNA vybranych karotenogénnych kvasinek
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5.1.2 DGGE

DGGE je metéoda umoziujuca rozliSit' rozdiely v sekvencii DNA a preto je vhodnd ako
metoda “finger printu” pre identifikdciu jednotlivych druhov mikroorganizmov. Jej
nevyhodou je, Ze je mozné ju aplikovat iba pre sekvencie do velkosti 500 bp, a preto bola tato
analyza prevedend iba pre jednotlivé tdseky rDNA zvlast' -pre ITS1, 5,8S-ITS2 rDNA a
D1/D2 .

Vsetky karotenogénne kmene kvasiniek boli podrobené DGGE. Pre ITS1 oblasti kvasinkove;j
DNA bol pouzity denaturacny gradient 60 — 80 %, pre ITS2 50 — 70 % a pre D1/D2 a 50 —
80 %.

Na nizSie uvedenych obrazkoch sa nachddzaji vysledky analyzy. Ako je mozné vidiet,
medzi kmenimi karotenogénnych kvasiniek sa nachddzaji odliSnosti iba u kvasinky ¢.4
(Rhodotorula mucilaginosa). Je to v dosledku blizkej pribuznosti zvySnych kmeniov. Tento
rozdiel je viditelny v pripadoch tsekov rDNA ITS1, 5,8-1TS2 aj D1/D2.
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Obr.13. Zlava oblast ITS1, 5,85-1TS2 rDNA, DI1/D2 rDNA vybranych karotenogennich
kvasinek (Cislovanie kmernov vid Tab. 1)

5.1.3 Sekvenovanie oblasti I'TS1-5,8S-ITS2 a D1/D2

Pomocou primerov ITS1 a NLS bola amplifikovand sekvencia rDNA. Precisten¢ PCR
produkty boli poslané komerénému sekvenovaniu prevedenému firmou SEQme s.r.0.. Ziskané
vysledky boli ziskané vo formédte FASTA a boli spracované pomocou sluzby Blast databaze
NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Pre porovnanie podobnosti sekvencii medzi karotenogénnymi kvasinkami sa vyuZzila hodnota
indexu Bit Skore programu Blast. Tato hodnota koreluje zhodnost ndjdenej podobne;j
sekvencie k celkovej dizke zdrojovej sekvencie a dizke sekvencie komparacnej, preto jej
hodnota ziskand z porovnania dvoch zhodnych sekvencii jedinej vzorky bola vyuzitd ako
referen¢nd k hodnote zrovnania medzi nezhodnymi sekvenciami.

Na zéaklade identifikdcie pomocou databaze NCBI sa jedna vo vSetkych pripadoch
odruh kvasinky Rhodotorula mucilaginosa. Sekvenovania musia byt ale opakované
vzhl'adom k nizkej kvalite vysledkov, vid’ Obr.14, vysledky neboli tiplné v dosledku nizke;j
koncentracie DNA. Na zdklade vyhodnotenia gélu DGGE sa kvasinka ¢. 4 odliSovala, ale
mdze to byt sposobené ako nizkou spolahlivostou sekvenovania, tak sa modze jednat
o odliSnost’ vrdmci rovnakého druhu pre iny kmen. Doévodom moéZze byt aj neddvna
taxonomicka reklasifikicia. PouZité kmene v laboratériu pochddzaji z Ceskoslovenske;
zbierky mikroorganizmov z Bratislavy. V tom case boli kvasinkové druhy identifikované na
zaklade svojich fenotypovych vlastnosti. Je vSak treba priznat,, Ze druhy rodu Cystofilobasidium
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si vtejto praci pravdepodobne zaradené¢ nesprdvne, pretoze ich fenotyp je pomerne
charakteristicky a daju sa od ostatnych rodov rozlisit’ aj mikroskopicky.

Tab. 14. Vysledky sekvenovania

P6ovodny kmerii Vysledok sekvenovania
1 Rhodotorula aurantiaca Rhodotorula mucilaginosa
4 Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa
5 Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa
6 Phaffia rhodozyma Rhodotorula mucilaginosa
7 Cystofilobasidium capitatum Rhodotorula mucilaginosa
8 Cystofilobasidium capitatum Rhodotorula mucilaginosa
9 Cystofilobasidium macerans Rhodotorula mucilaginosa
21 Cystofilobasidium imfirmominiatum Rhodotorula mucilaginosa
GAGGYTGCGAATTARGACGTCCACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTdCATTTGTTTGGGATMSTA 80
ACTCTCGCAAGAGGGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAMMGTCTATGAATGTATTAAATTTTATAACAAAATAAAAC 160
TTTCWRCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAKAACGCAKCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 240
KTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATACTT 320
CAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCTGGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAA 400
TGCATTAGCATCCGCAATCKAACTTCGGATTGACTTGGCSTARTAKACTATTCGCTGAGGAATTCTAATCTTCRGATTAS 4380
AGCCGGGWTGGGTTAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACMTTTTAASATTAGATCTCAMATCAGGWAGGACTACCCG 560
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAG 640
CTCAWATTTATAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGWWTTTCCKCGTTGGACCGCACACAAST 720
CTGTTGGAATACARCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGYATATGGWGCGGACGCCCAGCGCTTGYGATACRTTYTCGAAGAS 800
TCGAGTYGTYTGGGAATGCARCTCAAATGRGTGGTRAATTCCATCTAAGCTAAATATGGCGAGASACGATAGCGAASAAG 880
TACCRTGAGSGAAGATGATAGACWTTGGAAGAGASTGAMAKYACGTGAATTGTGGATGGAACGCTYGWMGTCGACTGCTG 960
CCGAGCATCGTTGCAGCAKCATCWGTTTCAGATGATAATG 1000

Obr.14. Vysledok sekvenovania karotenogénnej kvasinky ¢.4 (Rhodotorula mucilaginosa)

Ako mozeme vidiet' Obr.14, medzi nukleotidmi (A,C,G,T) sa nachadzaju aj d’alSie pismena.
Vyznam pismen je uvedeny v Tab. 15. Z vysledkov sekvendcie jednoznacne vyplyva, Ze
k presnému overeniu druhov pouzitych kvasiniek bude tieba analyzu zopakovat s dostate¢nou
koncentraciou DNA.

40



Tab. 15. Vyznam symbolov vo FASTA formdte —posunout k tabulce

Znacka Vyznam Popis
A A Adenin
C C Cytosin
G G Guanin
T T Thymin
U U Uracil
R A nebo G Purinové baze
Y C,TaneboU Pyrimidinové baze
K G, Tanebo U Béze obsahujice keto- skupiny
M A anebo C Béze obsahujice amino- skupiny
S Canebo G Silnd interakcia
A% A, Tanebo U Slab4 interakcia
B nie je A (i.e. C, G, T or U) Nie je to Adenin
D nie je C (i.e. A, G, T or U) Nie je to Cytosin
H nie je G (i.e., A, C, T or U) Nie je to Guanin
\ ani T ani U (i.e. A, Cor G) Nie je to ani Thymin ani Uracil
N ACGTU Akékol'vek baza
X Vymaskovanie Vymaskovanie
- Medzera neznamej dizky Medzera neznamej dizky

5.2 Fenotypova charakterizacia

5.2.1 Selek¢né testy

Tento druh techniky je vhodny krychlej fenotypovej charakterizacii mikroorganizmov.
Z vysledkov kultivacie mézeme stanovit’, ¢1 je dany druh kvasinky schopny utilizovat’ dany
substrat. Toto stanovenie je oproti klasickym kultivaénym metddam rychlejSie a vyhodou je aj
mensSia spotreba chemikalii.

Bol sledovany rast karotenogénnych kvasiniek na réznych substratoch. Boli pouzité dve
sady Petriho misiek. Prvd bola bez pridavku vitaminov, druhd obsahovala pridavok
vitaminov. PouZitymi substratmi boli glukéza, D-xyléza, D-arabindza, laktéza, mandza,
syrovétka, glycerol, Skrob a médium bez substritu. Petriho misky boli kulitované pri teplote
23°C pri stdlom osvetleni po dobu 48 hodin. Znacenie kvasiniek odpoveda Tab. 1.

Kvasinky boli riedené 10, 100 , 1000 a 10 000x. Kvasinky boli pre lepSiu prehl'adnost’
zaznamenané do Tab. 16. VSetky boli porovnané s médiom bez pridavku substratu a bola
ohodnotena schopnost’ utilizacie dané¢ho substratu.

Z obrazkov je patrné, Ze kvasinky na médiu s pridavkom vitaminov rasti lepSie, ako
na médiach bez pritomnosti vitaminov, a to vo vi¢Sine pripadov. Vynimku tvori glukéza, ako
vSeobecne najlepsie utilizovany monosacharid, kde vSetky kmene vel'mi dobre rastli aj na
médiu bez pridavku vitaminov. Pentdzu xyldézu si kvasinky schopné dobre utilizovat’ aj bez
pridavku vitaminov, rovnako ako hex6zu mandézu. Rast na tychto médiach s pridavkom
vitaminu ma silnd odozvu. MdzZeme tvrdit, Ze najlepSimi médiami pre rast vacSiny
karotenogénnych kvasiniek aj pri najvac¢Som riedeni boli glukéza, D-xyléza a mandza.
Dovodom rastu kvasiniek na médiu bez substratu je fakt, ze maji intraceuldrnu zdasobu
energie, ako napr. lipid bodies a vitaminy.
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Najslab$iu odozvu na rast kvasinik mal Skrob, ztohoto dovodu nebol zaradeny ako
odpadny substrét pre sledovanie produkcie metabolitov u mutantnych kmenov. Je mozné, ze
karotenogénne kvasinky bud’ neobsahuju amylazy, ktoré Stiepia vézby v Skrobe, alebo aktivita
tychto enzymov prebieha za inych podmienok. Slabt odozvu mal aj disacharid laktéza, ktord
je pre nich t'azSie utilizovateI'na. Monosacharidy glukéza a galaktdza st pre kvasinky I'ahSie
spracovatelné.

Kvasinka s ¢islom 21 (Cystofilobasidium infirmominiatum) nenarastla ani na jednom
z médii. Dévodom je Ze ide o psychrofilni kvasinku.

Najlepsie rastové vlastnosti pri najvicSom riedeni zaznamenali kvasinky ¢. 1, 6,7 a8.
Mo6zu sa teda predbezne javit’ ako najlepsi producenti karotenoidov a lipidov a 'ahko utilizuja
vacsinu substratov.

Glycerol asrvatka sa vyuzivaju najmid ako odpadné substrity. Rast na tychto dvoch
médiach bol mensi v porovnani s vyssie uvedenymi sacharidmi.

Tab. 16. Stthrnna tabulka utilizdacie substratov jednotlivymi druhmi karotenogénnych kvasiniek (-zZiadny/velmi

slaby rast,+slaby/priemerny rast, ++ vyborny rast)

Glukéza Mandza Xyloza Laktoza Srvatka Glycerol Arabinéza | Galaktoza
Bez | Svit.| Bez | Svit. [ Bez | S.vit| Bez | Svit.| Bez [ Svit.| Bez [ Svit.| Bez | Svit. [ Bez | S vit.
} o
p— R e
aurantiaca
s el B B e e B I e e e e N N
mucilaginosa
Rho_doto_rula & 4 L “ n 14 r B ) n i + ] I L +
mucilaginosa
Phafiarhodozyma | + | + | + | + | + | ++ | - - - + - ¥ - g - +
Cystoﬁlc_)baszdzum bl o el + | i B N I . + ’ + ” +
capitatum
Q'stoﬁlgbaSIdzun1 g | e | e | e | s | e i . : n s + . + _ x
capitatum
Cystofilobasidium e | e | e | am w | ey i ) A + i + ’ 4 e .
macerans
Cystofilobasidium
imfirmominiatum
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Obr.15. Selekcne testy na roznych druhoch substratu rozmych kmernov karotenogénnych
kvasiniek - cislovanie vid’ Tab. 1 (pre vsetky obrazky plati riedenie a cislovanie rovnako
ako u prvého gélu viavo hore-glukoza).
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5.2.2 Kultivacia

5.2.2.1 Rastové charakteristiky

Kvasinky boli kultivované na gluk6zovom médiu. Boli prevedené rastové charakteristiky
jednotlivych druhov, sledovana spotreba glukézy pocas kultivacie a produkcia biomasy.

Pre sledovanie utilizdcie glukézy v Case bolo treba zostavit’ kalibraén zévislost podla
Somogyi-Nelsona, aby mohlo byt odc¢itané mnozstvo glukézy v médiu od celkového
mnozstva redukujtcich cukrov.

Absorbancia (720 nm)

400
300
200
100

Zavislost’ absorbancie na koncentracii glukdzy

y = 10,38x
R2=0,9922
10 20 30 40

Koncentrécia (g/1)

Graf ¢. 1Zavislost’ absorbancie na koncentracii glukézy; kalibracia metédy Somogyi- Nelsona
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Graf ¢. 2Rastova krivka kvasinky Rhodotorula aurantiaca stanovend z biomasy, ODgq a utilizacie gluk6zy

v zavislosti na ¢ase odberu.
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Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-28
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Graf ¢. 3 Rastova krivka kvasinky Rhodotorula mucilaginosa stanovena z biomasy, ODg a utilizacie glukézy

v zavislosti na ¢ase odberu.
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Graf ¢. 4Rastova krivka kvasinky Rhodotorula mucilaginosa stanovena z biomasy, ODg a utilizacie glukézy

v zavislosti na ¢ase odberu.
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Phaffia rhodozyma CCY 77-1
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Graf ¢. SRastova krivka kvasinky Phaffia rhodozyma stanovena z biomasy, ODg a utilizdcie glukézy

v zavislosti na ¢ase odberu.

Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1
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Graf ¢. 6Rastova krivka kvasinky Cystofilobasidium capitatum stanovena z biomasy, ODg a utilizacie glukézy

v zavislosti na ¢ase odberu.
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Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2
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Graf ¢. 7Rastova krivka kvasinky Cystofilobasidium capitatum stanovend z biomasy, ODg a utilizacie glukézy

v zavislosti na ¢ase odberu.
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Graf ¢. 8Rastova krivka kvasinky Cystofilobasidium macerans stanovend z biomasy, ODg a utilizacie glukézy

v zavislosti na ¢ase odberu.
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Cystofilobasidium infirmominiatum
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Graf ¢. 9Rastova krivka kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum stanovend z biomasy, OD600 a utilizacie

glukdzy v zavislosti na Case odber.

Z grafov je zrejmé , Ze vSetky karotenogénne kvasinky kultivované na gluk6zovom médiu
dosahuji exponencidlny stav okolo 32. hodine a od tohto ¢asu sa rast spomalil a presiel do
staciondrnej fizy. Stacionarna fiza je prediZena aje charakteristicki ndrastom biomasy
a vyCerpania glukézy ako hlavného zdroja uhlika. V tejto fidze dochddza k akumulécii
sekunddrnych metabolitov a lipidov. U véc¢Siny kvasiniek doslo k vy€erpaniu glukézy v 56.
mintte. Jedine kvasinka Rhodotorula aurantiaca (€.1) zaznamenala vyCerpanie aZ na konci
kultivdcie. Naopak, u kvasinky Cystofilobasidium capitatum (€.7) doslo k vy€erpaniu zdroju
uhlika uzZ v 48. hodine.

U vacsiny kvasiniek je pozorovany narast biomasy aj v staciondrnom stave posidenom na
zéklade stanovenia optickej hustoty (OD). Hodnota OD slizi k ur€eniu koncentracie poctu
buniek v suspenzii — nerozliSuje ale zivé a mftve bunky. Dovodom ndrastu biomasy aj po
tomto Case modze byt akumuldcia metabolitov, ato najmé lipidov. Kvasinka Rhodotorula
aurantiaca (€.1) a Rhodotorula mucilaginosa (¢.4) nedosiahli staciondrny stav podla OD.
Vynimkou v produkcii biomasy je kvasinka Cystofilobasidium capitatum (C.7) u ktorej
biomasa stagnuje po dosiahnuti staciondrneho stavu po vycerpani glukézy. Z hladiska
produkcie biomasy sa najlepSimi producentami javia Phaffia rhodozyma (12,26 g/l)
a Cystofilobasidium capitatum (¢.7) (12,10 g/1). Najnizsiu produkciu biomasy vykazuje ¢.1
Rhodotorula aurantiaca (8,48 g/l)

5.2.2.2 Sledovanie morfologickych zmien

Na Obr.16 su zobrazené mikroskopom pozorované bunky po 72 hodinach kultivicie na
gluk6zovom médiu. VSetky kvasinky su rovnakej vel'kosti a gulovitého tvaru. Vo vSetkych
bunkach kvasiniek vidiet biele miesta, ktoré moézu predstavovat’ organely obsahujice
akumulované lipidy. Kontrola, ¢i sa jednd prave o akumulované lipidy, sa robi ofarbenim
lipidov pomocou nilskej ¢ervene a ndslednou analyzou pomocou prietokovej cytometrie alebo
pod fluorescenénym mikroskopom.
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Obr.16. Morfolégia buniek po kultivdcii na glukozovom médiu .
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Obr.17. Sfarbenie karotenogénnych kvasiniek po 72. hodindch kultivdcie
(cislovanie kmenov vid Tab. 1)

5.2.2.3 Stanovenie metabolitov

Po 72. hodine kultivdcii vybranych karotenogénnych kvasiniek boli sledované vybrané
metabolity. Karotény boli analyzované pomocou metédy HPLC s PDA detekciou. Z hl'adiska
karotenoidov bola sledovand koncentrdcia B- karoténu. TaktieZ bolo stanovené celkové
mnozstvo ergosterolu, ¢o je sprievodny metabolit a je to provitamin D. Celkové karotenoidy
boli vypocitané z kalibra¢nej rady pre B-karotén.

Stanovenie sa uskuto¢nilo v dvoch paralelnych experimentoch na glukézovom médiu.
Vysledky st uvedené ako priemerna hodnota z paralelnych merani. Pred samotnou analyzou
B-karoténu a ergosterolu boli namerané kalibracné krivky. Prislusny Standard (10 mg) bol
rozpusteny v 50 ml chloroformu. Z tohto zadsobného roztoku bola pripravena koncentra¢na
rada. Zo ziskanych ploch pikov bola zostavena kalibra¢na krivka, ktord bola pouzita pri
vypocte karotenoidu a ergosterolu v analyzovanych vzorkach (vid’ kapitola 4.4.8.22.7.1.1 ).
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Pre enzymatické stanovenie lipidov bola vytvorend kalibracnd krivka z TAG Standardu po
20. mintte inkubdcie. Triacylglyceroly boli stanovené pomocou Serum Triglyceride
Determination kitu obsahujiceho Triglyceride reagent a Free glycerol reagent. Stanovenie je
zalozené na Stiepeni TAG lipdzou za vzniku glycerolu a mastnych kyselin. Stanovovany
glycerol je nasledne oxidovany a po reakcii s 4-aminoantipyrinem
a N-ethyl-N-(3-sulfopropyl) m-anisidinem sodnym ddva chinoniminové barvivo, ktoré sa
stanovuje spektrofotometricky pri vinovej dizke 562nm (vid'. Kapitola 4.4.8.3).

Kalibra¢na krivka TAG
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Graf¢. 10 Kalibra¢na krivka TAG pre enzymatické stanovenie lipidov

Obsah glycerolu vo vzorkdch bol vypocitany ako podiel TAG v 5 ml kultiry a biomasy
stiahnutej na 5 ml kultiry zo 72 hodiny. Koncentracia Standardu je 2,5 mg/ml, ¢o odpoveda
koncentricii trioleinu 0,26 mg/ml.

Analyzované data karotenoidov a ergosterolu boli spracované chromatografickym softwarom
X-Calibur. Ako moézeme vidiet z Graf ¢. 11, najvySsi obsah TAG je ukvasinky
Cystofilobasidium capitatum (€.7). VySSie hodnoty si zaznamenané aj pre kvasinky
Rhodotorula aurantiaca (€.1) a Phaffia rhodozyma (€.6). Tieto kvasinky sa vyznacuju taktieZ
aj vy$§im obshom celkovych karotenoidov. Koncentracia fB-karoténu je velmi nizka.
Najvyssiu hodnotu vykazuje Phaffia rhodozyma (¢€.6). Celkové mnoZstvo v prisluSnych
jednotkach je uvedené v Tab. 17.

Pre karotenogénne kvasinky boli identifikované aj d’alSie karotenoidy - torulén (459, 482,
514 nm) atorularhodin (459, 482, 524 nm). Absorpéné maximum (-karoténu je
charakteristicky trojpik o vlnovej dize 425, 450 a 477 nm. Doévodom nizkej koncentricie
B-karoténu je pravdepodobne vyuzitie y-karoténu na produkciu torulénu a jeho oxidovanej
formy thorularodinu, pripadne astaxanthinu u P. rhodozyma [64].
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Produkcia metabolitov
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Graf¢. 11 Stanovenie metabolitov vybranych druhov karotenogénnych kvasiniek na glukézovom médiu

Tab. 17. Mnozstvo metabolitov karotenogénnych kvasiniek na glukézovom médiu po 72. hodindch kultivdcie

Celkové B
Kmern karotenoidy | karotén Er(grz;e)m ! (;I;:;G)
(g/e) | (ugle) i i
1192,79 189,2 2,79 24,64
516,58 70,7 1,41 19,86
1154,35 62,15 2,76 16,57
2190,62 | 268,01 2,73 22,66
1366,95 | 116,34 2,58 28,66

Rhodotorula aurantiaca
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Phaffia rhodozyma
Cystofilobasidium capitatum

OR[N | [ =

Cystofilobasidium capitatum 779,43 55,32 2,2 13,3
Cystofilobasidium macerans 415,55 21,24 1,27 9,01
Cystofilobasidium infirmominiatum 21 405,29 7,25 1,25 13,5

5.3 Mutagenéza

V stiasnosti je vysoky obsah odpadnych substritov a navySe sa vyskumnici snazia znizit’
naklady na biotechnologicku produkciu, priom odpadné substraty im k tomu slizia ako lacny
zdroj uhlika adusika. Ku kazdej sérii kultivaénych experimentov bola vzdy zaradend
kontrolnd kultivicia na gluk6zovom médiu, aby sa mohli sledovat’ zmeny rastu kultiry a
produkcie metabolitov a teda vyuzitelnost’ dan¢ho pouzitého odpadového materialu.

5.3.1 Vyuzitie prietokovej cytometrie k analyze mutantnych kmenov

Boli pouZit¢ mutantné kmenie kvasiniek kultivované 72 hodin na gluk6zovom médiu a na
médidch s odpadnymi substrdtmi podla postupu uvedené¢ho kapitole 4.5. Na meranie bolo
pouzitych 100 pl vzorky pri prietoku 4,17 pul/ml. Meranie prebiehalo po dobu 30 sektind.
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Bunky boli vhodne nariedené a premerané ako bez pridavku fluroscencnej sondy, tak so
sondou, ktorou bola nilska ¢erveil o koncentracii 1 mg/ml (vid. kap. 4.6)

Z histogramu boli spisané nésledujice ddaje: AFL - FL 590 predstavuje vinova dizku pre
stanovenie karotenoidov. Karotenoidy fluoreskuji v zelenej av zltej oblasti spektra
(t.j. 500-600 nm). Fluorescencia sa v zelenej oblasti vo vel'kej miere kryje s fluorescenciou
koenzymov, preto sa voli detektor meriaci pri 590 nm. V bunkdch sa karotenoidy
nenachadzaji vol'ne v roztoku, ale st zakotvené v lipidickych Struktirach a membranach. Pri
hromadeni v membranach je vztah medzi mnoZstvom karotenoidov a fluorescenciou linearny
Mnozstvo karotenoidov vypocitame vynasobenim AFL - FL 590 s poctom buniek ziskanych
za analyzu a pouzitym riedenim.

Samotnd hodnota AFL590 méze sluzit' ako mnozstvo karotenoidov v jednej bunke, teda
ekvivalent vyjadreni karotenoidov v mg/g biomasy.

Tento vztah neplati, ak su karotenoidy zakotvené v lipid bodies. Laserovy 1u¢ prechadza do
jadra granul, ¢o neplati o fluorescencii. Je to dané ,,roztokovym* charakterom prostredia lipid
bodies, v ktorom excitovany stav karotenoidov nieje stabilizovany a vyznacuje se tak vel'mi
kratkou dobou Zivota, ¢o zapriCifiuje nizke kvantové vytazky. Vzhladem k vysokym
koncentracidm karotenoidov dochddza opakovane k reabsorbcii a disipacii svetelnej energie
a je zaznamenand len té fluorescencia, ktord pochddza z membran.

NR 590 je odozva detektoru po pridani nilskej Cervene, ktora sa zainkorporovala do lipidov
buniek. Pre lipidy plati podobny stav ako pre karotenoidy. Doba Zivota a kvantové vytazky sa
sice vysiie, ale vdaka reabsorpcii nemoze byt presny zaznam fluorescencie. Dalsim moznym
problémom je hladovenie buniek a konzumadcia zasobnych lipidov, ¢im sa vyznamne meni
vnutornd morfolégia buniek ateda signal fluorescencie je skresleny. Mnozstvo lipidov
modzeme vypocitat’ od¢itanim NR 590 od AFL - FL 590 a néaslednym vynasobenim poctom
buniek za analyzu a prisluSnym riedenim.

ZLALS aSALS, ¢o st udaje o velkosti a granularite buniek je vypocitané mnoZstvo
biomasy.

Cytometria sluZzi najmd ako orientacnd metdda. Nemd jednotky a kalibrdcia pomocou
paralelného chromatografického alebo enzymového stanovenia je obtiazna z vysSie
uvedenych dovodov. Zo zrovndvacej analyzy ale vieme vybrat’ najproduktivnejSieho jedinca
vramci druhu. Pre presnejsSie stanovenie lipidov je lepSie pouzit’ plynovi chromatografiu [65].
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Obr.18. Zdznam (histogram) z prietokového cytometra pre kvasinku Cystofilobasidium capitatum
v ¢ase 0 na glukézovom médiu. V ciernych obdiznikoch sii pouzité hodnoty pre vypocty.
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Graf €. 12 Produkcia metabolitov Cystofilobasidium capitatum na glukézovom médiu

Cislo pred skratkou (1,3 a5) znamend miniitu oZiarenia, GLU je skratka pre glukézové
médium a ¢islo za skratkou udéava vyselektovanu koloniu (1,2,3,4).

V porovnani s kontrolnou miskou v ¢ase 0, ktord nebola podrobend UV muticii je zrejmé, ze
mutacie maji vplyv na mnoZzstvo lipidov a oziareni bol sledovany narast tohto metablitu.
Mnozstvo karotenoidov sa sa zmenilo minimalne. Niz§i vytazok karotenoidov v porovnani
s kontrolnou miskou vykazuje najmi miska po 1. minute oziarenia a po 5. minlte oziarenia
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pre 4. kolénu. Vytazok lipidov je v porovnani s kontrolou nizsi v dvoch pripadoch ato 1.
mindte na 1. kol6nii a v 5. mintite na 4. koldnii.

Z grafu pre produkciu metabolitov na glukézovom médiu vyplyva, Ze najvyssi fluorescencny
signdl pre oba metabolity je zaznamenany pre karotenogénnu kvasinky Cystofiobasidium
capitatum v tretej minute oziarenia pre koloniu €. 1 z danej misky. Vys$ia produkcia lipidov
je zaznamenand pre 1. misku a 4. koldniu, pri¢om obsah karotenoidov je vel'mi nizky.

Produkcia metabolitov na glycerolovom médiu
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Graf¢. 13 Produkcia metabolitov Cystofilobasidium capitatum na glycerolovom médiu

Cislo pred skratkou (1,3 a 5) znamend minutu oZiarenia, GLY je skratka pre glycerolové
médium a ¢islo za skratkou udava vyselektovanu koloniu (1,2,3,4).

V porovnani s kontrolnou miskou v ¢ase 0, ktord nebola podrobenda UV muticii je zrejmé, Ze
aj v tomto pripade muticie maju vplyv na mnoZzstvo lipidov a karotenoidov, ale nie v takej
miere, v akej bol sledovany na gluk6zovom médiu. U vicSiny je pozorovany pokles obsahu
karotenoidov v porovnani s kontrolou. Vysoky ndrast tohto metabolitu je v 3. minute
oziarenia v 3. koldnii. Tato kolonia zaroven vykazuje najvysSiu hodnotu lipidov. Vysokt
hodnotu lipidov a karotenoidov Vykazuje aj 4. kol(’)nia v 5. minute oziarenia. Celkova

v
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Produkcia metabolitov na srvatke
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Graf¢. 14 Produkcia metabolitov Cystofilobasidium capitatum na srvatke

Z grafu je zrejmé, Ze oba metabolity po mutdcii st niz§ie v porovnani s kontrolnou miskou.
Jedinou vynimkou pre oba metabolity je 4. kolonia po 5. minttach oziarenia. Vysoky obsah
karotenoidov oproti kontrole ma aj 3. koldnia v tej istej mintte. Kolénie po 3. minite
oziarenia nenarastli.

Obr.19. Mutované kvasinky v glukézovom (G) a glycerolovom (GLY) médiu po 72. hodindch
kultivdcie
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Pre porovnanie, na Obr.19 mézeme vidiet' rozdiel vo farbe kvasiniek ako medzi médiom
bez posobenia mutantného Cinitela, tak medzi rozdielnou dobou pdsobenia mutagénu. Napr.
kolonia €.2 je v 1. mindte pdbenia UV ziarenia zo vSetkych najbledsia, ale v Case 3.
najtmavsia.

Moézeme tvrdit, ze doba pdsobenia mutantu ma vplyv na tvorbu pigmentov a pre kazdu
koloéniu je lepsi rozny Cas posobenia mutagénu. Z obrazku dalej vyplyva, ze gluk6ézové
médium je lepSie pre rast a rozmnozovanie kvasiniek. Niektoré kvasinky po mutdcii na
glycerolovom médiu su v porovnani s kontrolou (¢as 0 min) eSte bledSie a mézeme tvrdit’ Ze
obsah metabolitov bol nizs$i ako v kontrolnom médiu, ¢o vidime aj v Graf ¢. 13.

5.3.2 Kaultivacia mutantnych kmenov

Z prietokovej cytometrie bolo vybratych niekol'’ko mutantnych kmenov z kazdého substratu,
ktoré vykazovali najlepSie produkcéné vlastnosti danych metabolitov. Vybraté mutantné
kmene boli kultivované cez dvojkrokové inokulum a po 72 hodindch kultivécie v produkénom
médiu bolo stanovené mnozstvo biomasy, karotenoidou metédou HPLC s PDA detektorom
a mnozstvo lipidov enzymaticky.

Pre d’al$iu kultivaciu boli vybraté z gukézového a glycerolového média vsetky kolénie z 3.
minuty oZiarenia. Zo srvatky bola pouzita 3. a 4. koloénia 5. minty oziarenia.

5.3.2.1 Stanovenie metabolitov

Pre enzymatické stanovenie lipidov bol pouzity komerény enzymaticky kit pre stanovenie
sérovych TAG. V prilozenom protokole od vyrobcu k pouzitiu daného kitu je doporucené
inkubovat’ vzorky s reak¢nou zmesou pri najmenej 37°C po dobu 5 mintut, ¢o ale nebolo
dostacujuce, pretoze nedochddzalo k dostatocnej kolorimetrickej reakcii u redlnych vzoriek.
Z tohto dovodou bolo prevedené kinetické meranie na ELISA readru po dobu 60 minut
a zéroven bol porovnany glycerolovy Standard s obsahom vol'nych TAG s olivovym olejom,
ako simuldcia redlnych vzoriek. Ku kvantifikdcii bola vytvorena kalibraéni krivka TAG
Standardu po 50. mindtach inkubdcie (podl'a kap. 4.4.8.3)

Pre porovnanie bola vytvoreny graf z vhodne nariedeného olivového oleja po hodinove;j
inkubdcii Graf €. 16 arovnako graf z vhodne nariedeného glycerolového Standardu po
hodinovej inkubécii Graf €. 17

Pri reakcif oleja s reagentom musi najskor dojst’” k rozStiepeniu triacylglycerolu na volny
glycerol a mastné kyseliny. Nasledne sa sleduje spektrofotometricky narast volnych TAG.
U oleja ani po hodine k stacionarnemu stavu nedoslo a reakcia stale pokracovala. V pripade
glycerolového Standardu obsahujiceho volny glycerol dochadza priamo k reakcii, a preto
k vyraznému poklesu dochddza po 50 min. inkubdcie. U redlnych vzoriek nastdva podobny
pripad ako u oleja (vid’ Graf €. 15). Ani po hodine nedoslo k dosiahnutiu staciondrneho stavu,
ale po 50tej minute uZ nie je stipanie tak prudké, preto v pripade vyhodnotenia vzoriek bola
vybratd 50. mintta doby inkubdcie, ako kompromis medzi chovanim glycerolového Standardu
a redlnych vzoriek.
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Kinetika enzymatickej reakcie pre redlne vzorky
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1 Enzymaticka kinetika glycerolového Standardu
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Graf¢. 17 Enzymatické reakcie glycerolového Standardu po hodinovej inkubacii

Z grafov vyplyva, ze mozno odvodit’ priblizné mnozstvo TAG vo vzorkach aj ked’ nedoslo
k Gplnej premene substratu. Hodnoty ziskané touto metdodou st orientacné a mézu poslizit
najmi k porovnaniu produkcie TAG v ramci mutantnych kmenov.

Produkcia metabolitov u mutatnych kmenov
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Graf €. 18 Produkcia metabolitov mutantych kmenoch na odpadnych substritoch a glukéze po mutécii

(G-glukézové médium, Y-glycerolové médium, S-srvatkové médium)
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Na Graf ¢. 18 sd zndzornené rozdiely v produkcii metabolitov v jednotlivych médidch.
Metabolity boli vztiahnuté na mnozstvo biomasy, ktoré je uvedené v Graf €. 19.

Ako vidiet', celkovo najvyssia produkcia lipidov je na glycerolovom médiu bez pdsobenia
mutagénu a celkovo na médidch bez pdsobenia mutagénu. VysSia produkcie lipidov je
pozorovand oproti kontrolnému médiu na gluk6zovom médiu na 3. koldénii. Lipidy
u zvySnych producentov su priblizne v rovnakom alebo nizSom mnozstve. MozZeme sa
domnievat’, ze mutdcia ma skor negativny vplyv na tvorbu lipidiov. Podobne je to aj s d’alSimi
metabolitmi.

Celkové karotenoidy st na glycerolovom a srvatkovom médiu vel'mi nizke, rovako ako
B-karotén. Vynimku tvori 3. kolénia na srvitkovom médiu, kde je celkovy obsah
karotenoidov najvyssi ako v porovnani s kontrolou, tak so vSetkymi médiami. Na glukézovom
médiu je najlepsSim producentom karotenoidov a ergosterolu 2. kolonia, ale jej obsah lipidov

Ergosterol vykazuje vySSie hodnoty v porovnani s kontrolnym médiom najmé na srvétke
a na glycerolovom médiu pre 4. koloniu, pricom na glukézovom je v porovnani s kontrolnym
médiom takmer rovnaky.

Mobzeme povedat’, Ze sa ndhodnym vyberom nepodarilo vyselektovat’ mutanty, pre ktoré by bol
odpadny substrat glycerol vhodnym zdrojom vyZzivy a energie a pritomnost mutagénu skor
inhibuje produkciu nami sledovanych metabolitov. U tohto kmena bola ale namerand sice
najvyssia produkcia lipidov, ale iba na kontrolnom médiu bez pouzitia UV ako mutagénu.

Rovnako sa v kone¢nom vysledku javi aj odpadna srvatka, kde bol sledovany celkovo najvyssi
obsah celkovych karotenoidov, ale iba v pripade 3. koldnie. Téato koldnia sa vyznacuje aj vysSou
produkciou ergosterolu v porovnani s kontrolou.

V tejto sérii kultivacie sa ako vhodnejsi substrat na kultivaciu ukézala glukoza, ako zdkladny
arychly zdroj uhlika. Odpadna srvitka a glycerol su naro¢nejSie na utilizaciu. Vplyv mutagénu
ma vo vicsine pripadov skor ihhibi¢ny G¢inokok.

Tab. 18. Mnozstvo metabolitov mutovanej kvasinky Cystofilobasidium capitatum v roznych druhoch média

Celkové B Ergosterol TAG
Kmen | karotenoidy(nug/g) | karotén(ug/g) (mg/g) (mg/g)
GLUO 1102,93 285,99 12,69 35,91
GLU1 718,56 181,45 10,53 22,15
GLU2 1216,09 312,52 13,23 18,13
GLU3 226,39 54,38 3,12 38,60
GLU4 273,62 63,61 3,35 35,59
GLYO0 81,47 35,62 4,48 39,48
GLY1 30,22 12,28 3,41 1,99
GLY2 22,76 4,91 1,90 34,97
GLY3 59,03 22,74 2,90 36,19
GLY4 280,77 106,77 12,72 27,26
SYRK 37,36 9,64 1,36 21,61
SYR3 2656,02 106,50 13,30 12,65
SYR4 29,34 29,34 4,46 16,02
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Obr.20. Zdznam z mikroskopu kvasinky Cystofilobasidiu cpitatum po mutdcii na glukézovom

médiu

V porovnani s kontrolnou nedo$lo v pripade kvasinky Cystofilobasidiu capitatum (€.8) ku
zmene tvaru a velkosti buniek. Bunky su gulovitého az pretiahnutého tvaru. Na Obr.20 sd
zndzornené kolénie po 3. minute posobenia UV Ziarenia na gluké6zovom médiu. Mdzeme
vidiet' biele miesta, rovnako ako u kvasiniek, ktoré neboli podrobené muticii. Ide zrejme
o akumulované lipidy (,,lipid bodies®). U niektorych kolonii su tieto miesta vyraznejSie
a vidiet’ ich vo vid¢Som pocte. MdZeme sa domnievat, zZe mutdcia mala vplyv na mnoZstvo
akumulovanych lipidov, ¢o mdéZeme vidiet’ aj na Graf ¢. 18. Napr. na koldnii €. 2 tieto biele
miesta nevidiet’ a v porovnani s vysSie uvedenym obrdzkom skutocne mnozstvo lipidov je
vyrazne nizSie ako na kontrolnom médiu. Mikroskopické snimky odpovedaji aj analyze
mnozstva metabolitov (Tab. 18)

Najvyss§i mnozstvo biomasy vykazuje Cystofilobasidium capitatum po 72. hodine
kultivacie na glukézovom médiu, najma po mutacii. VysSie mnozstvo je zaznamenané aj pre
kontrolni misku na srvitkovom médiu. NajnizSie vytazky su pre glycerolové médium,
pricom najmenej biomasy bolo na kontrolnom médiu.

61



Produkcia biomasy

Q N Y > X Q N ) > ™ Q ) ™
PP PP &S

\]

10

)

o0

Mnoizstvo( g/l
(@)

[ S R

Graf¢. 19 Produkcia biomasy na réznych substratoch

5.3.3 Stabilita genému mutantnych kmenov sledovana pomocou DGGE

Ribozomdlne gény sa nachddzaji vo viacerych koépidch v genéme vo forme repetitivnych
usekov a z tohto dovodou boli tieto sekvenice amplifikované u mutantnych kmetiov a boli
porovnavané s povodnym kmeiom. Usek 5,8S-ITS2 rDNA je najdlhsi a najvariabilne;jsi Gsek,
preto bol vybrany pre porovnani medzi mutantnymi kmeiimi s p6vodnym kmenom.

Y4Y3 G4 G3 G2 K

Obr.21. Oblast 5,8S-ITS2 rDNA mutovanej karotenogénnej kvasinky Cystofilobasidium
capitatum

Na Obr.21 st zndzornené zony DNA kvasinky Cystofilobasidium capitatum po mutécii
UV ziarenim z 3. mintty na glycerolovom médiu (Y) a na glukézovom médiu (G). Cislo
znazoriuje vyselektovanu koloniu (metdda vid'. kapitola 4.3.6) Ako vidiet, mutacia nemala
vplyv na integritu genému oblasti 5,8S-ITS2 rDNA.Vzhl'adom k tomu, Ze nevzniklo viac zén
a ich umiestnenie je rovnaké ako pri kontrole je pravdepodobné, Ze nedoslo k mutdcii v tychto
sekvencidch.
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6 ZAVER

Cielom prace bolo najst zo skupiny zbierkovych kmenov taky karotenogénny kmen
kvasinky, ktory sa vyznacuje nadprodukciou metabolitov, a to najmi karotenoidov a lipidov.
V dal$ej faze boli vybrané kmene podrobené ndhodnej mutagenéze spdsobenej UV Ziarenim a
bol vyhodnoteny vplyv tohto mutantného Cinitel'a ako na produkciu metabolitov, tak na
genom kvasiniek pri kultivacii na glukéze I na odpadnych substratoch.

V prvej casti prace boli charakterizované rastové a produk¢né vlastnosti vybranych
karotenogénnych kvasiniek. Pre l'ahSie spracovanie boli kvasinky oznacené cislom. Bolo
pouzitych celkovo 8 kmetiov a to

Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7 (1), Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-28 (4),
Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 (5), Phaffia rhodozyma CCY 77-1 (6),

Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 (7), Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2 (8),
Cystofilobasidium macerans CCY 17-9-3 (9),

Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4 (21).

Sledovala sa produkcia, B-karoténu, ergosterolu a bolo stanovené aj celkové mnozstvo
karotenoidov. Nésledne bol vybrany kmen kvasiniek, ktory preukdzal dobré produkéné
vlastnosti. Najvyssi obsah triacylglycerolov je u kvasinky Cystofilobasidium capitatum (7)
ato 28,66 mg/g biomasy. Vyssie hodnoty su zaznamenané aj pre kvasinky Rhodotorula
aurantiaca (1) 24,64 mg/g a pre kmen Phaffia rhodozyma (6) 22,66 mg/g. Tieto kvasinky sa
vyznacuju taktiez aj vy$§im obsahom celkovych karotenoidov, kde Phaffia rhodozyma (6)
obsahuje 2190,62 ug/g Cystofilobasidium capitatum (7) 1366,95 pg/g. Koncentricia f-
karoténu je vel'mi nizka. Najvyssiu hodnotu vykazuju opat’ Phaffia rhodozyma (6) a to 268,01
ug/g a kmen Rhodotorula aurantiaca (1) 189,20 ng/g.

Cystofilobasidium capitatum (8) bolo podrobené mutagenéze pomocou UV Zziarenia po
dobu 1, 3 a 5 mindt. Tento kmen bol vybrany kvoli naviazanosti na predchadzajuce Studie,
kde sa preukazal ako najlepSi producent TAG a zaroven ako relativne dobry producent
pigmentu na odpadnom glycerole ako zdroji uhlika [63]. Na kultivdciu boli pouzité¢ dva
odpadné substraty- glycerol a srvétka a ako kontrolné medium pre porovnanie sluzila glukéza.
Nahodne boli vyselektované a vybrané 4 koldnie s najintenzivnejSim zafarbenim. Pomocou
prietokovej cytometrie bolo stanovené pomerné mnozstvo karotenoidov a lipidov.

Z hodndt ziskanych pomocou prietokového cytometra bol vybrany najlepsi ¢as posobenia
muutagénu, ktorym bola 3. minita. Nasledne bola vykonand druhd kultivacia cez dvojkrokové
inokulum pre vsetky tri substraty z tejto mintty a po 72. hodindch v produkénom médiu bol
stanoveny obsah lipidov enzymaticky a karotenoidy pomocou HPLC s PDA detektorom.

Na glukézovom médiu sa ako najlepsi producent ergosterolu (13,23 mg/g), celkovych

karotenoidov (1216,10ug /g) a B-karoténu (312,52 ug/g) v porovnani s kontrolou javila
ktorda sa javi ako najlepSi producet TAG, mé zéaroven najnizSie vytazky zvySnych
metabolitov.
Na glycerolovom médiu sa jednoznacne ako najlepSi producent ergosterolu (12,72 mg/g),
celkovych karotenoidov (280,77 pg /g) a B-karoténu (106,77 ng/g) javila kolonia €. 4. Aj tu
Pre srvatkové medium plati to, ¢o v predchddzajicom pripade, kolonia ¢.3 ma najvyssie
hodnoty ergosterolu (13,30 mg/g), celkovych karotenoidov (2656,02 ug/g) a B-karoténu
(106,50 pg/g), ale zaznamena najvyssiu produkciu lipidov.
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V srviatkovom a glycerolovom médiu mé najvysSie mnozstvo lipidov kontrolnd miska, ktora
nebola podrobend mutécii.

V tejto sérii kultivacie sa ako vhodnejsi substrat na kultivaciu ukdzala glukéza ako zakladny
arychly zdroj uhlika. Odpadna srvétka a glycerol st ndro¢nejSie na utiliziciu a navySe sa kmene
museli branit’ i¢inkom mutagénu. Vplyv mutagénu ma vacsine pripadov skor ihhibi¢ny ucinokok.
Sledované metabolity boli vo vidcSej miere nizSie v porovnani s kontrolnou miskou, ktord nebola
podrobend mutacii. Karotenoidy i steroly mohli byt’ vyCerpané prave na obranu proti UV stresu.
Predlozena diplomova praca sa dalej zaoberala molekuldrnou charakterizdciou
karotenogénnych kvasiniek. Pouzitymi technikami pre analyzu konzervovanych usekov
rDNA D1/D2 oblasti velkej ribozomalnej podjednotky 26S oblasti a ITS1 a 5,8-1TS2 oblasti
boli ,,nested* PCR a denatura¢na gradientova elektroforéza DGGE.

Z vysledkov DGGE vyplyva, ze vSetky analyzované kmene karotenogénnych kvasinek maji
vel'mi podobni sekvenciu tychto oblasti, kvasinka Rhodotorula mucilaginosa (4) so
zbierkovym ¢islom CCY 20-7-28 sa jedind odliSovala v sekvencii zmienenych oblasti.

Zavery zo sekvenovania ukazuju odlisnost’ u Siestich druhov analyzovanych karotenogénnych
kvasiniek. Z vysledkov vyplyva, Ze vSetky pouzité druhy kvasiniek sa mézu radit’ k druhu
Rhodotorula mucilaginosa. Kvasinka Rhodototorula mucilaginosa, ktora sa odliSovala
v sekvencii vysSie zmienenych oblasti, bola jednoznacne potvrdend ako Rhodotorula
mucilaginosa. Dovodom moze byt nizSia spolahlivost sekvenovania spOsobend nizkou
koncentraciou DNA vo vzorkdch. TieZ sa moZe jednat’ o odliSnost’ v rdmci rovnakého druhu pre
iny kmen. Tieto vysledky mohli byt’ spdsobené aj nedavnou taxonomickou reklasifikaciou, ktora
zalala byt zalozena na sekvenciach ribozoméalnych génov. Dal§im aspektom modze byt okrem
uvedenej nizkej kvality vysledkov sekvenovania tiez velké zastipenie druhu Rhodotorula
mucilagninosa v databézi NCBI (najrozsirenejsi druh karotenogénnych kvasiniek).

Pomocou DGGE bolo zistené, Ze mutacia nemala vplyv na integritu genomu oblasti 5,8S-
ITS2 rDNA. Vzhl'adom k tomu, Ze nevzniklo viac z6én a ich umiestnenie je rovnaké ako pri
kontrole je pravdepodobné, Ze nedoslo k mutécii v tychto sekvenciach.

Zaverom je mozné konStatovat, Ze karotenogénne kmene sa moéZu vyrazne liSit
v produkcii lipidickych metabolitov. Niektoré kmene maju perspektivu vyuzitia ako
priemyselné produkéné kmene najméd Specifickych metabolitov. Nahodna mutagenéza
a selekcia mutantnych kmetiov je moznou stratégiou pre pripravu nadprodukénych kmenov.
Sucasne je alternativnou cestou ku konStrukcii cielene geneticky modifikovanych kmenov,
ktoré nie si vSeobecne prijimané v potravindrskych a farmaceutickych aplikdciach. Selekcia
mutantov je vSak vel'mi pracna a musela by byt’ prevedena podstatne rozsiahlejSim sposobom,
nez umoznila predlozend praca. Bolo vSak preukdzané, ze je mozné previest mutagenézu bez
zasadného ovplyvnenia dolezitych oblasti genomu.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

AA/Bis
AMP
APS
ATP
BLAST
CoA
CoQ
CTP
CYTB
CPD
D1/D2
DGGE
dsDNA
EMS
ETS

GC
GGPP
GTP
HMG-CoA
HPLC
IPP

ITS
LALS
LSU
MVA
MMS
NADPH/NADP*
NTS
PCR
PDA
RPBI a RPB2
SALS
ssDNA
SSU
TAG
TEF-1
TEMED
TRIS

Akrylamid/N,N'-methylenbis(akrylamid)
Adenosinmonofosfat

Amonium persulfat

Adenosintrifosfat

Basic local alignment search tool
Koenzym A

Koenzym Q

Cytosintrifosfat

Mitochondridlny gén cytochrém b
Cyklobutén pyrimidin diméry

Region velkej podjednotky ribozomalnej DNA
Denaturacnd gradientova elektroforéza
Dvojvldknovd DNA

Ethylester kyseliny methansulfonove;]
External transcription spacer

Plynova chromatografia
Geranyl-geranyl pyrofosfat
Guanintrifosfat
B-hydroxy-B-methylglutaryl CoA
Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Isopentenyl pyrofosfat

Internal transcription spacer

Large angle light scattering

Vel’ka ribozomalna podjednotka
Mevalonova kyselina

Methylester kyseliny methansulfonovej
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Non-transcribed spacer

Polymerazova ret'azova reakcia
Detektor fotodiodového pola

Jednotky DNA polymerazy II

Small angle light scattering
Jednovldknovda DNA

Mal4 ribozomélna podjednotka
Triacylglycerol

Transla¢ny elongaény faktor 1-a
N,N'-tetramethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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