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Anotace

Cilem této prace je zhodnotit genetickou stabilitu kvasinky Saccharomyces
cerevisiae béhem uchovavani v riznych podminkach. Tato kvasinka je vyuzivana
vV mnoha odvétvich potravinaiského primyslu a jeji stalost je dilezita pro udrzeni
stabilniho vyrobniho procesu. Studie byla zalozena na DNA analyze ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) sekvenci, testovani vhodnych ISSR primerd a

sekvenovani ITS regionu S. cerevisiae.
Kli¢ova slova:

Kvasinky, DNA fingerprinting, determinace, ISSR, Saccharomyces cerevisiae

Abstract

The aim of this work is to evaluate genetic stability of the yeast
Saccharomyces cerevisiae during the storing in different conditions. This yeast is
used in many areas of food industry. Its stability is important for preservation of
stable manufacturing process. The study was based on a DNA analysis of ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) regions, testing of suitable ISSR primers and ITS region

sequencing of S. cerevisiae.
Key words:

Yeasts, DNA fingerprinting, determination, ISSR, Saccharomyces cerevisiae



Seznam zkratek

AFLP — polymorfismus délky amplifikovanych fragmenti (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism)

bp — baze (base)

BSA — hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dNTPs — volné deoxyribonukleotidy (Nucleoside triphosphates)
EDTA — cthylendiamintetraoctova kyselina (diethylenediaminetetraacetic acid)
GRAS - Generally Recognized As Safe

ISSR - Inter Simple Sequence Repeats

ITS - Internal Transcribed Spacer

kb — kilobaze = 1000 bazi (kilobase)

KTJ = kolonie tvorici jednotka (také CFU = Colony forming unit)
PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

RAPD - nahodna amplifikace polymorfni DNA (Random Amplification of
Polymorphic DNA)

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentt (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism)

SSR - Single Sequence Repeat
TBE — tris borat EDTA pufr (Tris/Borate/EDTA buffer)

Tm — teplota annealingu (melting temperature)
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1. UVOD

Mikroorganismy, a piedevsim kvasinky, byly pro rizné vyrobni procesy
vyuzivany jiz od dob neolitu. S jejich pomoci se lidé naucili vyrabét pivo, vino, chléb
¢1 nékteré vyrobky z mléka. S postupem Casu a rostouci industrializaci bylo zapotiebi
mit kontrolu nad pozadovanym kmenem kvasinek a sledovat jeho piipadné zmény,
aby byla zajisténa stalost daného vyrobku. K tomuto ucelu se zacala vyuzivat
determinace kvasinek. Kvasinky se daji rozliSit na zaklad¢ tradi¢nich metod dle
morfologickych, fyziologickych ¢i biofyzikalnich vlastnosti. S ptichodem technik
molekularni biologie se do popiedi determinace dostaly metody tzv. DNA

fingerprintingu, které jsou oproti tradicnim metodam rychlejsi a pfesnéjsi.

Jednim z cilu této prace je shrnuti nejéastéjsich kment kvasinek vyuzivanych
V potravinafstvi a jejich determinaci tradicnimi i modernimi metodami. Hlavnim
cilem této prace je zjisténi genetické stability potravinaisky nejvyuzivangjsi kvasinky

Saccharomyces cerevisiae pomoci analyzy mezimikrosatelitnich lokust ISSR-PCR.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Taxonomie

Kvasinky fadime do domény Eukaryota, fiSe houby (Fungi). Jednotnou
taxonomickou skupinu netvoii. Dle zplsobu pohlavniho rozmnozovani je dale
fadime mezi Ascomycety (vieckovytrusné houby), ptipadné mezi Basidiomycety
(stopkovytrusné houby). Kvasinky, které se rozmnozuji pohlavné, nazyvame
teleomorfni kvasinky. Mezi anamorfni formy jedné nebo druhé skupiny kvasinek
fadime ty, u kterych nebylo pohlavni rozmnozovani prokdzano. Ty nazyvame
Deuteromycotina. Deuteromycotina je pomocné pododdéleni spadajici k oddéleni
Ascomycota. Diive byly oznacovany jako ,nepravé kvasinky*, jelikoz jsou
nedokonalymi stadii perfektnich druhti (Janderova, Bendova, 1999; Silhankova,
2002).

2.2 Kvasinky vyuzivané v potravinarstvi
Kvasinky jsou jednobunétné, heterotrofni eukaryotni mikroorganismy,
jejichZ ndzev je odvozen od schopnosti vétSiny kvasinek zkvaSovat monosacharidy,

disacharidy a trisacharidy na ethanol a oxid uhli¢ity (Silhankova, 2002).

Poprvé byly pozorovany v roce 1680 A. van Leeuwenhoekem. O 200 let
pozdé&ji byly vyuzity Louisem Pasteurem ke studiu alkoholové fermentace v pivu a
vinu, ktery potvrdil jejich G€ast na kvasném procesu. V 80. letech 19. stoleti izoloval
E. Ch. Hansen prvni ¢isté kultury Saccharomyces cerevisiae z vina (Feldmann, 2011;
Janderova, Bendova, 1999).

Kvasinky jsou mikroorganismy V potravinaistvi zcela nepostradatelné.
VyuZivaji se v pivovarstvi, vinafstvi, pekarenstvi, lihovarstvi, k vyrob¢ kyseliny
citronové, produkce biomasy a dale. Mimo potravinafstvi nalézaji uplatnéni ve
vyzkumu a genovém inzenyrstvi, kde slouzi jako eukaryotni modelovy organismus

(predevsim S. cerevisiae a S. pombe) (Kopecka a kol., 2012; Silhankova, 2002).

2.2.1 Ascomycetes

Mezi Ascomycetes fadime kvasinky délici se piehradkami a kvasinkovité
organismy s pravym myceliem, dale jednobunétné pucici kvasinky a anamorfni
formy askogennich kvasinek (Janderova, Bendova, 1999). Ascomycetes jsou

schopny vytvaret endospory. Puci holoblasticky. Az na vyjimky neprodukuji ureazu,
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maji schopnost zkvasovat sacharidy. Bunécnd sténa je nepigmentovand, trojvrstva.

Prevlada v ni glukan a manan (Kockova - Kratochvilova, 1990).

2.2.1.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je nejpouzivanéjSi a zaroven nejprostudovanéjsi
kvasinkou v potravinaistvi a dalSich biotechnologiich a slouZi rovnéz jako modelovy
eukaryotni organismus (Kurtzman a kol., 2011). Kvasinky rodu Saccharomyces jsou
schopny zkvasSovat glukosu, sacharosu, maltosu, galaktosu a rovnéz trisacharid
rafinosu, naopak nezkvasuji laktozu (Silhankova, 2002). VyuZiti nachazi piedev§im

V pivovarstvi, vinafstvi, lihovarstvi a pekarenstvi (Krescankova a kol., 2015).

V pivovarstvi se kvasinky déli na spodni a svrchni. Mezi spodni pivovarské
kvasinky fadime druh Saccharomyces pastorianus (dfive oznacovan jako S.
carslbergensis), hybrid druhi S. cerevisiae a S. eubayanus (Gibson, Liti, 2015).
Vyuzivaji se k vyrob¢ lezak pii teploté 7 — 15°C a jejich sedimentace probihd u dna
kvasné nadoby (Basafova a kol., 2010). Jsou schopny fermentovat sacharid
melobiosu (Krescankova a kol., 2015). Svrchni pivovarské kvasinky se vyuzivaji
k vyrobé& pseni¢nych piv, piv typu ale apod. Radime mezi né druh S. cerevisiae. Tyto
kvasinky fermentuji sacharidy pifi 18-24°C a narozdil od spodnich kvasinek
nezkvasuji melobiosu (Lodolo a kol., 2008). Casto se vyskytuje vynaseni kvasnic do

tzv. kvasni¢né deky (Basafova a kol., 2010).

Ve vinafstvi se uplatiiuje hned nékolik druht kvasinek. Dfive bylo vyuZivano
tzv. spontanniho kvaSeni, které zah4jily kvasinky pfirozené pfitomné na bobulich
révy vinné. V primyslové vyrobé se vyuzivaji predevsim ¢isté vinafské kultury
druhd S. cerevisiae a S. bayanus. S. cerevisiae se diky jeji tolerantnosti k vy$simu
obsahu alkoholu projevuje az v zavérecné fazi fermentace. (Pretorius, 2000). Pii
vyrobé perlivych vin ¢i sekth se vyuziva tzv. sekundarni fermentace, ktera probiha
v lahvich. Vyuziva se rovnéz smési vinnych kvasinek S. cerevisiae a S. bayanus.
Kvasinky pii dlouhodobém zrani sektu podléhaji autolyze za soucasného vzniku

aromatickych frakci (Perpetuini a kol., 2016).

V lihovarstvi se rovnéz nejvice pouziva kvasinka S. cerevisiae, v nékterych
zemich je znamo 1 vyuziti kvasinky S. uvarum (lvanova a kol., 1989). Typicka

vlastnost lihovarského kmene kvasinky S. cerevisiae je vysoka odolnost vii¢i obsahu
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ethanolu, vysoka rychlost fermentace a vysoky vytézek na jednotku spotiebovaného

materialu (Krescankova a kol., 2015).

S. cerevisiae je mimo vySe zminénych odvétvich hojné vyuzivana i
v pekarenstvi k vyrobé kynutého peciva. Jeji pekéarenské kmeny jsou schopné
odoléavat stresujicim faktorim, jako jsou napi. bakterie mlééného kvaSeni a s tim
souvisejici nizké pH, nizky obsah kysliku adal§i. Mimo této dominantni kvasinky se
uplatiiuji i jiné druhy kvasinek, které jsou specifické pro danou oblast (De Vuyst a
kol., 2016).

2.2.1.2 Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii je osmo-, halo- a xerotolerantni, nepatogenni
kvasinka s vysokym biotechnologickym potencialem. Vzhledem k jeji schopnosti
produkce a hromadéni velkého mnozstvi lipida se rovnéZ oznacuje jako tzv. olejnata
kvasinka. Vyznacuje se toleranci k velmi vysoké koncetraci soli, zaroven ale i
k biocidu oxidu chlori¢itému, vysokou rezistenci k antimikrobidlnimu ¢inidlu
penconazole a stiedni rezistenci k antimikrobidlnim Cc¢inidlim cyckloheximidu a

benomylu (Breuer, Harms, 2006).

D. hansenii je schopna asimilovat melobiézu a rozpustny Skrob. Glukdzu,
galaktdzu, sachardzu, maltozu a rafindzu fermentuje velmi slabé, laktézu nezkvasuje.
V ptitomnosti D-glukdézy metabolicky oxiduje naftalen a benzopyren (Breuer,
Harms, 2006).

Kvasinka se vyskytuje v prostfedi s nizkou aktivitou vody, napt. v syrech a
mase, objevena byla rovnéz v moiské vodé. Osidluje i produkty s vysokou
koncentraci glukozy, jeji vyskyt byl prokazan v pivu, vinu nebo ovoci (Bubnova a

kol., 2014; Breuer, Harms, 2016).

V potravinaistvi ma D. hansenii Siroké vyuziti. V mlékarenském pramyslu je
soucasti nékterych startovacich kultur tvrdych i meékkych syrit a jeji metabolicka
aktivita se vyrazné podili na jejich zrani. Vzhledem Kk vyraznému tzv. killer efektu,
omezuje rast nezadoucich mikroorganismti (Prista a kol., 2016). Pfitomnost
D. hansenii je zadouci rovnéz ve fermentovanych klobasach a salamech. Kromé
lipolytické aktivity a schopnosti zachytdvat kyslik mtze také oddalit zluknuti a
odbouravat produkty kvaseni (napt. laktat) na vedlejSi produkty. ZvySené pH dava

13



vyrobkiim charakteristickou chut a barvu (Cano — Garcia a kol.,, 2013).
Debaryomyces hansenii se diky vysoké produkci Iytickych enzymt vyuziva
V pivovarstvi a vinafstvi k odstranéni zakalu zplsobené¢ho bilkovinami (Breuer,
Harms, 2006). V zemédélstvi se vyuziva jako tzv. biocontrol agent pro indikaci
poskliziiovych chorob, napt. zelené a modré plisné a hniloby u citrust, Sedé plisn¢ a
hniloby zptsobené plisni Rhizopus u hroznd révy vinné a rajéat (Sharma a kol.,
2009). D. hansenii se dale vyuziva pro produkci xylitolu, piirodniho sladidla pro
diabetiky (Sampaio a kol., 2007).

2.2.1.3 Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces lactis je tzv. nekonvenéni, dilezitd non — Saccharomyces
kvasinka s vysokym potencidlem pro biotechnologicky a potravinaisky primysl
(Rodicio, Heinish, 2013; Spohner a kol., 2016).

I pfes spoleéné piedky s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae se jejich
metabolismus velmi lisi. Narozdil od S. cerevisiae, jejimz hlavnim metabolismem je
alkoholova fermentace, je metabolismus K. lactis respiratorni (Rodicio, Heinish,
2013; Rubio — Texeira, 2005). K. lactis dokaze vyuzivat laktézu jako hlavni zdroj
uhliku a energie. Jeji schopnost asimilovat laktézu zavisi na genech LAC12 a LAC4,

které umoznuji hydrolyzu laktozy na galaktozu a glukozu (Rubio — Texeira, 2005).

Kluyveromyces lactis se pouziva v mlékarenském pramyslu a dale pfi vyrobé
heterolognich proteini. Je tradi¢ni vyuzivana pii vyrobé syrl, jogurti a dalSich
fermentovanych mlécnych produktd, predevsim kefiru. Jeji vyskyt byl prokazéan i
vV masle a syrech typu camembert (Rubio — Texeira, 2005; Spohner a kol., 2016). K.
lactis je oznacovana jako GRAS (generally recognized as safe), diky tomu je velmi
atraktivnim mikroorganismem v potravinaiském primyslu. Velmi vyznamna je jeji
schopnost produkovat enzym B — galaktosidazu, ktery se z ni izoluje. Enzym je také
znam pod pojmem laktaza. Tento enzym je schopen hydrolyzovat laktdzu, ktera
casto vyvolava laktézovu intoleranci u lidi, na stravitelnéjsi glukézu a galaktozu.
Transglykosylaéni aktivita B — galaktosiddzy miZze byt vyuzita k vyrobé
galaktooligosacharidi, neboli prebiotik. RovnéZ jsou vyuzivana jako nizkokaloricka
sladidla (Rodicio, Heinish, 2013; Spohner a kol., 2016). Panesar a kol. (2006) tvrdi,
ze syr z mléka hydrolyzovaného timto enzymem, zraje rychleji, nez syr z mléka bez

ptidavku p — galaktosidazy.
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Klyuveromyces lactis se vyuziva také jako hostitelsky organismus pro
produkci heterolognich proteinti, napt. chymozinu, ktery se pouziva jako syfidlo.
Diive byl izolovan z telecich brzlikt (Rodicio, Heinish, 2013). Spohner a kol. (2016)
uvadi jako dalsi vyuziti K. lactis produkci nékterych metabolitt, napf. laktatu nebo
D — arabitolu vyrabéného ze syrovatky. Sandula a kol. (1984) tuto kvasinku pouzil ve
svém vyzkumu, ktery se zabyval produkci biomasy bilkovin ze syrovatky. Ta byla

dale vyuzivana ke krmivarskym acelam.

2.2.1.4 Torulaspora delbrueckii

Torulaspora delbrueckii je non-Saccharomyces kvasinka, ktera se piirozené
vyskytuje ve vinu, pivu, vV ovocnych stavach, v pudée ¢i na rostlindch (Kochlanova a
kol., 2016).

Nejvétsi uplatnéni nachazi T. delbrueckii ve vinaistvi. Vyuzivana je spolu se
S. cerevisiae k vyrob¢ rozsahlé skaly vin, kterym dodava chut’ a aroma. V bilém vinu
tvoii piedevsim estery kyseliny octové, thioly a monoterpeny (Varela, Borneman,
2016). Aroma a chut’ ve vinu vznika diky schopnosti této kvasinky transformovat
monoterpeny obsazené v révé vinné, mezi které patii napf. nerol, geraniol, a-
terpineol, linalool ¢i citronellol (King, Dickinson, 2000). Pfi vyrobé Cervenych vin
ma vyrazny vliv na intenzitu barvy a utvafeni celkového dojmu. Uplatnéni nachazi i

pfi vyrobé Sumivych vin (Varela, Borneman, 2016).

Opomenout nelze ani schopnost specifickych kmend T. delbrueckii
produkovat tzv. ,killer toxin“ oznaceny jako TdKT. Killer toxiny této kvasinky maji
Brettanomyces nebo Dekkera, a mohou tak slouzit jako potencialni biocontrol agent.
(Villalba, 2015).

V pivovarstvi je spolu s nékterymi dalSimi non-Saccharomyces kvasinkami
vyuzivana k vyrobé nizkoalkoholickych piv (do 5 % objemu alkoholu). Nékteré
kmeny T. delbrueckii nejsou schopny fermentovat maltozu a maji potencial ve
vyrobé nealkoholickych piv (do 1 % objemu alkoholu). Piva, kterd byla vyrobena
pomoci této kvasinky, chutnaji vice po mladiné a vyznacuji se slad$i a ovocngjsi

chuti nez piva klasicka (Kochlanova a kol., 2016).
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Varela a Borneman (2016) odkazuji na pouziti T. delbrueckii i v pekafstvi pii vyrobé
chleba. Chléb fermentovany touto kvasinkou mél ve srovnani s chlebem vyrobenym

za pouziti S. cerevisiae lepsi senzorické vlastnosti.

2.2.1.5 Yarrowia lipolytica
Yarrowia lipolytica je tzv. nekonven¢ni, nepatogenni, GRAS kvasinka

vyskytujici se v substratech bohatych na lipidy i proteiny (Nicaud, 2012).

Tato kvasinka mé Siroké spektrum wuplatnéni v potravinafstvi a velky
biotechnologicky potencial. V mlékarenském primyslu se mize nachazet v syrech ¢i
jogurtech, kde produkuje aromatické slozky. Jeji znacnd proteolytickd aktivita
zpusobuje hydrolyzu kaseinu, pii které vznikaji peptidy a volné aminokyseliny. Ty
maji zvlastni vyznam pii vyrobé syri s modrou plisni, kde je Y. lipolytica spolu
s plisni Penicillium roqueforti vyuzivana. Lipazy a esterazy, které kvasinka
produkuje, maji zna¢ny vliv na zrani syrG. Y. lipolytica byla detekovana i ve
slovenské brynze, v syru Pecorino, Camembert ¢i v Goud€. V masném primyslu se

podili na chuti a textute suchych fermentovanych klobas (Zinjarde, 2014).

Y. lipolytica je vyuzivana také Kk produkci potravinafskych aditiv, pfedev$im
aromatickych latek (napf. broskvové aroma), organickych kyselin, polyalkoholi,
emulgatorti nebo povrchové aktivnich latek (Liu a kol.,2015; Zinjarde, 2014). Jako
substrat pro vyrobu aditiv jsou pouZivany rtzné zdroje uhliku, napt. glukoza,
glycerol, alkoholy a dal$i. Mezi nejCastéji vyuZzivané kyseliny v potravinarstvi patii
kyselina citronova, kterou produkuje kmen Y. lipolytica ACA-YC 5033 z glycerolu.
Stejny substrat vyuzivaji i kmeny Y. lipolytica LFMB 19 a LFMB 20 k produkci

mannitolu, ktery se vyuzivé jako umélé sladidlo (Liu a kol., 2015).

Mimo potravindistvi ma tato kvasinka velky vyznam 1 v chemickém

primyslu, v biotechnologiich, v produkci biopaliv a mnoho dalSich (Sabirova a kol.,
2011).

2.2.1.6 Ostatni potravinarské kvasinky
Zygosaccharomyces rouxii je vyuzivana pii vyrobé sojové omacky ¢i
fermentované sojové pasty miso. Jeji vyskyt byl rovnéz zaznamendn v pocate¢nim

stadiu vyroby balsamikového octa.
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Schizosaccharomyces pombe je kvasinka, jejiz vyskyt byl potvrzen ve
fermentovaném c¢aji Kombucha, rovnéz byla nalezena i v alkoholickych napojich.

Vyuziva se pii vyrob€ prosového piva ,,pombe* v africkych pivovarech.

Hanseniospora uvarum se vyskytuje na pocatku pfirozené fermentace
ovocnych stav a vin, rovnéz je piitomna béhem fermentace kavovych zrn. Vzhledem
ke schopnosti inhibovat rust plisné¢ Botrytis cinerea je vyuzivana ve vinafstvi jako

biocontrol agent (Kurtzman a kol., 2011).

2.2.2 Basidiomycetes

Mezi Basidiomycetes fadime kvasinky se schopnosti tvorby exospor a
dikaryonovych mycelii. Sacharidy nezkvaSuji, pfipadné je zkvaSuji ojedinéle.
Bunécéna sténa je lamelarni, v povrchovych vrstvach Casto slizovitd a pigmentovana.

Ptevlada v ni chitin a manan (Janderova, Bendova, 1999; Kockova — Kratochvilova,
1990).

2.2.2.1 Rhodotorula glutinis

Rhodotorula glutinis je pigmentovana, olejnata kvasinka, ktera je vzhledem
ke své bezpecnosti a velkému biotechnologickému potencidlu zvlasté dualezita pro
potravinaisky, krmivaisky a pfipadné farmaceuticky primysl. Jeji vyskyt byl
prokdzan ve vzduchu ¢i pudé, nalezena byla i v mléce a mléénych produktech,

zejména v syrech (Hernandez-Almanza a kol., 2013; Yen a kol., 2014).

Rhodotorula glutinis je schopna produkovat velké mnozstvi piirodnich
pigmenti — karotenoidd. Nejvyznaméj$imi karotenoidy jsou [-caroten a astaxanthin,
které se pouZzivaji jako potravinaiskd barviva nebo jako ptidavek do krmiv. Tyto
latky jsou zaroven antioxidanty a prekurzory vitaminu A (Aksu, Eren, 2007). Krom¢
karotenoidi je vyznamna z hlediska produkce lipidt, které vytvaii ve formé
triglyceridii. Takto vytvofené lipidy mohou byt alternativou ropy, poptipadé¢ mohou
byt pouzity jako material na vyrobu bionafty. Mimo vySe uvedeného je R. glutinis
vyznamna 1 diky schopnosti vysoké produkce single-cell protein, kyseliny octové a

acetaldehydu (Hernandez-Almanza a kol., 2013).
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2.3 Determinace kvasinek

Deteminace kvasinek je zalozena na tradi¢nich metodach, které se zabyvaji
zkoumanim morfologie, fyziologie a biochemickych d&ji daného mikroorganismu a
metodach modernich, tzv. DNA-fingerprintingu (Augustova, 2010). Vzhledem
k ¢asové narocnosti determinace tradi¢nimi metodami a jejich nejednoznac¢nosti se

V soucasnosti vice pouzivaji metody DNA-fingerprintingu (Boulton, Quain, 2001).

2.3.1 Morfologické vlastnosti

Urc¢eni morfologickych vlastnostni kvasinek se provadi mikroskopem nebo
pifimym pozorovanim. Tyto vlastnosti nejcastéji ur€ujeme u kvasinek rostoucich na
tuhych padach, kde vytvaii kolonie velmi variabilniho vzhledu (Obr. 1, Obr. 2)
Vv zavislosti na mnoha faktorech, napf. slozeni zivné pidy nebo kultivacnich
podminkach. Povrch kolonii muze byt rGzny v zavislosti na druhu kvasinky,
nejcastéji se vSak popisuje jako hladky, drsny, nebo slizovity. U dimorfnich kvasinek
muze byt morfologie kolonii vyznamné ovlivnéna béhem ptechodu z kvasinkové do

pseudohyfalni formy (Kockova — Kratochvilova, 1982; Vopalenska a kol., 2005).

Obr. 1 — Typy povrchi a okraji kolonii.

® D D> DB

6 7

1. centralng pruhovany, 2. radikalng pruhovany, 3. uceleny okraj, 4. lalokowvity okraj, 5. pilowity okraj,
6. cipowity okraj, 7. rhizotdni okraj

(Kockova — Kratochvilova, 1982, upraveno)

Obr. 2 — Ruzné typy prifezu koloniemi.

P e W estia
. v 1. hladka kolonte, 2. hladka, v stfedé vyvyiena kolonte,
Y a— R 3. hladka, kréterovita kolonie, 4. plochd, rozi¥ens kolonie,
- 6 5. kraterovita, v stfedg kuferava kolonie,
m— LR A e 6. vyvyiena, kuterava kolonte, 7. plocha, kuterava kolonie,
3 7 8. thizoidni kolonie s pseudomyceliem
..:-\4 SIS :

(Kockova — Kratochvilova, 1982, upraveno)
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K pozorovani morfologie jednotlivych bunék se pouzivd vyhradné
mikroskop. Tvary kvasinkovych bunék jsou velmi rozmanité, charakteristické pro
kazdy druh a popiipadé rody (Obr. 3). Na tvar bunék rovnéz ptisobi vnéjsi prostiedi,
napt. slozeni zivného média, koncentrace latek v ném, kyselost a dalsi. Tvar mohou
bunky kvasinek ménit i béhem vyvoje. Za zdkladni tvar kvasinkovych bunék je
povazovan rotacni elipsoid, ktery se mize ménit na kulaté a ptipadné polodlouhé az

vlaknité tvary (Kockova — Kratochvilova, 1982).

Obr. 3 — Ruzné tvary kvasinkovych bunék.

0copgd? s

1. kulaté, 2. ovalne, 3. citrénkowite, 4. ogwvalni, 5. lahvowité, 6. protahlé,
7. vlaknté

(Kockova — Kratochvilova, 1982, upraveno)

2.3.2 Fyziologické a biofyzikalni vliastnosti

Mezi fyziologické vlastnosti se tfadi mnoho aspektd, dle kterych jsou
kvasinky determinovany. Jednim z nejdilezitéjSich je kultivacni teplota. U
mikroorganismi je sledovana optimalni teplota rlstu, ale také minimalni ¢&i
maximalni teplota, pii které mikroorganismus jesté roste. Dal$im z aspekti mize byt
tvorba barviv, pozorovani polysacharidovych pouzder ¢i sporulace. Z hlediska
vyzivy je sledovani zaméfeno na potfebu vitaminl, rist v pfitomnosti jediného
zdroje uhliku ¢i dusiku a pfedevSim na schopnosti kvaseni cukrti, kterd je u kvasinek
zakladnim znakem. Dilezité je také zminit vliv okolniho prostfedi na kvasinky, napf.

zvySeny osmoticky tlak, vliv antibiotik ¢i tolerance vi¢i ethanolu (Augustova, 2010).

Mezi biofyzikalni pozorované vlastnosti se fadi napt. sedimentacni rychlost,

elektroforeticka pohyblivost ¢i aktivita kvasinkovych enzymu (Augustova, 2010).
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2.3.3 Metody DNA fingerprintingu

DNA fingerprinting je soubor metod, které umoznuji identifikovat
organismus (popi. kmen a dals$i) na zakladé polymorfisma sekvenci urcitych tsek
DNA. Uplatnéni nachazi ptredevsim v taxonomii, fylogenezi, ekologii, genetice,
Slechtitelstvi, ale i v medicin¢ ¢i forenzni biologii (Kirby, 1990; Weising a kol.,

1995).
Weising a kol. (1995) rozdéluje detekci polymorfisma do 2 strategii:

1. DNA fingerprinting pomoci hybridizace, kdy je genomova DNA Stépena
restrikénimi enzymy a ndsledné separovana gelovou elektroforézou na
jednotlivé fragmenty dle velikosti. Polymorfni lokusy jsou nasledné
detekovadny znacenymi komplementdrnimi sekvencemi DNA, neboli
sondami. Mezi tyto metody se fadi napf. tzv. Southern blot.

2. DNA fingerprinting pomoci PCR, kdy dochéazi kin vitro amplifikaci
konkrétniho tiseku DNA za pomoci specifickych oligonukleotidi (neboli
primer(l) a termostabilni DNA polymerazy. Mezi tyto metody se fadi napf.

AFLP, SSR ¢i ISSR — PCR.

2.3.3.1PCR
PCR, nebo-li polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je
metoda molekularni biologie, kterou vyvinul Karry Mullis v roce 1983. Za tento

objev mu byla v roce 1993 udé€lena Nobelova cena za chemii (Shafique, 2012).

Princip metody PCR je zaloZen na amplifikaci genli a dalSich Gsekii DNA
in vitro, bez pouziti klonovani a je obdobou replikace nukleovych kyselin (Snustad,
Simmons, 2009; Smarda a kol., 2005). VVzhledem k rychlosti a jednoduchosti metody
se PCR stala oblibenou v mnoha védeckych oborech, napt. v molekularni biologii

nebo mikrobiologii (Shafique, 2012).

Polymerazova fetézova reakce umoznuje specifickou a exponencialni syntézu
novych fetézcl vybranych useki dvoufetézcové DNA ve sméru 5'=> 37 (Obr. 4).
Tento proces probiha cyklicky enzymatickou reakci prostfednictvim DNA-
polymerazy. Vybrany tusek DNA je vymezen specificky navrzenymi fragmenty
DNA, tzv. primery. Ty definuji tsek, ktery ma byt amplifikovan. Primery se na

protilehlé fetézce DNA vazou tak, ze jejich 3" konce smétuji proti sob&. Na primery
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se nasledné vazou za pomoci DNA-polymerdzy volné nukleotidy a syntéza novych
vlaken probiha protismé&mé na obou fetézcich (Pelt-Verkuil a kol., 2008; Smarda a
kol., 2005).

Aby mohla reakce spravné probihat, je zapotiebi, aby reakéni smés

obsahovala:

e Templatovou DNA

e Specifické primery (oligonukleotidy o velikosti 18-25 bp)

e Termostabilni DNA-polymerazu (nejcastéji Tag polymerdza
izolovana z bakterie Thermus aquaticus)

¢ Volné deoxyribonukleotidy (dNTPs)

e Roztok pufru a dals$i slozky, napt. hofecnaté ¢i amonné ionty

(Shafique, 2012; Smarda a kol., 2005).

Metoda PCR je proces, pfi kterém dochdzi k pravidelnému stiidani 3 krokd,

které se opakuji. Kazdy krok vyzaduje jinou teplotu a probihaji v nich odlisné déje:

1. Denaturace pfi teploté 92-95 °C po dobu asi 30 sekund

2. Annealing pfi teplote 50-65°C po dobu asi 30 sekund

3. Elongace pfi teploté 70-72°C po dobu asi 1,5 minuty (Shafique, 2012;
Snustad, Simmons, 2009; Weaver, 2005).

V prvnim kroku dochazi k zahtati reakéni smési a nasledné denaturaci dvouvldknové
molekuly DNA. Pii annealingu se smés ochladi, coz umozni nasednuti primerti na
ob¢ vlakna denaturované DNA. Teplota, pti které probiha annealing, se urcuje podle
bazi, ze kterych jsou primery sloZeny. V poslednim kroku dochézi k syntéze novych
vlaken pomoci DNA-polymerazy. Cyklus probiha ve 20 az 30 opakovanich. Po 30
amplifikac¢nich cyklech vznikne vice nez miliarda kopii sekvence DNA (Harvey,
Ferrier, 2011; Tropp, 2012). Néktefi autofi uvadéji moznost pouziti vedlejsiho kroku
na zacatku PCR, tzv. tvodni denaturace, ktera probiha pii 94°C po dobu asi 3 minut.
Na konci programu PCR mitize byt vyuZita jesté zaveérecna elongace pfi teploté 72°C

po dobu asi 7 minut.
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Obr. 4 — Polymerazova fetézova reakce

Polymerase chain reaction - PCR

original DNA 'u' /
to be replicated 5 / “ \.
/ nlﬂlu - lnmﬂl /.
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5 3 H
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mme e e .
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¥ 4 | » ? ’ \‘ ITHIII . .'.'.'Lm / \‘
DMNA primer 3 5 3 5
nucle&|7tide ' \\ I“m‘l” /
\

€) Denaturation at 94-96°C
9 Annealing at ~68°C
o Elongation at ca, 72°C

Zdroj:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/96/Polymerase_cha
in_reaction.svg/835px-Polymerase_chain_reaction.svg.png

Zatizeni, ve kterém PCR probiha, se nazyva termocykler (Obr. 5). Ten
umoziuje rychlé stfidani teplot, které jsou dlleZité pro spravny pribéh reakce.
(Hames, Hooper, 2005).

Obr. 5 — Termocykler

Zdroj: http://openwetware.org/images/8/81/T1b.jpg
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Kone¢nym produktem PRC jsou amplikony. Jedna se o fragmenty DNA
definované délky o velikosti n€kolika desitek az tisic bp. Pfitomnost amplikont
vreakéni smési lze prokazat stanovenim jejich velikosti elektroforézou.
K elektroforéze jsou nejcastéji vyuzivany agar6zové nebo polyakrylamidové gely.
Zviditelnéni DNA molekul pod UV svétlem lze dosdhnout obarvenim vhodnym
fluorescenénim barvivem, napf. ethidium bromidem nebo SYBR Green. (Rao a kol.,

2006; Smarda a kol., 2005).

PCR je vyuzivana v 8iroké Skale modifikaci. Casto se vyuziva tzv.
mikrosateliti (SSR — Simple Sequence Repeats), coz jsou kratké, tandemové
repetitivni sekvence DNA. Vyuziti nachazi napi. v metodach SPAR (Single SSR
Primer Amplification Reaction), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) nebo RAMP
(Randomly Amplified Microsatelite Polymorphism) (Caetano-Anollés, Gresshoff,
1997).

2.3.3.2 RFLP

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) neboli polymorfismus
délky restrikénich fragmentl je molekularni marker, ktery popsal Botstein a kol.
(1980). Tento marker je detekovan restrikénimi enzymy (neboli endonukledzami).
Restrikéni endonukledzy se vyskytuji v fadé riznych prokaryot a maji schopnost
Stépit DNA ve specifickych mistech (tzv. restrikéni mista) obvykle obsahujicich 4-6
bazi usporfadanych do palidromut (Kirby, 1990; Srivastava a kol., 2004; Weising a
kol., 1995). Podstatou RFLP jsou mutace, které vedou k vytvofeni nebo ztraté
restrikénich mist pro endonuklazy, ¢i vznikaji jako disledek pfitomnosti riizného
poctu repetitivnich sekvenci, inzerci, deleci nebo prestaveb ve specifickych oblastech

chromozomt (Smarda a kol., 2005).

Restrikéni analyza je zaloZena na bazi hybridizace. Nejprve dochdzi ke
Stépeni genomové DNA endonukledzami ve specifickych mistech a nasledné
k separaci fragmentu dle velikosti na gelové elektroforéze. Tyto rozdily ve velikosti
lze snadno detekovat. Gelova elektroforéza mize byt doplnéna tzv. Southern blotem

(Obr. 6) (Smarda a kol., 2005; Weising a kol., 1995).

Southern blotting je technika, pii které dochéazi k pfenosu molekul DNA
Z elektroforetického gelu na nitrocelulozovou nebo nylonovou membranu. Na

imobilizovanou DNA je nésledné hybridizovana radioaktivné znaCena sonda
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obsahujici komplementarni specifickou sekvenci. Membrana je néasledné pfenesena

na film a dochazi k detekci radioaktivniho zateni sond (Brown, 2001).

RFLP nachdazi vyuziti v genetickém mapovani (Botstein a kol., 1980), studiu
polymorfismu, forenzni biologii ¢i v prenatalni diagnostice a mediciné (Kirby, 1990).
Tato metoda byla v determinaci kvasinek velmi uspé$na, avSak vzhledem ke své
Casové narocnosti a potieby velkého mnozstvi kvalitni DNA od ni bylo v praktické

determinaci vicemén¢ ustoupeno (Boulton, Quain, 2001).

Obr. 6 — Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
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Zdroj: http://www.bioteach.ubc.ca/MolecularBiology/DNAfingerprintherbs/rflp.gif

2.3.3.3 AFLP

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) neboli polymorfismus
délky amplifikovanych fragmentl je technika detekce polymorfismi, kterd
reprezentuje kombinaci RFLP analyzy a PCR s vyslednymi vysoce informativnimi
otisky DNA (Smarda a kol., 2005; Weising a kol., 1995). Tuto metodu poprvé popsal
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Vos a kol. (1995). AFLP je silny molekularni marker, ktery se vyuziva pro
charakterizaci genomové DNA (Caetano-Anollés, 1997).

Prvnim krokem metody AFLP je Stépeni genomové DNA 2 restrikénimi
enzymy, pricemz jedna restriktaza se vyznacuje primeérnou Stépici frekvenci (tvofi
mensi fragmenty) a druhd vyssi $tépici frekvenci (vytvaii vétsi fragmenty) (Boulton,
Quain, 2001). Nasleduje ligace adaptorti s definovanou sekvenci, které¢ jsou ligovany
na oba konce vSech restrikénich fragmentii. Tyto oligonukleotidové adaptory jsou
navrzeny tak, aby nedochdzelo k obnové restrikcniho mista. Nasledn¢ provedena
PCR vyuziva specidlné designované AFLP-primery, které umoziuji amplifikovat
pouze podmnozinu restrik¢nich fragmentti. Dochazi tak nejdfive k tzv. pre-selektivni
amplifikaci a nasledné k tzv. selektivni amplifikaci. Metoda je zakoncena gelovou
elektroforézou amplifikovanych fragmentd v nedenaturujicim polyakrylamidovém
gelu (Obr. 7) (Smarda a kol., 2005; Vos a kol., 1995; Weising a kol., 1995). Tento
polymorfismus je zalozen na ziskdni nebo piipadné ztrat¢ restrikénich mist. Je

analogicky s polymorfismem RFLP (Smarda a kol., 2005).

Jednozna¢na vyhoda AFLP analyzy vychazi ze schopnosti rychle vytvéret
velké mnozstvi markerovych fragmenti z jakéhokoli organismu bez ptedchozi
znalosti genomové sekvence. Mezi dalSi vyhody patii nizkd potieba vychoziho
templatu. Ve srovnani s jinymi metodami DNA fingerprintingu (napi. RAPD nebo
ISSR) vykazuje metoda AFLP mnohem vy$$i reprodukovatelnost (Paun,
Schonswetter, 2012). Nevyhodou této metody je neschopnost rozeznat tizce ptibuzné

druhy, napt. u skupiny Saccharomyces sensu stricto (Boulton, Quain, 2001).
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Obr. 7 — Amplified Fragment Lenght Polymorphism
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https://www.researchgate.net/profile/Awanish_Kumar3/publication/233957914/figur
e/figl/AS:299952539488266@1448525666910/Fig-1-Schematic-representation-of-
the-AFLP-technique-for-the-generation-of-molecular.png

2.3.3.4 Analyza mikrosatelita

Mikrosatelity (SSR — Simple Sequence Repeat nebo STR — Short Tandem
Repeat) jsou hypervariabilni, kodominantni, vysoce polymorfni molekularni markery
pritomné v celém genomu. Jsou slozeny z kratkych tandemovych repetitivnich
jednotek z 1-6 bp. Tyto sekvence se mohou mnohokrat opakovat a tvofit tak fetézec
o 20 az n¢kolika stech bp. VétSina mikrosateliti se nachdzi ve formé¢ dinukleotidti
(napt. (AC),), mohou ale tvofit i tri- ¢i tetranukleotidy. SSR pfispivaji rovnéz ke
struktute DNA, organizaci chromatinu, regulaci transkripce, translace ¢i genové

exprese (Chistiakov a kol., 2006).
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K detekci mikrosatelitnich sekvenci se vyuziva PCR. Pomoci dvou primert,
které nasedaji na useky hranicici s mikrosatelity, se definuje mikrosatelitni lokus.
Tyto ohraniCujici sekvence byvaji konzervativni pouze v ramci druhu. Z tohoto
divodu je nutné navrhovat pro kazdy druh novou sadu primeri. Vysledkem
amplifikace je vznik rizn¢ dlouhych amplikontl, které se nasledné separuji pomoci

gelové elektroforézy (Smarda a kol., 2005).

Tato metoda se nejcastéji pouziva k odliSeni blizce pfibuznych jedinct ¢i

k detekei vztahti mezi nimi zejména v populaéni genetice (Smarda a kol., 2005)

2.3.3.5ISSR - PCR

ISSR, neboli Inter Simple Sequence Repeats je technika zaloZena na principu
PCR, vyuzivajici mikrosatelitt jako primert (Pradeep Reddy a kol., 2002). Tato
metoda byla vyvinuta v 90. letech 20. stoleti. Principem metody je amplifikace usekl
mezi dvéma mikrosatelity (SSR). Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetitivni
useky DNA o velikosti 2-6 bazi. ISSRs jsou segmenty nachazejici se mezi dvéma
mikrosatelity o velikosti 16-25 bp (Ng, 2015). Vzhledem k absenci SSRs fragmentt
u prokaryot, lze tuto metodu vyuzivat pouze u eukaryotnich organismi (Pradeep

Reddy a kol., 2002).

Ve srovnani se standartni PCR se v ISSR-PCR pouziva pouze jeden primer,
ktery komplementarné¢ nasedd na mikrosatelit a nasledné amplifikuje Gsek mezi
dvéma mikrosatelity. K vizualizaci se vyuziva interkala¢nich cCinidel a nasledné

elektroforézy (Ng, 2015).

Technika kombinuje vyhody AFLP (Amplified Fragment Lenth
Polymorphism) a RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Narozdil od
RAPD jsou primery v ISSR delsi, proto metoda vykazuje i vétsi piesnost. Mezi dalsi
vyhody patii jednoduchost, finan¢ni nendro¢nost, nendroc¢nost na kvalitu pouzité
DNA, vysoka reprodukovatelnost a rovnéz hypervariabilita markeru. Nevyhody
spoc¢ivaji v nutnosti optimalizace pro dany organismus (zejména primerti a teploty
annaelingu) a uréitym znevyhodnénim je i dominantnost markeru (Ng, 2015; Pradeep
Reddy a kol., 2002)
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Metoda nachazi uplatnéni napf. v DNA fingerprintingu, genetickém

mapovani, genetické diverzité, fylogenetické analyze ad. (Pradeep Reddy a kol.,
2002).

2.3.3.6 Sekvenovani DNA

Sekvenovani je proces, béhem kterého je stanovena primarni struktura neboli
pofadi nukleotidi v molekulach DNA. K sekvenovani DNA bylo vyvinuto velké
mnozstvi metod. Mezi zdkladni metody se fadi chemické sekvenovéani dle Maxam-
Gilberta a enzymové sekvenovani dle Sangera. Z téchto dvou metod je v soucasnoti

nejvice vyuzivané Sangerovo sekvenovéani (Smarda a kol., 2005).

Templatovou DNA pro Sangerovo sekvenovani je jednovldknova DNA
(Adams, 2008). K ziskani jednovlaknové DNA se vyuziva asymetricka PCR, kdy se
vyuziva pouze jednoho specifického primeru o délce asi 18 bazi (Smarda a kol.,
2005). K navazanému primeru se nasledné pomoci DNA-polymerazy piipojuji volné
deoxyribonukleotidy (ANTPs) a jeden z dideoxynukleotidi (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP), které jsou oproti dNTPs zastoupeny v nizké koncentraci. Reakce probiha ve
Ctyfech oddélenych zkumavkach. Vzhledem Kk chybé&jici 3‘-“OH  skupiné u
dideoxynukleotidii se po jejich navazani syntéza fetézce ukonéi, slouzi tedy jako
terminator syntézy DNA. Vizualizace rizné dlouhych takto vzniklych fragmentt
probiha pomoci elektroforézy, kdy se na polyakrylamidovy gel nanesou vedle sebe
obsahy vSech ¢tyfech zkumavek. Vizualizované profily se postupné odecitaji smérem

vzhiiru (Adams, 2008; Smarda a kol., 2005).

Jednodussi a rychlejsi variantou Sangerova sekvenovani je vyuziti kapilarni
elektroforézy, pii které se vyuziva dideoxynukleotidl, které jsou fluorescencné
znaceny. V této metodé lze pouzit jen jednu zkumavku zahrnujici vSechny
dideoxyribonukleotidy, volné deoxyribonukleotidy, primer, DNA-polymerazu a
templatovou DNA. Elektroforéza probiha v jedné sklenéné kapilafe. V soucasné
dobé se Sangerova metoda prakticky vyuziva jiZz jen spole¢né s kapilarni
elektroforézou, kterou lze dale vyuzit i pro fragmenta¢ni analyzu (Smarda a kol.,
2005).

2.3.3.7 Elektroforéza
Elektroforéza je v molekularni biologii jedna znejvice pouzivanych

separacnich technik. Vyuzivd se k analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Jejim
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principem je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Nukleové kyseliny maji
negativné nabité fosfatové skupiny, proto se v elektrickém poli pohybuji smérem ke

kladné nabité elektrodé, neboli anodé (Smarda a kol., 2005).

Elektroforéza se provadi v nosiCi, kterym mulze byt v piipadé separace
nukleovych kyselin agarézovy nebo polyakrylamidovy gel. Polyakrylamid nebo
agaréza tvofi sitovou strukturu polymernich molekul s pory. Jejich velikost lze
ovlivnit koncentraci polymeru v roztoku a jeho sloZzenim. Nejcastéji se vyuziva
agardzovych gell, které jsou vhodné pro separaci molekul nukleovych kyselin o
velikosti 100 bp az 50 kb (Smarda a kol., 2005). Vyhody agarézovych gelii spo¢ivaji
V netoxi¢nosti a snadné piipraveé. Polyakrylamidovy gel se pouzivad pro separaci

menSich molekul DNA. Nevyhodou je jeho toxicita (Tietz a kol., 1998).

Zatizeni, ve kterém gelova elektroforéza probiha, se nazyva elektroforeticka
vana. Ta je pfipojena ke dvéma elektrodam. Rychlost migrace DNA v agar6zovém
gelu ovliviiyje elektrické napéti. Obvykle se uplatituje napéti 4 — 10 V na centimetr
délky vany (dle pufru). Nezbytnou soucasti pro spravny prubéh elektroforézy je pufr
(nejcastéji TBE pufr). K vizualizaci fragmenti nukleovych kyselin se pouZiva
interkala¢ni Cinidlo, napf. ethidium bromid nebo SYBR Green. Detekovani
fragmentli probihd pod UV zéafenim v pfistroji zvaném transiluminator (Brown,

1998).

K analyze genetické stability S. cerevisiae v této praci byla pouzita metoda ISSR —
PCR a sekvenovani ITS regionu.
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3. CILE PRACE

1. Zjisténi genetické stability Saccharomyces cerevisiae pomoci analyzy ISSR
sekvenci a sekvenovanim ITS regionu béhem pasazovani a uchovavani této kvasinky

v -26°C a -80°C.
2. Testovani vhodnych ISSR primert pro S. cerevisiae.

3. Ziskani Cisté kultury S. cerevisiae z drozdi.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Saccharomyces cerevisiae a kultivaéni podminky

K pokusu byla pouzita Saccharomyces cerevisiae ziskana z drozdi znacky
Linco (zem& vyroby Némecko). Mala cast drozdi byla nanesena na GK agar (1 g
kvasni¢ného extraktu, 20 g glukézy, 20 g agaru, doplnéno destilovanou vodou na
celkovy objem 1 1, pH upraveno na 6,8) a inokulaéni klickou byl proveden ktizovy
roztér. Nasledné probéhla kultivace pii 37°C po dobu 3 dnil. Narostld kolonie byla
Z jedné kolonie jest¢ 2x pasdzovana. Timto zpusobem byla ziskana Cista kultura

(Obr. 8),

Obr. 8 - Cista kultura S. cerevisiae

Zdroj: Vlastni foto
Nasledn¢ byly vytvoteny 3 pokusné vzorky:

1. S. cerevisiae byla kultivovana na GK agaru (1 g kvasni¢ného extraktu, 20 g
glukézy, 20 g agaru, doplnéno destilovanou vodou na celkovy objem 1 1, pH

upraveno na 6,8) pii 37°C a kazdych 7 dni po dobu 4 mésicti pasazovana.
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2. S. cerevisiae byla kultivovana v GK tekutém médiu (1 g kvasni¢ného
extraktu a 20 g glukdézy doplnéno destilovanou vodou na celkovy objem 1 1, pH 6,8)
pii teploté¢ 37°C po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byla ulozena do mraziciho zafizeni a

uchovavana pfi teploté -26°C po dobu 4 mésicu.

3. S. cerevisiae byla kultivovana v GK tekutém médiu pii teploté 37°C po
dobu 24 hodin. Nasledné byla ulozena do mraziciho zafizeni a uchovédvéana pfi

teploté -80°C po dobu 4 mésici.

4.3 1zolace DNA z kvasinek

DNA byla izolovana z narostlé kvasinkové kultury dle protokolu (Harju a
kol., 2004), ktery byl optimalizovan. Kolonie Saccharomyces cerevisiae byla
kultivovéana v 1,5 ml YPD média (1% kvasni¢ny extrakt, 2% glukédza, 2% pepton) po
dobu 20 hodin pfi teploté 30°C. Nasledn¢ byl vzorek centrifugovan po dobu 5 minut,
20 000 x g, pfi teploté 21°C. Ke vzorku bylo pfiddno 200 ul lyzac¢niho pufru (2%
Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA).
Mikrocentrifugacni zkumavka se vzorkem byla ponofena na 2 minuty do tekutého
dusiku. Nésledné byla ptfenesena do vodni 14zné€ o teploté 95°C po dobu 1 minuty.
Ponofeni do tekutého dusiku a nasledné vodni 14zn€ bylo jesté jednou opakovano.
Vzorek byl vortexovan po dobu 30 sekund. Bylo piidano 200 pl chloroformu,
nasledné byl vzorek vortexovan po dobu 2 minut. Vzorek byl centrifugovan po dobu
3 minut, 20000 x g, teplota 21°C. Vodna faze byla pifenesena do nové
mikrocentrifugac¢ni zkumavky se 400 pl ledového 96% ethanolu. Vzorek byl
promichan a pii pokojové teploté inkubovan po dobu 5 minut. Vzorek byl
centrifugovan po dobu 5 minut, 20 000 x g, teplota 21°C. Supernatant byl odsan a
peleta byla promyta 500 ul 70% ethanolu. Vzorek byl centrifugovan po dobu 5
minut, 20 000 x g, teplota 21°C. Supernatant byl odsan a peleta pii pokojové teploté

susena po dobu 5 minut. Peleta byla rozpusténa ve 25 ul destilované H,0.

Koncentrace a cistota DNA byla ovéfena na pfistroji BioSpec-nano
(Shimadzu, USA).

4.4 ISSR - PCR
Reakéni smés PCR byla ptfipravena v celkovém objemu 20 ul pro kazdy

z primerd (Tab.1) v tomto sloZeni:
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e 10 ul Combi PPP Master Mix (Top Bio, CR)

e 1plBSA

e 1 ul templatové DNA

e 1 ulprimeru

e 7 ul sterilni destilované H,O

PCR program byl zahajen poc¢ate¢ni denaturaci pii 95°C po dobu 2 minut.

Nasledovala denaturace pii 93°C po dobu 20 sekund. Annealing probihal pii teploté

optimalni pro pouzity primer (Tab. 1) po dobu 1 minuty. Elongace probihala pfi

teploté 72°C po dobu 20 sekund. Denaturace, annealing a elongace se opakovaly ve

40 cyklech. Program byl zakoncen zavére¢nou elongaci pii teploté¢ 72°C po dobu 6

minut. Nasledovalo zchlazeni vzorkl na 4°C a pii této teploté byly udrZzovany.

Tab. 1 — ISSR primery pouzité na PCR a jejich sekvence

Primer Sekvence Tm
UBC 807 5°— AGA GAG AGA GAG AGA GT -3¢ 54°C
UBC 812 5°— GAG AGA GAG AGA GAG AA -3¢ 54°C
UBC 823 5 =TCTCTCTCT CTC TCT CC — 3¢ 54°C
UBC 825 5~ ACA CACACACACACACT -3¢ 54°C
UBC 826 5~ ACA CACACACACACACC-3¢ 54°C
UBC 827 5~ ACA CACACACACACACG-3¢ 54°C
UBC 834 5¢— AGA GAG AGA GAG AGA GYT -3¢ 49,2°C
UBC 836 5¢— AGA GAG AGA GAG AGA GYA -3¢ 54°C
UBC 840 5°— GAG AGA GAG AGA GAG AYT -3¢ 54°C
UBC 841 5‘— GAG AGA GAG AGA GAG AYC -3¢ 48,5°C
UBC 845 5~CTCTCT CTCTCT CTC TRG — 3¢ 54°C
UBC 880 5¢— GGA GAG GAG AGG AGA -3¢ 54°C

4.5 Elektroforéza

Po PCR byly vzorky naneseny na 2% agardzovy gel s 1 x TBE (Sigma-
Aldrich, USA) a interkala¢nim ¢inidlem Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA).

Vlastni elektroforéza probihala po dobu 120 minut pii 5 V/cm. Agardzovy gel byl

vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentacniho zatizeni InGenius3

(Syngene, UK).

33




4.6. Sekvenovani regionu ITS

Reakéni smés PCR byla vytvotena v celkovém objemu 25 pl v tomto slozeni:

e 12,5 ul Combi PPP Master Mix (Top Bio, CR)

e 11 ul sterilni destilované H,O

e 0,5ul primeru ITS 1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG)
e 0,5l primeru ITS 4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)

e 1 ul templatové DNA

PCR program byl zahajen pocatecni denaturaci pfi 95°C po dobu 5 minut.
Nasledovala denaturace, 95°C po dobu 40 sekund. Annealing probihal pii 57°C po
dobu 30 sekund. Nésledna elongace probihala pii 72°C po dobu 40 sekund.
Zavérecna elongace probihala pii 72°C po dobu 1 minut. Program byl zakoncen

zchlazenim vzorku na 4°C a pfi této teploté byl udrzovan.

Uspé&snost amplifikace byla ovéfena elektroforeticky z 5 pl reakéni smési
odebrané po PCR. Dalsich 5 pl reakéni smési bylo enzymaticky piecisténo pomoci
1 ul ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA).
Tato smés byla inkubovana pti 37°C po dobu 15 minut a nasledné pii 80°C po dobu
15 minut. Po zchlazeni bylo pfidano 5 pl primeru ITS 1. Takto pfipraveny vzorek byl

odeslan spolec¢nosti Macrogen (NL) k sekvenac¢ni analyze.
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5. VYSLEDKY

Z vytvorené Cisté kultury S. cerevisiae byla uspésné izolovana DNA, ktera
nasledné slouzila jako templatové vlakno DNA pro reakci ISSR-PCR. Pfi této reakci
byly vyzkouSeny primery uvedené¢ v Tab. 1. Intermikrosatelitni lokus byl
naamplifikovan primery UBC 840 a UBC 880 (Obr. 9), ostatni primery
pravdépodobné nejsou s mikrosatelity S. cerevisiae komplementarni a tudiz useky

mezi nimi neamplifikuji, pfipadné nebyly vysledky reprodukovatelné.

Obr. 9 — ISSR analyza pomoci primerd UBC 826, UBC 840 a UBC 880

- Seew
-
~
-— -

UBC 826 UBC 840 UBC 880

Zdroj: Vlastni foto

Do prvniho slotu primeru UBC 840 byl nanesen vychozi (kontrolni) vzorek
DNA S. cerevisiae ziskany z ptivodni kultury (K). Druhy slot obsahuje vzorek DNA
kultury, kterd byla pasazovana (1). Treti slot obsahuje vzorek DNA, ktera byla

uchovavana v -26°C (2) a ve ¢étvrtém slotu je umistén vzorek DNA, ktera byla
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uchovavana v -80°C (3). Vizualizované fragmenty mély velikost od 200 do 380 bp.
U primeru UBC 840 jsou profily vSech vzorki totozné, z ¢ehoz je mozno usoudit, Ze
béhem uchovavani nedoSlo ke zmén€ na tomto intermikrosatelitnim lokusu. U
primeru UBC 880 je potadi vzorkt totozné s primerem UBC 840. Vizualizované
fragmenty mély velikost od 225 do 550 bp. Dle jejich profilt 1ze soudit, Ze doslo ke
zménam v usecich amplifikovanych timto primerem. Z tohoto dGvodu bylo
pristoupeno ke skorovani, kdy byla vytvofena binarni matice (Tab. 2). Tato matice

byla vytvorena z fragmenti, které byly vizualizovany na agar6zovém gelu.

Tab. 2 — Binarni matice vytvofena dle vizualizace primeru UBC 880 na agar6zovém

gelu
Kontrola Pasazovani -26°C -80°C
550 bp 1 1 1 1
400 bp 1 0 1
370 bp 1 1 1 1
300 bp 1 1 1 1
250 bp 0 1 1 1
225 bp 1 1 1 0

Z této matice byla pomoci vytvofenych kontingenénich tabulek a koeficientu
Nei-Li (Nei a Li, 1979), ktery se pouziva pro dominantni markery, zkonstruovana
podobnostni matice (Tab. 3).

Tab.3 — Podobnostni matice koeficientu Nei-Li

Kontrola Pasazovani -26°C -80°C
Kontrola 1
Pasazovani 0,8 1
-26°C 0,9 0,9 1
-80°C 0,8 0,8 0,9 1
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Mezi DNA kolonie izolované z ptvodni ¢isté kultury (K) a DNA kolonie
z kultury, které byla pasazovana (1) je podobnost 0,8. Tuto podobnost Ize hodnotit
jako niz8i. Niz8§i podobnost také vyskytuji vzorky K a 3 nebo 1 a 3. Mezi DNA
kvasinky uchovavané v -26°C (2) a kvasinky uchovavané v -80°C (3) je podobnost
0,9. Tuto podobnost 1ze hodnotit jako vyssi. Vyssi podobnost DNA rovnéz vykazuje
porovnani vzorkt 1 a 2 nebo 2 a 3. Z toho lze usuzovat, ze u vzorku 1 se v prub¢hu
pasazovani intermikrosatelitni lokus ve srovnani s vzorky uchovavanymi v mrazu
ménil. Vzorky uchovévané v mrazaku vykazuji mezi sebou vysokou podobnost, ale
ve srovnani s pivodni kulturou jiz podobnost nizsi. Z tohoto faktu je mozno vyvodit,
ze intermikrosatelitni lokusy amplifikované primerem UBC 880 se v pribéhu Casu

pfi riznych uchovavanich méni.

Pti vizualizaci ITS regionl agar6zovou elektroforézou bylo zjisténo, ze tyto

lokusy jsou u S. cerevisiae velké 800 bp (Obr. 10).

Obr. 10 — ITS regiony u S. cerevisiae

K 1

9
w

a0

ITS1/ITS4

Zdroj: Vlastni foto

Po sekvenovani ITS regionu bylo po zarovnani (alignmentu) ziskanych

sekvenci vyvozeno, ze v regionu ITS béhem uchovavani v riznych podminkach
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nedoslo k zadné zméné — 100% shoda nukleotidovych sekvenci vSech vzorku. Z toho

1ze usoudit, Ze rizné zpusoby uchovavani pravdépodobné na tento lokus vliv nemaji.
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6. DISKUZE

Kvasinky maji diky svému rychlému reprodukénimu cyklu schopnost ménit
svoji genetickou informaci v pomérné kratkém case. V praktickém vyuziti kvasinek
(napt. pivovarstvi apod.) je dulezité, aby pouzivany kmen kvasinky byl stabilni a
nedochazelo ke zménam. Piipadné zmény v genetické informaci by mohly mit vliv
na nasledujici vyrobni proces. K tomuto ucelu se vyuziva determinace kvasinek.
Bézné metody detekce kvasinek jsou ¢asoveé narocné, pracné a ¢asto nejsou schopny
rozliSit kvasinky na udrovni druhu, coz by mohlo mit za nésledek chybnou
identifikaci. V tomto sméru se zacaly hojné vyuzivat metody DNA fingerprintingu,

které poskytuji presnéjsi a rychlejsi vysledky.

Pro spravnou identifikaci je zasadni &istota kultury. Cista kultura pfedstavuje
pomnozeni jedné buiiky kultivované in vitro. Aby byla ziskana kultura S. cerevisiae
opravdu Ccista, bylo zapotiebi ji nékolikrat pasadzovat. Izolace genomové DNA
kvasinky byla provedena zptisobem, ktery uvadi Harju a kol. (2004). Pro izolaci byla
pouzita 1 KTJ S. cerevisiae kultivované v 37°C po dobu 5 dnii. Po této dobé byla
kultura dostatecné narostld. Tento zplsob izolace ve srovnani sizolaci DNA
komeréné dostupnym kitem zajistil vysokou vytéZznost a dostacujici Cistotu ziskané

DNA.

ISSR je dominantni molekularni marker, ktery lze pouzit k detekci a
typizovani druhu u eukaryotnich organisml, nejcastéji rostlin. Tento marker vyuZili
k uspésné detekci kvasinek Pathania a Kanwar (2010), kterym se pomoci ISSR
primeru podafilo detekovat S. cerevisiae ve fermentovanych potravinach. Rovnéz El-
Assal a kol. (2011) touto metodou uspésné detekovali S. cerevisiae. Dansakul (2009)
pomoci vybranych ISSR primert uspésné detekoval kvasinku Saccharomycopis
fibulingera v ryzovém vinu. Gallardo a kol. (2014) vSak zmifiuje, ze tato metoda

nemusi byt vzdy u mikroorganismil lehce pouzitelna a uspésna.

Kurceni genetické stability S. cerevisiae bylo testovano 12 ISSR primerd.
Spolehlivost pti amplifikaci vykazovaly pouze primery UBC 840 a UBC 880, ktery
generoval 5 polymorfnich fragmenti o velikostech od 225 do 550 bp. Ostatni
primery neamplifikovaly zadny produkt, pfipadné¢ vysledky nebyly

reprodukovatelné. Dansakul (2009) pomoci primeru UBC 880 rovnéz uspesné
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amplifikoval, ale primer UBC 840 na Saccharomycopis fibulingera amplifikovatelny
nebyl. Tento jev poukazuje na to, Ze 1 mezi pomérné piibuznymi druhy mohou byt

rozdily, a je proto nutné testovat specifické ISSR pro kazdy organismus.

Pti urCovani genetické stability byly porovnavany profily kultury ptvodni,
pasazované, uchovavané v -26°C a v -80°C. Polymorfni fragmenty generované
primerem UBC 840 nevykazuji pfi vizualizaci na agar6zovém gelu zddnou zménu.
Z toho lze usoudit, Ze intermikrosatelitni lokus amplifikovany timto primerem zustal
Vv prib¢hu Casu nezménény. Primer UBC 880 vykazuje pfi vizualizaci na prvni
pohled viditelné zmény mezi profily jednotlivych vzorkd, proto lze dedukovat,
ze intermikrosatelini lokus amplifikovany timto primerem se v prubéhu casu méni.
Nasledné skorovani a vytvofeni podobnostni matice koeficientu Nei-Li u tohoto

primeru ukdzalo rozdily mezi jednotlivymi vzorky.

Pted sekvenovanim ITS regionu byl PCR produkt ovéfen na agarové
elektroforéze. Vizualizovany fragment byl veliky 800 bp. Tuto velikost ITS regionu
ziskaného pomoci primert ITS1/ITS4 u S. cerevisiae uvadi i Arlorio a kol. (1999).
Po sekvenovani tohoto lokusu bylo zjisténo, Ze ITS region u vSech sledovanych

vzorkll béhem uchovavani nepodléhal zménam.

Pro pfesnéjsi analyzu zmén béhem uchovavani a charakterizaci kvasinky by
bylo vhodné provést jesté dalsi analyzy molekularnich markerti, napt. RAPD, AFLP
nebo SSR.
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7. ZAVER

Kvasinky jsou Vv potravinaiské vyrob¢é naprosto nepostradatelné. V literarnim
prehledu byly shrnuty nejcastéji vyuzivané kvasinky v potravinaiském pramyslu.
Mezi nejvyuzivangjsi kvasinku patfi  Saccharomyces cerevisiae. Tento
mikroorganismus se vyuziva v pivovarstvi, vinaistvi, pekarenstvi, lihovarstvi, ale
rovnéz slouzi jako modelovy organismus pro eukaryotni organismy, c¢ehoz se

vyuziva zejména v genovém inzenyrstvi.

Hlavnim cilem prace bylo zjistit genetickou stabilitu S. cerevisiae pomoci
analyzy ISSR lokust a sekvenovanim ITS regioni. DNA z vybrané kvasinky byla
izolovana z vytvorené Cisté kultury. Bylo testovano 12 ISSR primert, z nichz se
pomoci dvou podafilo Gspé$né a opakovatelné amplifikovat specifické spektrum
fragmentl. Pomoci téchto dvou primerti byly porovnany intermikrosatelitni profily
jednotlivych vzorki. Bylo zjisténo, ze zatimco lokus amplifikovany primerem UBC
840 se neméni, u useku amplifikovaného primerem UBC 880 ke zméné dochazi.
Ruizné druhy uchovavani kvasinky S. cerevisiae maji pravdépodobné vliv na podobu
tohoto intermikrosatelitniho lokusu. Jako dal$i molekuldrni marker byl sekvenovan
ITS region. Béhem uchovavani této kvasinky ke zméné v ITS regionu nedoslo a
testované zpusoby uchovavani na né¢j nemaji vliv. Zavérem lze tedy fici, Ze spravné
uchovavani této primyslové vyznamné kvasinky je pravdépodobné dulezité pro jeji
genetickou stabilitu a bylo by vhodné doplnit studii o analyzy dalSich molekularnich

markeru.
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