VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

KVASINKY KOLONIZUJICIi POVRCHY LISTU A JEJICH IDENTIFIKACE

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. KAMILA BELOCHOVA
AUTHOR

BRNO 2010



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

N
%
S

%
7~

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

(

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

=

KVASINKY KOLONIZUJICi POVRCHY LISTU A
JEJICH IDENTIFIKACE

YEASTS COLONIZING THE LEAF SURFACES AND THEIR IDENTIFICATION

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. KAMILA BELOCHOVA
AUTHOR

VEDOUC| PRACE Mgr. DANA VRANOVA, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2010



Vysoké uceni technické v Brné

_""’// &_// : Fakulta chemicka

m Purkyriova 464/118, 61200 Brno 12

///

Zadani diplomové prace

Cislo diplomové prace: FCH-DIP0220/2008 Akademicky rok: 2008/09
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Bélochova Kamila, Bc.

Studijni program: Chemie a technologie potravin (N2901)

Studijni obor: Potravinarska chemie a biotechnologie (2901T010)

Vedouci diplomoveé prace: Mgr. Dana Vranova, Ph.D.

Konzultanti diplomové prace:

Nazev diplomové prace:

Kvasinky kolonizujici povrchy lista a jejich identifikace

Zadani diplomové prace:

1. Literarni pfehled na zadané téma

2. Rrealizace vhodného postupu izolace DNA z kvasinek
3. Realizace metody PCR-RFLP na feSeny problém

4. Zpracovani vysledku a jejich zhodnoceni

Termin odevzdani dip‘Iomové prace: 22.5.2009

Diplomova prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé vedoucimu
diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové prace.

Bélochova Kamila, Bc. Mgr. Dana Vranova, Ph.D. doc. Ing. Jifina Omelkova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustav/

doc.ng. Jarorf{ir Havlica, DrSc.
Dékan fakulty

V Brnég, dne 1.10.2008

Informaéni centrum VUT - Apollo Vytiskl(a): Bc. Yveta Volankova




ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na optimalizaci a vyuziti molekuldrné-biologické
metody PCR-RFLP k identifikaci a taxonomickému zatazeni kvasinek kolonizujicich povrchy
listd, pficemz srovnava a nahrazuje postupy identifikace kvasinek stanovené na zakladé
fyziologickych a morfologickych vlastnosti organismii.

PCR-RFLP vyuziva schopnosti termostabilnich polymerdz mnohonasobné¢ amplifikovat
specificky usek vrDNA, ktery miZze byt nasledné¢ S$tépen vhodnymi restrikénimi
endonukledzami na charakteristické polymorfni fragmenty. Srovnanim délek fragment a
vyskytu §t€pnych mist, které jsou typické pro kazdy druh, byly ziskdny pozadované vysledky,
které jsou piehledné shrnuty v zavére¢né Casti prace.

Teoreticka ¢ast objasiiuje a popisuje cytologii a morfologii kvasinek, taxonomii jako védu,
podrobné;ji se zabyva charakteristikou zkoumanych kvasinek rodu Cryptococcus, Rhodotorula
a Saccharomyces a detailné popisuje metodiku PCR-RFLP.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on optimalization and employing the PCR-RFLP method,
based on the molecular biology principles, for an identification and taxonomy of the yeasts
which colonize the leaf surfaces. Simultaneously the yeasts identification techniques based on
physiological and morfphological attributes are compared and replaced.

PCR-RFLP takes advantage of thermostable polymerases” ability to amplify the specific
segment in the rDNA, which can be split by restriction endonucleases to characteristical
polymorphical fragments. Comparing these fragments and restriction’s positions which are
for each species unique, demanded results were obtained. They're summarized in the
conclusion part.

The theoretical part describes the morphology and cytology of the yeasts, taxonomy as a
science, genuses of examined yeasts Cryptococcus, Rhodotorula a Saccharomyces are
covered more thoroughly and the method of PCR-RFLP is described in detail.
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1. UVOD

vvvvvv

pfitomnost je nezbytna pro piipravu fermentovanych potravin a alkoholickych napoji a
k témto ucelim kvasinky byly a stale jsou vyuzivany jiz po tisicileti.

Kvasinky jsou vSak také nedilnou soucasti ekosystému a tvofi hlavni soucast populaci
vyskytujicich se na listech a jehli¢i, kde vytvaii pfirozenou bariéru vic¢i rostlinnym
patogeniim. Skutecnost, ze povrchy listt slouzi jako pfirozené prostredi pro rust kvasinek, je
znama mnohem déle, nez samotnd fyziologie vyS$ich rostlin, ptfesto se studie pro identifikaci
a taxonomii jednotlivych kvasni¢nych kmenti kolonizujicich povrchy listl, zacaly realizovat
az v poslednich letech.

Identifika¢ni metody prosly béhem 20. stoleti Cetnymi zménami a s jejich vzrustajicim
poctem byl klasifikaéni systém kvasinek mnohokrét pieorganizovan. Plivodné se identifikace
a zafazovani kvasinek provadélo na zékladé morfologickych studii, srovndvanim
fyziologickych a vyzivovych vlastnosti a pomoci konvenénich genetickych technik. Urcita
fyziologicka odchylnost byla pokladdna za druhové rozliSeni, ale pozdé€ji bylo zjisténo, ze
dané mikroorganismy jsou totozné s jinymi. K t€émto nedostatkiim dochdzelo na zaklade
neuplnych popisi. Proto se v urcitych casovych usecich systém mikroorganismi reviduje.

Zpusob, kterym je mozné se vyhnout nepifesnostem v zatfazeni kvasinek vzniklych na
zaklad¢ nedostatecnych popist, je chemicka analyza deoxyribonukleové kyseliny (DNA).
K potvrzeni spravnosti identifikace a taxonomického zatazeni kvasinek odebranych z povrchu
listi, které bylo provedeno pravée na zékladé tradi¢nich identifikacnich metod, byla aplikovana
molekularné-biologickd metoda PCR-RFLP. Jejim provedenim bylo mozné kvasinky Gspésné
identifikovat a zhodnotit spravnost dosavadniho taxonomického zatazeni. [19]



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotické jednobunééné mikroorganismy, rozmnoZujici se zpravidla
pucenim nebo délenim piihradkami, nalezici do fiSe hub — Fungi. Na rozdil od rostlin, houby
neobsahuji chlorofyl, a proto nejsou schopné vyuzivat energii slune¢niho zatfeni pro tvorbu
organickych molekul. S zivocichy maji spolecné heterotrofni zpracovani uhlikatého zdroje.
Za ptedchiildce hub jsou povazovany fotosyntetizujici fasy, které ztratily schopnost tvofit
chlorofyl. Kvasinky hraji dulezitou roli pifi produkci fermentovanych potravin a
alkoholickych ndpojii diky schopnosti vétSiny z nich zkvaSovat monosacharidy a nékteré
disacharidy, pfipadné i trisacharidy na ethanol a oxid uhli¢ity. Mohou také produkovat
vyznamné sekunddrni metabolity jako jsou antibiotika a vitaminy. [2, 3]

2.1.1 Morfologie kvasinek

Zakladni tvar bun€k kvasinek je odvozen od rota¢niho elipsoidu, ale obecné tvary kvasinek
byvaji velmi rozmanité a souvisi se zpusobem vegetativniho rozmnoZovani. NejCastéji se
muzeme setkat kromé elipsoidni bunky (Saccharomyces) s tvarem vejcitym az kulovitym
(Rhodotorula). Nékteré rody tvoii dlouze protahlé bunky, vyskytuje se vSak i tvar citronovity,
trojuhelnikovity (7rigonopsis) a valcovity (Schizosaccharomyces). Tvary bunck se také
mohou ménit v priibéhu stadii vyvoje. Sitka bunék vétsiny kvasinek je v rozmezi 3-6 um.

Nékteré rody kvasinek vytvareji protahlé bunky, které puci pouze na pélech a ziistavaji po
puceni spojeny v dlouhd zaSkrcovana vldkna tzv. pseudomycelium, které se d€li na
chomacovité, preslenovité a nepravidelné vétvené. Po jeho stranidch nebo na konci fetézce
vznikaji kratS$i elipsoidni bunky schopné rozmnozovat se pucenim tzv. blastospory.
Pseudomycelium se vytvoii ve zvySené mife tam, kde je vyziva kvasinek omezena a
metabolismus kultury je néjakym zplsobem brzdén. Za urcitych okolnosti se mize vytvofit
v kterékoliv kultufe. Kvasinka tvofi bohatsi pseudomycelium tam, kde se styka se vzduchem,
tedy na povrchu agaru nebo tekutiny. U nékterych rodd kvasinek se vytvaii tzv. pravé
mycelium, tj. vlakno vznikajici pficnym délenim bunék. Na myceliu vznikaji podobné svazky
bunck jako na pseudomyceliu a nazyvaji se blastokonidie. Tvorba pravého mycelia a
pseudomycelia je charakteristickd hlavné pro rody se silnym aerobnim metabolismem.
Nékteré rody kvasinek tvoii hyfy rozpadajici se na pravidelné vélcovité buiiky nazyvané
artrokonidie, které slouzi k rozsifovani druhti v ptirod¢. Pied neptiznivymi podminkami jsou
odolné tzv. chlamydospory, které se tvoii na konci hyf, volné v prostiedi nebo uprostied hyfy.

Morfologické znaky maji v systematice kvasinek stile velky vyznam. Pomoci
morfologickych znaki, jako je typ puceni, vzhled a tvar bunék, uspotfadani aski, tvar
askospor ¢i basidii, jsme obvykle schopni ur€it jednotlivé rody. [2, 3, 4]



2.1.2 Cytologie kvasinek

Strukturu vegetativnich kvasinkovych buné¢k tvoii bunétna sténa, cytoplazmaticka
membrana, cytoplazma, ve které je pfitomen variabilni membranovy systém, odpovidajici
endoplazmatickému retikulu vysSich rostlin a Zivocichd. Tento systém byva spojen
s ribozomy. Dale se v kvasinkdch vytvareji vacky s enzymy a prekurzory bunééné stény
analogické Golgiho aparatu bun¢k vyssich rostlin. Kvasinkové buiika obsahuje dale vakuoly,
mitochondrie a jadro. Pohybové organy, tj. bi¢iky, vegetativni builkky kvasinek nemaji.
Nékteré rody kvasinek tvoii pohlavni spory, které vSak maji fyziologické vlastnosti odlisné od
vlastnosti endospor bakterii. [2]

Obr. 1: Schematicky model kvasnicné bunky: 1 — jadérko, 2 — jadro, 3 — ribozom,
4 —vezikula, 5 — drsné endoplazmatické retikulum, 6 — Golgiho aparat, 7 — cytoskelet,
8 — hladké endoplazmatické retikulum, 9 — mitochondrie, 10 — vakuola, 11 — cytosol,
12 — lysozom, 13 — centriola [46]

2.1.2.1 Bunécna sténa

Bunécna sténa kvasinek ma silnou a pevnou strukturu, kterd dava bunice tvar a chrani ji
pfed mechanickymi vlivy a pfed osmotickym Sokem.

Hlavni slozkou bunécné stény kvasinek jsou polysacharidy, pfedevsim glukany, poptipadé
mannany, jez piedstavuji 80 % suSiny stény. Maji strukturu vldken, z nichz tvoii hustou
pevnou splet’. Tuto splet’ vypliuji bilkoviny, jejichZ zastoupeni v susin€ stény ¢ini 6 — 10 %.
Ve stén¢ kvasinek je také pritomno kolisavé, ale vétSinou malé mnozstvi lipidi a fosfolipidl a
dale fosfore¢nanti, vazanych esterovymi vazbami na polysacharidy. Tyto fosfatové zbytky
spolu se skupinami -COOH bilkovin davaji buitkdm kvasinek negativni néboj, ktery ovliviiuje
adsorpci latek z zivného prostiedi.

Na povrchu stény kvasinek zlistdva po odd€leni dcefiné bunky na obou buiikach jizva. Na
matefské bunice ziistava jizva po puceni a na dcefiné jizva zrodu. Ob¢ jizvy po puceni jsou
bohaté na obsah chitinu. Vzhledem k tomu, ze bunky nékterych druht kvasinek nikdy nepuci
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ve stejném misté, pocCet jizev soucasné urcuje i1 staii bunky. Jizvy mlZeme pozorovat
fluorescencni technikou po obarveni primulinem.

Sténu kvasinek 1ze rozlozit ptisobenim enzymu traviciho traktu hlemyzdé Helix pomatia
nebo enzymt ziskanych z nékterych bakterii. [2, 3, 4]

2.1.2.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana kvasinek, obklopujici cytoplazmu, je sloZena z lipida a
proteinti, vytvaii Cetné vychlipeniny vybihajici do cytoplazmy. M4 dulezitou ulohu pfi
kontrole transportu latek do bunky, pfi syntéze slozek bunééné stény a pii vyluCovani
enzymi. Tvofi osmotické rozhrani mezi bunikou a vnéjSim prostfedim. Na rozdil od
prokaryotickych bunck, v cytoplazmatické membrané kvasinkovych bunc¢k neprobihaji
oxidacni reakce. Jeji Sitka je pfiblizn€ 7,5-8 nm.

2.1.2.3 Cytoplazma

Cytoplazma tvoii kapalnou vypli butiky, ktera obklopuje vSechny organely a vytvafi pro
n¢ prostfedi nutné pro jejich ¢innost. Cytoplazma kvasinek je koloidni tekutina o pH 6,2-6,4.
Koloidni charakter zapfi¢iuji rozpustné bilkoviny, glykogen a jiné rozpustné
makromolekularni latky. U mladych bunék se cytoplazma jevi jako prthledna homogenni
hmota, u starSich buné€k se objevuji zrni¢ka a vakuolizace.

V elektronovém mikroskopu je patrné, ze cytoplasma kvasinek obsahuje morfologicky
variabilni systém, ktery ma podobné slozeni jako endoplazmatické retikulum bunék rostlin a
zivocichl. Je to systém dvojitych membran, které uzaviraji vrstvu vodnaté kapaliny tzv.
enchylému. V bufice tvofi rizné nadobky a oddéleni, obsahujici enzymy a rezervni latky. V
blizkosti jadra splyva endoplazmatické retikulum s vnéjSi membranou, na jejiz povrch
ptisedaji ribozomy, v nichz se syntetizuji bilkoviny. Vnitini povrch je hladky a podili se na
produkci lipid a na modifikaci a transportu bilkovin syntetizovanych v drsném ER. Ve
vnitinich prostorech ER se shromazd’uji peptidy.

Dal$im membranovym utvarem v cytoplazmé kvasinek je Golgiho aparat, ktery ma tvar
plochého méchyiku nebo nekolika plochych méchyikli anebo cisteren ulozenych rovnobézné
vedle sebe. Pfedpoklada se, ze funkci tohoto aparatu je transportovat prekurzory bunécéné
stény z cytoplazmy pies cytoplazmatickou membranu.

Krom¢é membranovych utvari (dale vakuoly, mitochondrie) se v cytoplazmé kvasinek
nachdzeji zfetelnd zrnicka rezervnich latek, pfedevsim volutinu a glykogenu, déle ribozomy,
ribonukleové kyseliny, enzymy, nukleotidy, meziprodukty metabolismu vcetné¢ nékterych
vitaminll a zdsoby aminokyselin, nékteré anorganické ionty apod. [2, 3, 7]

2.1.2.4 Vakuola
Vakuolapatii k nejnapadnéjSim slozkdm cytoplazmy. Je to vétSinou kulovity utvar

obklopeny jednoduchou membranou, zvanou tonoplast, ktera Casto vysila uzké vybézky do
cytoplazmy. Zpravidla se v bunice nachazi jedna velka vakuola nebo n¢kolik mensich vakuol.
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Objem vakuoly se méni s rlistem bunék. Pro stacionarni fazi je charakteristicky obsah jedné
nebo dvou vakuol.

Vakuola obsahuje roztok propoustéjici svétlo, a proto ma ve svételném mikroskopu stejny
odstin jako pozadi zorného pole. Uvnitt vakuol jsou ulozeny hydrolytické enzymy, proto jsou
tyto utvary mistem, kde dochézi k rozpadu téch struktur buiky, které se neustile v burce
rozkladaji a obnovuji. Kromé toho obsahuji vakuoly polyfosfaty a velkou zasobu draselnych
iontli, aminokyselin a purin, jsou tedy rezervoarem latek, jez se pradvé neucastni
metabolismu.

2.1.2.5 Mitochondrie

Mitochondrie kvasinek jsou strukturné podobna organelam, které byly nalezeny u vysSich
eukaryot. Jsou slozeny hlavné z bilkovin, lipidt a fosfolipidu.

Mitochondrie kvasinek je obklopena dvéma membranami. Vnéj$i membrana ma bradavcity
povrch. Vnitini membrana tvofi hluboké vchlipeniny dovnitf mitochondrie, zvané kristy a
obsahuje cytochromy dychaciho fetézce. Mezi vngj§i a vnitini membranou vznika
mezimembranovy prostor vyplnény matrixem, ktery obsahuje enzymy [-oxidace a citratového
cyklu.

Mitochondrie jsou sidlem dychacich enzymi a systému oxida¢ni fosforylace, takze jejich
funkce spocivd zejména v aerobnich energetickych pfeméndch. Kromé toho zde probiha
syntéza nékterych mitochondridlnich bilkovin, proto zde nalézame také tRNA, mRNA a
ribozomy. [2, 3, 7]

2.1.2.6 Cytoskelet

Cytoskelet kvasinek je sit’ proteinovych vladken, ktera se nachazi v cytoplazmé a v jadre.
Sklada se mikrotubull a mikrofilament. Hlavnim stavebnim materidlem je bilkovina tubulin.
Mikrotubuly obvykle vychéazeji zjednoho mista a jejich volné konce se podle potieby
rozkladaji a obnovuji.

Slouzi k udrzovani tvaru bun¢k a umoziuje pohyb bunéénych organel prostfednictvim
bilkovinnych komplexii s ATPazovou aktivitou. [2, 3, 4]

2.1.2.7 Jadro

Jadro kvasinek je kulatd lalocnata organela, ktera je umisténa pfiblizn¢ ve stfedu buiky.
Od cytoplazmy je oddéleno dvojitou jadernou membranou s velkymi pory, jejichZ velikost a
mnozstvi se méni s ristovymi podminkami a s fazi bunééného cyklu. Na rozdil od vétSiny
eukaryotickych bunc¢k, se jaderna membrana kvasinek béhem mitdzy nerozpada.

V jaderné hmot¢ Ize odlisit opticky hustsi jadérko srpkovitého tvaru, ve kterém je obsazena
ptiblizn¢ jedna pétina RNA celého jadra a opticky fidsi karyoplazmu. Kondenzovana zékladni
hmota jadra se nazyva chromatin. Obsahuje nukleozomalni histony H2A, H2B, H3 a H4 a
zakladni genetickou informaci, kterou nese DNA. Chromatin se organizuje do struktur
zvanych chromozomy, jejichz pocet se u jednotlivych druht kvasinek lisi. Urcity isek DNA
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chromozoml hraje dilezitou roli pfi déleni chromozomil a jejich segregaci béhem déleni
jadra. Tento usek se nazyva centroméra. V koncovych usecich chromozomu, tzv. telomérach
se vyskytuji pfi€né vazby mezi obéma fetézci DNA.

V jadie kvasinek je také zietelné polové télisko vieténka. Ma tvar disku a vychazeji z n¢j
vldkna zvana mikrotubuly, které spolu s téliskem hraji dilezitou roli pti déleni jadra béhem
rozmnozovani bunék. V jadie tedy probihd jeden z nejdilezitéjsich procest, a to déleni bunck
kvasinek. [2, 3, 4, 34]

2.1.3 Chemické sloZeni bunééné hmoty kvasinek

Slozeni bunééné hmoty kvasinek je velmi variabilni v zavislosti na druhu kvasinek, stari
bunck a kultivaénich podminkach. Na tuto variabilitu ma také vliv zména nativniho stavu
kvasinky chemickym nebo fyzikdlnim zasahem.

Hlavni ¢ast bunéné hmoty tvofi voda. Jeji obsah se pohybuje obvykle od 65 do 85 %.
Voda se rozdéluje na intercelularni, nachéazejici se mezi bunkami a intracelularni, obsazenou
v bunikach. Nejvice vody obsahuje cytoplazma, §tavy vakuol, potom jadro, bunéénd sténa a
spory.

Hlavni podil suSiny kvasinek tvofi bilkoviny a dale sacharidy. V buiice se vyskytuji jako
jednoduché sacharidy, derivaty sacharidi, polymery nebo jako slozené sacharidy. Podstatnou
¢ast bunécné stény tvoii polysacharid glukan a chitin. V cytoplazmé jsou ptitomny glykogen a
mannan. Kromé nich se v buiikach kvasinek nachéazeji v malém mnozstvi trehalosy a nékteré
methylderivaty pentos. Nukleové kyseliny predstavuji 10 % suSiny. Jsou v buiikach vazany na
bilkoviny a tvoii komplexy zvané nukleoproteiny. Asi 8 % susiny tvoii popel, jehoz hlavni
slozkou je oxid fosfore¢ny. Z iontl kovil je v nejvetsim mnozstvi v buiice zastoupen draslik,
mén¢ pak hoi¢ik, vapnik a sodik.

Z organickych sloucenin vyskytujicich se v nizkych koncentracich maji z nutri€niho
hlediska vyznam ptedevsim vitaminy skupiny B, provitamin D a u nékterych rodi také
provitamin A. [1, 3, 5]

2.1.4 Rozmnozovani kvasinek

Rozmnozovani mize u kvasinek probihat dvéma zplsoby. VétSina rodi se rozmnozuje
vegetativné, nepohlavné. Ne&které rody vSak upfednostiiuji pohlavni rozmnoZovani.
Kvasinky, u nichz byla zjis§téna pohlavni forma rozmnozovani, nazyvame jako perfektni,
telemorfni. V opacném piipadé, tedy pifi asexudlnim rozmnoZovani, jsou kvasinky
oznacovany jako imperfektni, anamorfni.

2.1.4.1 Vegetativni rozmnozovdni
Vegetativni neboli asexudlni rozmnoZovani, obecné oznacované jako konidiogeneze,

probihd u kvasinek pucenim nebo piehradeénym délenim. Pti téchto procesech dochazi
k mitotickému d¢leni jadra.
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Puceni je nejbéznéjsi zplisob vegetativniho rozmnozovani kvasinek. Z matetské bunky
vyrustd buiika dcefind, ktera se po dosazeni urcité velikosti odd¢li. Pred pucenim dochazi ke
splyvani blan endoplazmatického retikula a pak k jeho déleni, dale k opakovanému dé¢leni
vakuol a ke zméné tvaru mitochondrii v dlouze protahlé. Po pocatku tvorby pupenu do néj
vstupuji drobné vakuoly a mitochondrie. Soucasné probihd syntéza DNA chromozomd,
z nichz kazdy se zdvojuje ve dvé chromatidy spojené centromérou. Po skonceni syntézy DNA
zacind mitotické déleni jadra a jeho migrace k pupenu. Béhem mitdzy dochéazi k protahnuti
vieténka, chromozomy se rozdéli podél centroméry a mikrotubuly vieténka tdhnou sesterské
chromatidy k opa¢nym polim vieténka. Pak se vieténko pietrhne a polarni téliska daji vznik
dvéma samostatnym jadrim, z nichz kazdé ma jedno polarni télisko s mikrotubuly a stejny
pocet chromozomil jako mélo plivodni jadro. S jadrem piechazeji do nové vytvoreného
pupenu také dalsi slozky cytoplazmy. Pak se cytoplazmatickou membranou uzavie kanalek
mezi matefskou a dcefinou bunikou a v pupenu se intenzivné syntetizuje a rozSifuje
endoplazmatické retikulum. Po vytvoreni bunééné stény mezi matetskou a dcefinou bunkou,
vzrustu velikosti pupenu a spojeni drobnych vakuol ve vakuolu jedinou je puceni ukonceno.
VeétsSinou se dorostla deefind bunka od bunky matetské ihned oddéli. V nékterych piipadech
vSak bunky zlstanou spojeny i1 po nékolikerém déleni a vytvoii tzv. bunééné svazky. Cely
cyklus je pod kontrolou vice nez stovky gend, z nichz nékteré maji regulacni funkci a za
optimalnich riistovych podminek trva kolem dvou hodin. [2, 3, 4, 17]

Obr. 2: Rez pucici buitkou Rhodotorula glutinis: 1 — vakuola, 2 — cytoplazmatickd membrana,
6 — jadro, 7 — mitochondrie, 8 — endoplazmaticke retikulum [47]
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Pfi rozmnozovani ptehradecnym délenim, avSak bez tvorby mycelia, dochazi ke zdvojeni
vegetativnich bun¢k prostiednictvim septa (pfihradky) rostouciho dovnitt bunécné stény. Po
pfeptleni podélné osy builkky se matetskd a dcefinnd bunka od sebe oddeli. Tyto nové
odstépené buiky, arthrokonidie, si ponechéavaji obdélnikovy tvar se zakulacenymi rohy,
postupné se prodluzuji a proces se opakuje.

2.1.4.2 Pohlavni rozmnoZovani

Vétsina kvasinek ma schopnost rozmnozovat se pohlavné. Vysledkem pohlavniho
rozmnozovani je tvorba charakteristickych bun€k, ve kterych probiha meidza a vznikaji tak
pohlavni spory. Podle typu pohlavnich spor délime kvasinky na Ascomycotina a
Basidiomycotina. VétSina kvasinek se fadi do prvni skupiny, tvofi jako pohlavni spory
askospory, coz jsou endospory, umisténé v asku. Rody kvasinek tadicich se do druhé skupiny
tvoii pohlavni exospory vznikajici z protdhlé bunky zvané bazidie.

Pohlavni proces zacina sblizenim dvou bunék opacného parovaciho typu, zpravidla
oznacovanych a a a a jejich splynutim (konjugaci). Splynuti méa dvé faze. Pti prvni fazi, tzv.
plazmogamii, se dvé pohlavné rtiznd haploidni jadra dostanou po spojeni dvou bunck do
spole¢né cytoplazmy. Béhem druhé faze, tzv. karyogamie, dochdzi ke splynuti obou jader v
jedno, které je v disledku toho diploidni. V této fazi se zvétSuje jadernd hmota a tim i
geneticky material. Diploidni jadro se poté déli meidzou.

Pii meioze dochazi k rozdéleni polarniho téliska vieténka ve dvé a k vytvoreni vieténka.
V prvni fazi meidzy se také uplatnuji organely odpovédné za parovani chromozomi
diploidniho jadra vrovnikové rovin¢ jadra. Tyto organely vznikaji pravdépodobné
z kulovitého téliska, které se objevuje pifi prvnim dé€leni polarniho téliska. Potom mikrotubuly
vieténka tahnou po jednom chromozomu z péaru k opaénym polim jadra, ¢imz dochazi
k segregaci chromozomi. Kazdy chromozom je v t¢ dobé jiz rozdélen ve dvé chromatidy
drzené spolu centromérou, takze syntéza DNA je jiz dokoncena. Na poélech jadra dojde opét
k rozdéleni polarnich télisek, k vytvofeni novych vietének a k putovani jednotlivych
chromatid k opacnym pélim vieténka. Pfi rozpadu téchto dvou vietének vznikaji Ctyfi jadra,
z nichZ kazdé obsahuje jedno polarni télisko s mikrotubuly a haploidni pocet chromozomii.
Tato jadra jsou bud zékladem pohlavnich spor, nebo se déli dalsi mitézou a pak teprve
vznikaji spory. V zivotnim cyklu kvasinek se tedy pravideln¢ stiid4 haploidni a diploidni faze
bunek. [2, 3, 4, 17, 33]
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Obr. 3: Faze meiozy u Saccharomyces cerevisiae: a — diploidni jadro, b — rozdéleni polového
teliska, c — vytvoreni vieténka, d — rozpad vieténka, e — rozdeleni obou polovych télisek,
f—vytvoreni dvou vietének, g — rozpad vietének a vytvoreni ctyr haploidnich jader,

1 — polove télisko, 2 — mikrotubuly, 3 — vieténko, 4 — jadérko, 5 — kulovité télisko,

6 — polykomplexni télisko [47]

Pti spajeni dvou haploidnich bunék askosporogennich kvasinek dochdzi ke vzniku
diploidni buniky zvané zygota. Pokud se spéjeji dvé piiblizné stejné velké burnky, jedna se o
izogamni spajeni. Jde-li o spajeni velké buiniky s malou, hovofime o heterogamnim spéajeni.
Prikladem tohoto typu je spajeni mezi buiikou a jejim vegetativnim potomstvem, které je ale
mozné pouze u tzv. homothalickych kmenii. Né&které druhy kvasinek vSak tvoii tzv.
heterothalické kmeny, tj. kmeny pohlavné rozliSené, u nichz se spajeji builky jednoho
parovaciho typu s butkkami opa¢ného parovaciho typu. [2, 3, 4, 17, 33]

2.1.5 Kultivace a uchovavani kvasinek

Kvasinky potfebuji pro svijj riist a rozmnozovani spravnou vyzivu. Vyzivu pfijimaji ze
zivného média, jehoz slozeni vyplyva z elementarniho sloZzeni biomasy. Zakladnimi slozkami
vyzivy jsou voda, kterd ma funkci rozpoustédla, umozniuje pohyb rozpusténych latek v buiice
a také intracelularni enzymovou aktivitu, zdroj uhliku a dusiku, kyslik, fosfor, vitaminy a
rustové latky.

Nejptistupnéj§im zdrojem uhliku je uhlik ve formé sacharidl, které vyuzivaji aerobné¢, ale 1
anaerobné. K zédkladnim sacharidim patii hexosy, D-glukosa, D-fruktosa a D-manosa, tyto
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sacharidy v¢etné¢ disacharidii sacharosy a maltosy vyuzivaji kvasinky za pfistupu i neptistupu
kysliku. Jako zdroj dusiku vyuzivaji kvasinky nejcastéji organické slouceniny, jako zivné
médium slouzi pepton, kvasni¢na voda, sladina apod. Amonné soli ve formé¢ fosfatl, sirant
dusi¢nant mohou kvasinky také vyuzivat. Ristové latky jsou organické slouceniny potiebné
jen vnizké koncentraci, které plni specifickou ulohu, ale nejsou utilizovany jako zdroj
energie. Rustové latky zahrnuji: vitaminy, puriny a pyrimidiny, nukleosidy a nukleotidy,
aminokyseliny, mastné kyseliny, steroly a dal$i riznorod¢ slouceniny.

Vétsina kvasinek je aerobnich. Potfebuji kyslik jako konecny akceptor elektront pfi
dychani, ale také jako nezbytny rlstovy faktor pro biosyntézu mastnych kyselin a sterold.
Optimalni pH pro rist je v rozmezi 4,5-6,5.

Po kultivaci na zivném médiu s narostlou kulturou ihned déle pracujeme (izolace bungk,
DNA apod.) nebo ji uchovame pro pozdgjsi pouziti. Usp&sné uchovani mikrobialni kultury
pfitom vyzaduje, aby buiiky byly udrZovany ve stavu vysoké Zivotaschopnosti.

Kratkodob¢ 1ze kvasinky uchovavat pifimo na kultiva¢nich miskach nebo ve zkumavkach
na Sikmych agarech v lednici pfi 4°C. Pro askomycetni kvasinky se Casto pouziva agar
z glukosy, peptonu a kvasni¢ného extraktu (GPYA), zatimco pro basidiomycetni se pouziva
spiSe bramborovo-dextrosovy agar (PDA).

Pro dlouhodobéjsi uchovavani lze Sikmy agar pievrstvit sterilnim glycerolem a rovnéz
uchovavat v lednici. Pro dlouhodobé skladovani je nejvhodnéjsi zmrazit buiky pii -70°C
v ptitomnosti glycerolu nebo kapalného dusiku. Dlouhodobé uchovéavani se aplikuje také
v oficidlnich sbirkach mikroorganismd, které udrzuji typové kultury, aby méli porovnavaci
material na ur¢ovani novych kmenti, produktivni kultury, zajimavé mutanty, domaci izolaty a
patentované kmeny. [1, 2, 7, 33, 34]

2.1.6 Vyskyt a vyuziti kvasinek

Kvasinky jsou v pfirod¢ velmi rozsifeny. Mizeme je nalézt prakticky vSude; na rostlinach,
stromech, v piidé€, ve vzduchu, ve vodé, ve stfevnim traktu lidi a zvifat. V kvétnich nektarech
jsou nejcastéji pritomny oxidaéni typy jako Cryptococcus, Rhotdotorula, na povrchu mékkého
ovoce prevladaji hlavné kvasné typy jako napt. Saccharomyces, Saccharomycodes. Jako
vzdusna kontaminace se nejCastéji  vyskytuje Rhodotorula. Vzhledem Kk jejich
sacharolytickym schopnostem se vyskytuji hlavné na materidlem obsahujicich cukry,
napiiklad na ovoci a na cukernatych potravinach, z ¢ehoz plyne i jejich uplatnéni predevsim
v kvasném primyslu.

Vyznamnym prostiedim pro rist kvasinek jsou procesy tradi¢nich biotechnologii jako je
vyroba vina, mostu, piva a jinych alkoholickych napoji. Hojné se kvasinky vyskytuji ve
fermentovanych asijskych potravinach, ve fermentovanych mlénych produktech, v kakau,
kavé a tabaku. DalSimi zdroji kvasinkovych izolatd jsou melasa, cukr, med, maso, naklddana
zelenina a ocet, a pekatské produkty.

Vzhledem k tomu, Ze vyskyt kvasinek je podminén fyziologickymi vlastnostmi prostiedi,
nepomnozuji se ve vétsi mife naptiklad na mase a bilkovinném materialu, vzhledem k jejich
neschopnosti Sté€pit bilkoviny. Méné kvasinek se také vyskytuje v odpadnich vodach,
aktivovaném kalu, splascich, blaté, asfaltovych ptidach a v ropnych skvrnach. [1, 2, 3]
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Dal$im faktorem, ovliviiujicim vyskyt kvasinek, je nizka tepelnd odolnost. V¢tSina
kvasinek je usmrcena pifi 2-5 minutovém zahfivani na 56 °C. Krom¢ téchto faktoru se pfi
vyskytu kvasinek uplatiiuje kyselost prostiedi, osmoticky tlak, potfeba cukru a jiné.
komeréni ucely. Hraji dalezitou roli ve sféfe potravinarského a farmaceutického pramyslu,
dale v oblasti ekologie, mediciny a zeméd¢lstvi.

Kvasinky jsou zdrojem ekonomicky hodnotnych produkti a jejich pfitomnost je nezbytna
pro ptipravu fermentovanych potravin, alkoholickych napoji a nékterych mléénych produkti.
K témto ucelim byly kvasinky vyuzivany po tisicileti. Srozvojem kvasného primyslu
v minulém stoleti se vSak zacaly uplatiovat také piiprodukci uzitecnych sekundéarnich
metabolitli jako antibiotik ¢i vitamind. Z kvasinkovych bun¢k se pro komeréni vyuziti izoluji
enzymy, koenzymy, nukleotidy apod. Kromé klasickych biotechnologii je fermentacnich
vlastnosti kvasinek vyuzivdno pfi zpracovéani odpadnich material{, napt. celulozy.

Kromé pozitivniho vyznamu se kvasinky uplatiuji i v negativnim smyslu. Pokud neni
mnozstvi, rist a vyvoj kvasinek dostatecné kontrolovan, mize dojit ke kontaminaci, kterd je
pri¢inou kazeni potravinafskych vyrobkl, napi. kompotii, ovocnych mostl, slazenych
limonad a minerdlnich vod. Kontaminace cizimi kvasinkami se negativné projevuje také
v drozd’afstvi, pivovarstvi a vinafstvi, kde mulze nepfiznivé ovlivnit chut vyrobku.
albicans, Cryptococcus neoformans), které zpisobuji nemoci Clovéka, zvirat nebo rostlin.
[1,2,3,13]

2.2 Taxonomie

2.2.1 Historie a sou¢asnost

Taxonomie je véda, ktera se zabyva rozdélovanim predevS§im organisml podle urcitych
pravidel do skupin tak, aby jejich uspotfadani vytvarelo hierarchicky systém. Tento systém
poté napomaha pii ur€ovani nove izolovanych kmenti.

V prvnim obdobi taxonomie (asi do roku 1960) se identifikace a zafazovani kvasinek
provadélo na zdkladé morfologickych studii, srovnavanim fyziologickych a vyzivovych
vlastnosti a pomoci konvencnich genetickych technik. Zpocatku byly k taxonomickym
ucelim vyuzivany jen reakce kvasinek na limitujici mnozZstvi uhliku a dusiku. Dnes tyto
tradi¢ni postupy zahrnuji 60 - 90 testli, zalozenych na schopnosti zkvaset rizné sacharidy
(glukosu, laktosu, sacharosu, melibiosu aj.), na schopnosti utilizace uhliku a dusiku z riznych
zdrojii. DalSimi charakteristikami jsou pozadavky kvasinek na vitaminy, teplotu, pH,
rezistence k cykloheximidu, test hydrolyzy mocoviny a dalsi.

Druhé¢ obdobi v systematice kvasinek (od 1960 - 2000) souvisi s objevem struktury DNA,
se zavedenim elektronovych mikroskopt, molekularnich technik a s aplikaci biochemickych
kritérii. Velky pokrok v taxonomii ptinesly také chemické analyzy DNA, predevsim slozeni
purinovych a pyrimidinovych bazi.

V soucasné dobé se tradicni metody identifikace zalozené na morfologickych,
fyziologickych a biochemickych testech pfili§ nepouzivaji, nebot’ jsou pracné, ¢asoveé naro¢né
a selhéavaji pii klasifikaci na poddruhové trovni. Navic jsou fenotypové charakteristiky do
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jisté miry zavislé na kultivaénich podminkéch a zjisténé udaje mohou byt zkreslené a
nepiesné. Metody zalozené na DNA maji oproti fenotypovym metodam jisté vyhody - nejsou
zavislé na kultivacnich podminkdch a umoziuji rozliSeni na urovni kment. K témto metoddm
fadime DNA-DNA hybridizaci, elektroforézu celobunéénych proteinti, elektroforetickou
karyotypii, analyzu a profilovdni mastnych kyselin. Nevyhodou téchto technik je jejich
casova naroc¢nost a komplikovanost, pro které nejsou v bézné praxi ptilis aplikovany. V tomto
ohledu se jako nejvhodnéj$i nastroj pro rychlou identifikaci kvasinek jevi moderni
molekularni metody zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR). [1, 3]

2.2.2 Taxonomie kvasinek

U kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismi rozliSujeme dvé velké skupiny:
Ascomycetes a Basidiomycetes liSici se zpiisobem pohlavniho rozmnozovani. Formy, u nichz
se neprokdzalo pohlavni rozmnozovani, jsou anamorfni formy jedné nebo druhé skupiny.
Takové organismy fadime do pomocné skupiny Deuteromycetes.

Neékdy se zatazuji askogenni kvasinky do vlastni tfidy Endomycetes, kterd je na stejné
hierarchické urovni jako tfida Ascomycetes. Endomycetes vytvareji primitivni aska, a byli
proto oznacovany jako Hemiascomycetes. Od Ascomycetes se zasadné odliSuji tim, Ze
Endomycetes netvoti askogenni hyfy.

Experimentalni cast této prace je vénovdna ovétfeni taxonomického zatazeni tii rodil
kvasinek — rodu Saccharomyces, Rhodotorula a Cryptococcus, které se vyskytuji v hojné mire
na rtiznych typech stromd. [1, 3]

2.2.3 Ascomycetes (Endomycetes)

Ascomycetes nebo Endomycetes vytvaii endospory, mycelia bez prihradek, neprodukuji
ureazu, zkvasuji sacharidy, puci holoblasticky, bunécna sténa je ttivrstva a prevazuje glukan a
mannan, jsou nepigmentované a biomasa se nezbarvuje diazoniovou modii B na ¢erveno.

2.2.3.1 Rod Saccharomyces

Mezi Ascomycetes fadime i1 rod Saccharomyces, ktery ptipadd mezi jednobunécné pucici
kvasinky ¢eled¢ Saccharomycetaceae. Zarazeni je nasledovné:

1.Ascomycetes

1.1 Kvasinky délici se piehradkami a kvasinkovité organismy s pravym myceliem
1.2 Jednobunécné pudici kvasinky
1.2.1 Apikulatni kvasinky Celed¢ Saccharomycodaceae (pt. rod Saccharomycodes)
1.2.2 Lipidotvorné kvasinky ¢eled€ Lipomycetaceae (pt. rod Lipomyces)
1.2.3 Kvasinky ¢eledé Saccharomycetaceae
1.2.3.1 Rod Saccharomyces
1) Druhy zkvasujici jen glukosu (S. unisporus)
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2) Druhy zkvasujici glukosu a sacharosu (S. kluyveri, S. chevalieri)
3) Druhy zkvasujici glukosu a maltosu (S. norbensis, S. oleaginosus)
4) Druhy zvaSujici maltosu a sacharosu (S. heterogenicus, S. cerevisiae)

Rod Saccharomyces byl poprvé definovan vroce 1870 a patii mezi jedny z prvnich
objevenych kvasinek. Druhy rodu Saccharomyces se vegetativn¢ rozmnozuji multilateralnim
pucenim, holoblasticky. Buiikky maji kulovity, elipsoidni nebo cylindricky tvar. Mohou tvofit
pseudomycelium, ne vSak pravé mycelium. Konjugace nastava pii tvorbé spor nebo tésné po
vytvofeni spor, ¢imZ mohou vzniknout i diploidni spory. Askospory jsou kulovité nebo mirné
ovalné a v asku jsou zpravidla jedna az ¢tyfi. Intenzivné zkvasuji sacharidy.

pivovarska ¢i vinafskd kvasinka. Ma elipsoidni az kulovité builky, vytvari stromeckové
pseudomycelium. V kapalinach tvofi sediment a na okrajich prstenec. ZkvaSuje glukosu,
sacharosu, maltosu, galaktosu a Castené nebo Upln€¢ rafinosu. Tento druh slouzi jako
modelovy organismus a je neprostudovanéjsi kvasinkou. [1, 2, 16]

2.2.4 Basidiomycetes
Basidiomycetes vytvaii exospory, mycelia jsou piihradkovita, bunécnd sténa je Casto
pigmentovana, v povrchovych vrstvach slizovita, prevlada v ni chitin a mannan. Vyznacuji se

produkci uredzy, zbarvovanim biomasy diazoniovou modii B a vysokym obsahem guaninu a
cytozinu v DNA. [1]
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2.2.4.1 Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula tadime mezi Cervené kvasinkovité mikroorganismy. Vyznacuje se
produkci karotenoidt, které jsou lokalizované na vnitini strané¢ cytoplazmatické membrany a
vytvateji se pomérné slozitym biomechanizmem. Pro tvorbu karotenoidl pottebuji kvasinky
svétlo a kyslik, proto lze tvorbé pigmentl jednoduSe zabranit tmou a latkami brzdicimi
oxidac¢ni procesy.

Kvasinky rodu Rhodotorula jsou zatazeny nasledovné:

2. Basidiomycetes

2.1 Cervené kvasinkovité organismy
2.1.1 Rody Rhodotorula, Rhodosporidium a Cystofilobasidium
2.1.2 Karotenoidni kvasinky produkujici balistokonidie (pt. druh Sporidiobolus)
2.2 Krémovg¢, pletové, svétlezluté druhy (pt. rod Cryptococcus)
2.3 Cerné kvasinkovité organismy (pi. rod Moniliella)
2.4 Kvasinky pucici na sterigmach (pf. rod Sterigmatomyces)
2.5 Snétovité organismy (pt. rod Tilletia)
2.6 Slizovité bazidiomycetové organismy (pt. rod Apiotrichum)
2.7 Slizovité kvasinkovité organismy rodu Candida bazidiomycetového ptivodu (pt. druh
Candida aquatica)

Rod Rhodotorula byl objeven vroce 1852 a pocet druhii a variet v rodé nebyl dosud
jednoznaéné stanoven. Mezi sdruzené druhy rodu Rhodotorula patii druhy Rhodotorula
aurantiaca, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis a Rhodotorula hasegawae. VSechny
Ctyfi druhy vytvaii sediment a prstenec zpravidla svétlé, krémové az svétle rizové barvy.
Kolonie na agarovém médiu jsou koraloveé cervené, pomerancové, lososové, coz zavisi na
slozeni zivné pudy. Kolonie jsou hladké, lesklé, slizovité. Produkuji uredzu a jsou
lipidotvorné. Vy¢isténé lipidy Rh. glutinis obsahuji ptiblizné 84 % neutralnich lipidd, 13 %
glykoplipidi a 3 % fosfolipidd. Mastné kyseliny neutralnich lipidd zahrnuji kyselinu
olejovou, linolovou, stearovou, palmitovou, linolenovou, arachidonovou, behenovou a
linocerovou. Krom¢é obsazenych mastnych kyselin, které lze dale vyuzit je biomasa po
extrakci lipidl zdrojem cennych proteint a aminokyselin. [1, 5, 37, 38]
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Obr. 5: Kolonie Rhodotorula glutinis na Petriho misce [48]

2.2.4.2 Rod Cryptococcus

Rod Cryptococcus fedime mezi kvasinky, jejichz kolonie jsou zbarvené krémové ptipadné
do Zluta. Pokud vytvateji karotenoidni latky, jsou ze skupiny ketokarotenoidnich derivatl a
xantind. Rod Cryptococcus se tadi také mezi Basidomycetes:

2. Basidiomycetes

2.1 Cervené kvasinkovité organismy (rod Rhodotorula)
2.2 Krémové, pletové, svétlezluté druhy (pf. rod Cryptococcus)
2.2.1 Rod Bullera a telemorfni formy
2.2.2 Rody Cryptococcus, Filobasidiella a Filobasidium
2.2.3 Rod Tremella
2.2.4 Rod Leucosporidium
2.3 Cerné kvasinkovité organismy (pt. rod Moniliella)
2.4 Kvasinky pucici na sterigmach (pf. rod Sterigmatomyces)
2.5 Snétovité organismy (pf. rod Tilletia)
2.6 Slizovité bazidiomycetové organismy (pt. rod Apiotrichum)
2.7 Slizovité kvasinkovité organismy rodu Candida bazidiomycetového pivodu (pt. druh
Candida aquatica)

Prvni ptesnéjsi definice rodu Cryptococcus byla podana roku 1970 a popisovala bunky
jako kulovité nebo elipsovité, amébovité nebo polymorfni, které se rozmnozuji
multilaterdlnim pucenim. Mohou tvofit rudimentarni pseudomycelium, ale nevytvari
askospory, teliospory ani balistokonidie. VéEtSina kmend tvofi kapsule, obsahujici
polysacharid podobny Skrobu. Karoteniodni pigment miize byt produkovan, kultury ale
pigmentované nejsou. Rust v kapalném prostiedi je omezeny na tvorbu prstence a usazeniny.
Nezkvasuji sacharidy a vSechny druhy utilizuji inozitol.
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Druhy rodu Cryptococcus se tadi mezi parazity, kteti se vyskytuji také na lidech a
zvitatech. Do styku s mikroorganismy lze pfijit vSude, kde se vyskytuji ptaci exkrementy.
Choroby, které Cryptococcus zapticinuje se nazyvaji kryptokokézy a mohou mit projevy
kozni, o¢ni, plicni nebo napadat centralni nervovy systém. [1, 2, 41]

2.3 Metoda PCR a jeji aplikace v praxi

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je enzymova metoda
slouzici k syntéze presné definovaného useku DNA. Probihd zcela v podminkach in vitro,
tedy mimo buniku a pomoci této metody Ize béhem kratké doby mnohonédsobné amplifikovat,
namnozit, pozadovany usek DNA. Polymerazova fetézova reakce je v dnesni dobé Siroce
vyuzivana naptiklad pfi analyze genetickych chorob.

2.3.1 DNA - deoxyribonukleova kyselina

Molekula DNA je nositelkou dédi¢né informace, ktera je kodovana do struktury DNA a je
dana sekvenci nukleotidl v fetézci. Model sekunddrni struktury DNA vytvofili v roce 1953
Watson a Crick.

2.3.1.1 Struktura DNA

DNA je makromolekularni latka, kterd se skladd ze dvou polynukleotidovych vldken
sloZzenych ze ¢tyt typt nukleotidovych podjednotek. Obé tato vlakna jsou spojena vodikovymi
mustky do pravotocivé dvousroubovice.

Nukleotidy jsou v ptipadé DNA tvofeny pétiuhlikatym monosacharidem deoxyribdzou,
zbytkem kyseliny trihydrogenfosfore¢né a organickymi bazemi, které mohou byt bud
purinové (adenin — A, guanin — G) nebo pyrimidinové (cytosin — C a thymin — T). Tyto
deoxyribonukleotidy jsou navzijem propojeny 3°,5’- fosfodiesterovou vazbou mezi tfetim
uhlikem (C3") deoxyribozy jednoho nukleotidu a patym uhlikem (C5") deoxyribozy dal§iho
nukleotidu. Baze se neparuji ndhodné, ale adenin se vdze s thyminem a cytosin s guaninem.
Toto komplementdrni parovani bazi umoziluje partm bazi zaujmout energeticky
nejvyhodnéj$i konformaci v rdmci dvousSroubovice. Mnozstvi A v dvoufetézcové DNA je
stejné jako mnozstvi T, mnozstvi G je stejné jako mnozstvi C a celkové mnozstvi purinovych
bazi se rovnad celkovému mnozstvi pyrimidinovych béazi. Baze se mohou spolu parovat jen
v pfipadé, ze jsou oba fetézce vuci sobé antiparalelni, coz znamend, ze polarita jednoho
fetézce je opacna k polarité¢ druhého fetézce DNA. [5, 8, 10, 11]

2.3.1.2 Biosyntéza DNA
Geneticka informace uloZena v nukleotidové sekvenci DNA slouzi dvéma uéelum. Je

zdrojem informace pro syntézu vSech proteinil buiiky a poskytuje informace dédéné dcefinou
buiikou. Strukturni podminkou je, ze pii vzniku novych dvouSroubovic musi byt stale
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zachovano typické parovani pfilehlych bazi, coz zaruCuje dodrzeni nezménéného potadi
nukleotidii v obou vlaknech obou kopii DNA v dcefinych buiikkdch a tim i1 zachovani
genetické informace.

Schopnost obou vldken fungovat jako templat pro syntézu komplementarniho vldkna
umoznuje bunice kopirovat, neboli replikovat své geny pted rozdélenim na dvé dcefiné bunky.
Replikace DNA dava vzniku dvéma novym dvousroubovicim, které pochédzeji z matetského
helixu. Jedno z vldken matetské molekuly je zachovdno v dcefiné molekule. Tato metoda
replikace je znama jako semikonzervativni replikace.

Replikace zafind ve specifickych mistech chromosomu. Mistim, kde je struktura
dvousroubovice DNA nejdiive naruSena se fika replikacni pocatky a jsou urceny specialni
nukleotidovou sekvenci. V jednoduchych buiikach jako jsou kvasinky, jsou tyto replikacni
pocatky uréeny ptiblizné¢ 100 pary bazi. Tato mista jsou tvoiena specifickymi sekvencemi
rozestupu komplementarnich DNA-fetézcti vlivem pieruSeni vodikovych vazeb mezi nimi. V
replika¢nich pocatcich se typicky vyskytuji sekvence s vysokym obsahem adeninu a thyminu,
které lze relativné snadno rozpojit. V téchto mistech se tedy dvousroubovice DNA
rozpletenim rozevie a nabyva tvaru vidlice.
vznik nového polynukleotidového fetézce polymeraci, kterd musi zacit vzdy od kratkého
oligonukleotidu, od jehoz 3’- konce syntézu zahaji. Kratky oligonukleotid poskytujici
akceptorovou skupinu 3’-OH pro zahdjeni syntézy polydeoxyribonukleotidového fetézce se
oznacuje jako primer. Polynukleotidovy fetézec je prodluzovan na 3’-konci, tak Ze na 3’-OH-
skupinu tohoto konce jsou napojovany vzdy nukleosid-5"-monofosfaty, které jsou odnimany z
nukleosid-5"-trifosfati. DNA polymerdza III se neodd€luje od DNA po kazdém ptidani
nukleotidu, ale zistdva navdzana na DNA a béhem polymerace se podél ni pohybuje.

Obecné¢ DNA polymerazy patii mezi transferazy, které katalyzuji pfenos aktivovanych
nukleotidli na polynukleotidovy fetézec, na ktery je krok za krokem ptipojuji fosfodiesterovou
vazbou. Syntéza polynukleotidového fetézce probiha vzdy ve sméru 5'>3".
kontinudln¢ a nazyva se vedouci vlakno. Vlakno syntetizované v opa¢ném sméru, s 5'-konci
orientovanymi smérem k mistu rozplétani, se syntetizuje po ¢astech a jde o tzv. opozd’ované
vlakno. Jedno z nové tvofenych vlaken DNA se tedy netvofi kontinudln€ podél celé¢ délky
matefského vldkna, ale vznikd po malych fragmentech, zvanych Okazakiho fragmenty.
[4,5,8,10, 11, 29, 32]

2.3.1.3 Stabilita a denaturace DNA

Dulezitou vlastnosti dvouSroubovice je jeji schopnost rozplétat se, a tak zpfistupnit
genetickou informaci v ni ulozenou. Pti zvysSené teploté dochéazi k uvoliiovani vodikovych
vazeb, které pfispivaji ke stabilizaci dvousroubovicového usporadani DNA. Zhrouti se nativni
struktura a vznikaji volné polydeoxyribonukleotidové ftetézce, jez zaujimaji konformaci
nahodného klubka. Tento proces se nazyva denaturace DNA a teplota, pfi které k ni dochézi,
se nazyva teplota tani — T, (melting temperature). Teplota tani je zavisld na rGznych
faktorech. Je to predevS§im obsah G a C v DNA. S jejich rostoucim molarnim pomérem roste 1
teplota nutna k denaturaci. Pfic¢inou toho je, ze mezi G a C jsou tfi vodikové vazby a k jejich
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preruSeni je tedy potiebna vyssi teplota, nez k preruseni dvou vodikovych vazeb mezi A a T.
Mezi dalsi faktory ovlivitujici teplotu tani patii pH, iontova sila roztoku, povaha rozpoustédIa.

K denaturaci mize dojit i piisobenim dalSich vlivl, které rusi vzdjemné interakce mezi
fetézci, jako jsou naptiklad organicka rozpoustédla, tenzidy apod.

2.3.1.4 Izolace DNA

Izolace DNA je prvnim krokem, ktery ovlivituje uspéch celé PCR analyzy. DNA musi byt
ziskana v dostate¢ném mnozstvi a kvalité. Kvalita je urena délkou fragment a stupném
poskozeni, které miize byt zplsobeno vysSimi teplotami, nizkym pH prostfedi nebo
pusobenim nukleaz. 1zolovana DNA také nesmi obsahovat inhibitory enzymové amplifikacni
reakce, napf. ionty Ca’" a Fe’”, uhlovodiky, t&ké kovy, tanin, fenoly a soli

Nukleové kyseliny lze izolovat z nejriznéjSich biologickych materidlti. 1zolace zahrnuje

lyzi bunéénych membran, inaktivaci bunéénych nukleaz a separaci nukleovych kyselin od
zbytkl bunék.
Po dokonalém rozruSeni bunéénych struktur biologického materidlu ptechazi nukleové
kyseliny spolu s dalsim obsahem bunky do vodného roztoku. Ten zpravidla obsahuje pufr
s ptidavkem tenzidl (k uvolnéni vazby nukleovych kyselin s bilkovinami), deproteina¢nich
¢inidel (napf. fenol, chloroform, chloristan sodny) a inhibitori nukledz (enzymy Stépici
nukleové kyseliny). Zavere¢na faze izolace zahrnuje nékolik piecistovacich krokt, které jsou
zaméfeny na odstranéni bilkovin a lipid. Vzorek nukleové kyseliny je poté uchovavan pfi -
20 °C.

Pro izolaci se pouziva celd fada komeréné vyrabénych souprav, které zna¢né¢ zjednodusi
cely postup izolace. [5, 6, 10, 11, 27]

2.3.2 Polymerazova retézova reakce

Zavedeni polymerazové fetézové reakce v roce 1985 znamenalo pro molekularni biologii
stejny piinos jako objev restrikénich endonukledz nebo zavedeni sekvencovani DNA.
Vyhodou PCR je hlavné to, Ze umoznuje ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci
genomové DNA bez jejiho pfedchoziho klonovani ve vektorech.

2.3.2.1 Princip PCR

Princip PCR je zalozen na replikaci nukleovych kyselin. Podstatou PCR je cyklicky se
opakujici enzymova syntéza novych fetézcl vybranych useki dvoufetézcové DNA ve sméru
5">3" prostfednictvim DNA polymerazy. Pozadovany usek nukleotidové sekvence je
vymezen piipojenim dvou primerd, které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3'-
konce smétuji proti sobé. Po ptidini DNA polymerazy a nukleotidii pak probihd syntéza
novych vldken na obou matricovych fetézcich protismérné. K syntéze DNA se pouzivaji
termostabilni polymerdzy odolavajici teplotam, pii nichz DNA denaturuje. To umoznuje, aby
syntéza DNA probihala opakované formou cyklt.
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Reakéni smés pro PCR musi obsahovat: 2 oligonukleotidové primery komplementarni k
3’-koncovym sekvencim obou komplementarnich fetézcti tiseku, jenz ma byt amplifikovan,
usek izolované dvojtetézcové DNA, kterd slouzi jako templdt, smés vSech Ctyf
deoxyribonukleotidtrifosfati, DNA polymerazu, vhodny pufr obsahujici Mg>" ionty a vysoce
¢istou deionizovanou vodu.

PCR je proces, pii némz se v zavislosti na teploté¢ reakéni smési pravidelné stiidaji tii
kroky, béhem nichz probihaji tfi odlisné d&je s odliSnymi naroky na teplotu:

1. denaturace dvouietézcovych molekul DNA (templatu) (94 °C)
2. ptipojeni primert k oddélenym fetézcim DNA (30-65 °C)
3. syntéza novych fetézcli DNA prostfednictvim DNA polymerazy (65-75 °C)

Vlivem vysoké teploty dochazi pii denaturaci krozruseni vodikovych vazeb v
dvouretézcové DNA, coz vede kjejimu rozpleteni na jednotlivd vldkna. Obvykle je
dostatecnd denaturace pii teploté 94°C po dobu 20-30 s. Relativné kratké naamplifikované
fragmenty denaturuji snadnéji nez komplexni DNA. Jestlize je denaturacni teplota pfilis
nizkd, nedojde k uplné denaturaci molekuly DNA a jeji struktura se vraci do plivodniho stavu,
ktery neumoziuje pripojeni primerd k vlaknu DNA. Doba denaturace by neméla byt piilis
dlouhd, protoze by mohlo dojit k renaturaci DNA polymerazy a tim ke sniZeni jeji aktivity
(resp. ke zvySeni nespravnych inkorporaci nukleotidiit béhem PCR).

Po denaturaci je reak¢ni roztok ochlazen a primery, které jsou pfitomny v nadbytku, se
paruji s templatovou DNA na pocatku a konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym
vldknem pivodni dvoufetézcové molekuly DNA. Pravdépodobnost a specifita pfipojeni
primert zavisi na teploté, ¢ase, na templatu DNA a na primeru samotném. Volba teploty
pfipojeni primert je nejkriti¢téj$im faktorem, jez ovliviiuje specifitu PCR. Je-li teplota pfilis
vysoka, nedojde k pfipojeni primerd, ale pokud je ptili§ nizkd, miize se zna¢né zvysit pocet
nespecifickych interakei primerii s templatem DNA. Hodnotu ptipojovaci teploty lze zjistit
podle vztahu pro vypocet teploty tani primert:

Ta — 093 X TmPrimer + 0’7 X TmProdukt . 25,

avSak obecné uzivanym pravidlem pro stanoveni T, je sniZeni teploty T, o 5 °C. Pfipojeni
primert trva vétSinou 20 — 40 sekund.

Pti teploté 72°C zahajuje DNA polymeraza elongaci, tzn. Ze dochazi k enzymové
syntéze DNA od 3’-koncil pfipojenych primerQ, jez ohranicuji amplifikovany tsek DNA.
Syntéza probihd pii optimalni teploté rychlosti 60 bazi/s po dobu 45 — 90 s. Doba syntézy
zavisi na délce amplifikovaného fragmentu a jeji vytézek je zavisly na vhodnych reakcénich
podminkach. [6, 8, 12, 14, 26, 36]
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Obr. 6: Priitbeh PCR a schéma po tiech cyklech: 1. krok — denaturace DNA, 2. krok —
pripojeni primeru, 3. krok — prodluzovani retézcit DNA [49]

Na konci polymerazové tetézové reakce se doba pro prodluzovéni primerti upravuje.
Konec¢na extenze probiha pii teploté¢ 72 °C po dobu 5 — 15 min, aby doslo k dosyntetizovani
¢astecné prodlouzenych produktl a k renaturaci jednovlaknovych produkti.

Reakce se provadéji v zafizeni zvaném termocycler, v némz se teplota méni automaticky
v naprogramovanych ¢asovych intervalech.

Postupnym opakovanim tohoto procesu se exponencialné vytvaii az miliarda kopii
vybran¢ho useku cilové molekuly. JelikoZz vysledkem PCR je mnohonisobné zmnozeni
vybraného tiseku DNA, Ize ji oznacit za zptisob klonovani DNA. [6, 8, 12, 14, 26, 36]

2.3.2.2 Primery pro PCR

Piesnost a usp&Snost PCR pii amplifikaci DNA je zavisld na peclivém navrhu obou
primerd, pii némz je tieba ptihlizet k celkové sekvenci studovaného genomu. Pro genom o
velikosti 3 miliardy bp je teoreticky postacujici sekvence primeru o délce 16 nukleotidu.
Sekvence o této délce by méla byt v genomu uvedené velikosti jedine¢na a méla by se proto
vazat specificky jen k jedinému mistu. Genomy organismi vSak nemaji ndhodné sekvence, a
proto se primery navrhuji zpravidla delsi. Pfi navrhu primeri pro standardni PCR je tfeba brat
v tvahu nékolik dilezitych pravidel:

- délka zpravidla 18-25 nukleotidd,
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- obsah G+C 40 % az 60 %

- rovnomé&rna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary,

- teplota Ty, alesponi 50 °C,

- podobna teplota Ty, u obou primert,

- specifi¢nost primerti — na matricové DNA nesmi byt nespecifickd vazebné mista,

- absence komplementarnich sekvenci v primerech, které by mohly vést k tvorbé
duplexil,

- zatazeni 1 az 2 zbytkd G nebo C v sekvenci na 3 -koncich primerti pro zajisténi presné
vazby na templat.

Komeréné dostupné primery poskytuji dostatecnou Cistotu a primery béznych velikosti
mohou byt pouzivany pii PCR bez piecisténi. Pro navrh primert v analyzovanych oblastech
sekvence DNA existuje fada pocitacovych programi, které umoziuji zohlednit vyse uvedena
pravidla.

Za ucelem amplifikace kvasinkové DNA byly vyvinuty specifické SC1, SC2 a
nespecifické ITS1, ITS4 primery. Amplifikace ribosomalni ITS oblasti pouzitim
univerzalniho primeru se obecné pouziva pro houby. ITS oblast kvasinkové ribozomalni DNA
je vysoce proménliva sekvence, ktera je velice dilezitd pti rozliSovani kvasinkovych druhii
PCR analyzou. V soucasnosti je ITS nejvice sekvenovanou oblasti DNA u hub, a to vzhledem
k vysokému stupni proménlivost, nez jaky je u jinych genovych oblasti rDNA.

[6, 10, 19, 24, 30, 39, 40]

2.3.2.3 DNA polymerdza

DNA polymeraza je termostabilni enzym izolovany z termofilni bakterie Thermus
aquaticus, 7ijicim v horkych pramenech Yellowstonského narodniho parku, a proto nese
nazev Taqg DNA polymerdza. Tento nemodifikovany enzym optimalné replikuje DNA pfi
74 °C a ma polovi¢ni Zivotnost po 40 min pii 94 °C. Je stabilni pfi mnohem vyssich teplotach
nez eukaryotni DNA polymerazy, neni proto béhem PCR denaturovan a nemusi se po kazdém
cyklu k reakéni smési ptidavat. Zavedeni termostabilni 7ag DNA polymerdzy znamenalo
vyrazny pokrok z hlediska automatizace PCR metody.

Taq DNA polymeraza je vSak enzym, ktery ma pouze 5'— 3" polymerdzovou aktivitu a
postradd 3" — 5” exonukleazovou aktivitu, coZz znamend, ze neni schopna opravovat chyby
vzniklé pii replikaci. Spravnost syntézy pomoci 7ag DNA polymerdzy zavisi na koncentraci
volnych iontd Mg”", na rovnovaze viech nukleotidi ve smési, na pH, na tepelné denaturaci
templatu DNA a na pfitomnosti inhibitor v roztoku. Koncentrace polymerazy je dalsi z
dalezitych faktort, které je nutno pro konkrétni postup optimalizovat, nebot zvySena
koncentrace enzymu muiZze vést ke snizeni specifity reakce.

Mimo T7ag DNA polymerdzy jsou pouzivany také Pwo a Pfu DNA polymerazy
(Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus), které maji kromé polymerazové aktivity také
3’25’ exonukleasovou aktivitu. Frekvence chyb je u téchto polymeraz 2-6krat nizsi nez u
Tag DNA polymerazy, ale jejich rutinni pouziti je obtizné, protoze jejich 3’-exonukleazova
aktivita Casto zpuisobuje degradaci jednofetézcovych primerd. DNA polymerazy s 3'-
exonukleazovou aktivitou vSak nasly uspés$né uplatnéni v kombinaci s Tag DNA polymerazou
v modifikacich PCR ur¢enych pro amplifikaci dlouhych tisekii DNA. [5, 6, 8, 36]
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2.3.2.4 Nukleotidy a reakcni pufr pro PCR

Nukleotidy jsou stavebnimi slozkami DNA. Pii PCR se obvykle pouZivaji roztoky o
koncentraci 10 mmol.1", v nichZ jsou obsazeny viechny nukleotidy v ekvimolarnim mnoZstvi.
Nevyvazeny pomér nukleotidii ve smési mize snizit i€innost 7ag DNA polymerazy a zvysit
tim pocet nepiesnych spojeni pii navazovani primerti. Optimalni koncentrace smési
nukleotidii zavisi na délce amplifikovaného produktu, na koncentraci MgCl, a na koncentraci
primert. Nukleotidy ov§em sniZuji koncentraci volnych ionti Mg*", ¢&imz negativng ovliviiuji
aktivitu polymerdzy a omezuji piisedani primert. 7ag DNA polymerdza katalyzuje
pripojovani nukleotidd s vyssi pfesnosti pfi niz§ich koncentracich nukleotidi.

Reakéni pufr, jehoz pH se pohybuje vrozmezi 8,3 — 9, vytvaii béhem PCR prostredi
vhodné pro aktivitu DNA polymerazy. Jeho hlavnimi slozkami jsou MgCl,, Tris-HCI1 a KCI,
dale pak obsahuje aditiva zvy3ujici specifitu a efektivitu. P¥i nadbytku Mg®" mize dochazet
k nespecifické vazbé primert. Naopak pii nizké koncentraci dochazi ke snizeni vytézku
pozadovaného produktu. [6, 8, 10]

2.3.2.5 Faktory oviivitujici PCR

PCR je pln¢ automatizovany proces, ktery vyuziva termostabilni DNA polymerazu. Avsak
1 ta katalyzuje prodluzovéani primert pfi laboratorni teploté, coz mize byt pfic¢inou chyb a
vzniku nespecifickych produktl, zejména pii nizkych koncentracich templatové DNA.

Vysoka specifita a citlivost metody PCR s sebou pfinasi také nezadouci zvySené riziko
kontaminace. Kontaminace i jedinou molekulou exogenni nebo neznamé DNA postacuje pro
ziskani faleSného signdlu. Pro minimalizaci faleSnych pozitivnich vysledkl jsou doporuceny
ur¢ité standardni postupy zahrnujici pouzivani autokldvovanych roztokd, separaci
pouzivanych PCR reagenci od templatové DNA a produkti PCR, pouzivani UV svétla
k odstranéni exogennich nukleovych kyselin na pracovni plose, pouzivani jednorazovych
rukavic a pfidavani DNA do reakce jako posledni slozku. Jako zdroj kontaminace DNA je
nejcastéji uvadén pienos kontaminujici DNA zdfive amlifikovanych produkti PCR a
vzajemnd kontaminace zdrojovych materiali.

2.3.3 Restrikéni analyza produktu PCR

Diky vyvoji PCR metody se naskytly nové moznosti, které umoznily vyvoj novych
diagnostickych metod. Tyto molekularné-biologické metody jsou zalozené na PCR a
umoziuji detekovat rizné sekvence DNA s extrémni citlivosti. Navzajem se 1iSi pouzitim
dalSich enzymatickych reakci a také zpusoby detekce produktii PCR.

Pro identifikaci kvasinek kolonizujicich povrchy listd byla pouZzita metoda stanoveni
polymorfizmu délky restrikénich fragmentii produkti PCR (PCR-RFLP), kterd je vhodnym
nastrojem k odliSeni kvasinkovych druhti, ale i k odliSeni a identifikaci jednotlivych
kvasinkovych kmenil s podobnymi fyziologickymi vlastnostmi.
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2.3.3.1 Princip PCR-RFLP

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) je modifikace standardni PCR
pouzivand pro typizaci cilové sekvence, obvykle urcitého genu, obsahujiciho sekvencni
polymorfismus. Pomoci polymorfizmu délky restrikénich fragmentli (RFLP) se identifikuji
alely na zaklad¢ pfitomnosti nebo absence specifického restrikéniho mista. Pomoci této
metody hleddme polymorfizmus v restrikénich mistech nejriiznéjSich endonukledz a nasledné
ho interpretujeme jako piibuznost ¢i neptibuznost organismda.

Reakéni smés pro $tépeni PCR produktu se sklada z pufru pro restrikéni endonukledzu,
enzymu restrikéni endonukledzy a ptislusSného mnozstvi destilované H,O. Teplota inkubace
(digesce) se nastavuje podle dodavatele konkrétni restrikéni endonukledzy, vétSinou 37 °C.
Pti digesci dochazi k enzymatickému S$tépeni specifickych mist sekvence DNA, které
rozpoznava dany enzym zvany restrikéni endonukledza. Vzniklé fragmenty o rizné délce lze
od sebe odd¢lit elektroforézou. Pocet i délka fragmentd je pro daného jedince specificka. [6]

2.3.3.2 Struktura, funkce a stabilizace enzymii

Enzymy jsou molekuly vétSinou bilkovinného ptivodu, které katalyzuji chemické pfemény
v zivych organismech. Enzymy urcuji povahu i rychlost chemickych reakci. Aktivita enzymi,
spocivajici v ovlivnéni rychlosti chemickych reakei snizovanim jejich aktivacni energie, je
zavisla zejména na koncentraci substratu, teploté, pH, aktivatorech a inhibitorech.

Katalytickou funkci mize vykondvat bud’ jednoduché nebo sloZené bilkovina. Enzymy se
strukturou slozenych bilkovin, jichz je mezi znamymi enzymy pievaha, se nazyvaji
holoenzymy a skladaji se z bilkovinné ¢asti - apoenzymu a z nebilkovinného kofaktoru.
Kofaktor voln¢ vazany na apoenzym nekovalentni vazbou se nazyva koenzym, naopak tzv.
prosthetické skupiny jsou vdzany na apoenzym pevné, obvykle kovalentné.

Katalyticka aktivita enzymi zavisi na jejich konformaci, tj. na jejich prostorovém
usporddani. Zmény prostorové struktury mohou mit za nésledek snizeni nebo Uplnou ztratu
enzymové aktivity. Vyplyva to ze skutenosti, ze enzymova reakce zacinad vytvorenim
komplexu enzym-substrat, pfiCemz se substrdt vdZze na misto na apoenzymu, jeZ se nazyva
aktivni centrum pro vazbu substratu. Konformace aktivniho centra odpovida za specifitu
enzymu, nebot’ se do ného mohou vazat jen substraty, které mu konformacné odpovidaji
(Fischerova teorie klice a zamku) nebo které po priblizeni k aktivnimu mistu zptsobi jeho
vhodnou orientaci pro vazbu (Koshlandova teorie indukovaného ptizptisobeni).

Stabilita enzymu je schopnost bilkovinnych molekul zachovat si svou katalytickou aktivitu
po ur¢itou dobu i ve zménénych podminkéach, tj. v podminkach, které neodpovidaji
podminkam jejich ptirozeného vyskytu. Pfi stabilizaci enzymu se vyuzivaji prostfedky, které
brani zménam jeho terciarni ev. kvartérni struktury. Jednim z nejjednodussich zpisobl
stabilizace je pridavek raznych soli, substratl, kofaktord, inhibitord apod. Déle se vyuziva
ptidavku komplexotvornych latek, bilkovin, polyelektrolyti a jinych rozpustnych polymera.
Stabiliza¢niho efektu je dosahovéano fixaci tercidrni struktury enzymu a zejména schopnosti
udrzet v okoli enzymu urcité pH. [4, 5, 11, 23]
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2.3.3.3 Restrikcni endonukleazy

Enzymy, které Sstépi fosfodiesterové vazby polynukleotidového fetézce se nazyvaji
nukledzy. Nukleazy, které Stépi vnitini vazby, jsou endonukledzy a ty, které odstépuji
koncové nukleotidy, se oznacuji jako exonukleazy.

Restrikéni endonukleazy jsou soucasti tzv. restrikéné modifikacnich mechanismi bakterii.
Tento systém je zajiStovan dvéma druhy enzymovych aktivit. Methylacni aktivita slouzi ke
specifické modifikaci vlastni, bunééné DNA, ¢imz ji oznacuje jako material, ktery ma byt
chranén pred degradaci vlastnimi enzymy. Restrikéni aktivita katalyzuje Stépeni cizorodé
DNA, ktera neni timto zpiisobem v pfislusnych sekvencich modifikovana.

Restrikéni endonukledzy rozpozndvaji kratké sekvence dvoufetézcové DNA a Stépi ji
v téchto specifickych mistech nebo pobliz nich. VétSinou se jednd o palindromatické
sekvence, které maji stejné potradi nukleotidi ¢tené ve sméru od 5' konce na obou dvou
vlaknech DNA. Napiiklad u enzymu EcoRI je rozpoznavaci sekvence 5'GAATTC 3" a
specifické §t€pné misto ma sekvenci 5'G 3.

\
5 s GAATTC.......... 3 5. Gt 3 STLLLAATTC........ 3
3 CTTAAG.......... 5 »  3L...CTTAA...S 3 e G 5

T

Délka téchto sekvenci urcuje Cetnost, se kterou bude enzym stépit molekulu DNA. Frekvence
vyskytu delsi sekvence (napt. CCCGGG) bude ve stejné molekule DNA mén¢ Casta nez kratsi
usek (napt. CCGGQG). Je také tieba ptihlédnou k faktu, Ze nékteré sekvence, byt stejné dlouhé,
se obecné vyskytuji méné Casto nez jiné. Volbou restrikéni endonukleazy lze tedy ovlivnit
délku vznikajicich useku. [4, 5, 8, 12, 21, 31]
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Obr. 7: Rozpoznavaci sekvence a specifické stépné misto enzymii Haelll a EcoRI. [32]
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Enzym Hae III §tépi oba fetézce DNA proti sob¢, takze obé vysledné molekuly maji
zarovnané neboli tupé konce, ale u Eco RI dochdzi ke St€peni mezi nukleotidy, které nelezi
proti sobé a tak vznikaji na jednom z fetézcl ptesahujici jednovldknové seky (tzv. kohézni,
lepivé konce).

Rizné restrikéni endonukledzy maji riznd rozpoznavaci tzv. rekogni¢ni mista. Existuji
vSak také nékteré sekvence, které jsou Stépeny vice enzymy. Enzymy, jejichz cilové sekvence
jsou totozné, se nazyvaji izoschizomery.

Vyznam endonukledz spociva tedy hlavné v tom, ze umoziuji specificky Stépit rizné
DNA sekvence a vzhledem k jejich velkému mnozstvi mdme mnoho moznosti k ziskani
zadanych usekti DNA. [4, 5, 8, 35, 45]

2.3.3.4 Podminky digesce s restrikcnimi endonukleazami

P pouziti restrikénich enzymi je vzdy vhodné fidit se pokyny vyrobce, ktery udava
zakladni informace, jako je optimalni teplota, stabilita, pfip. inhibice pii $t€peni methylovych
sekvenci. S enzymem je vzdy dodavan i pufr v desetindsobné koncentraci, zajiStujici po
zfedéni podminky pro maximalni aktivitu enzymu. Viechny restrikéni enzymy vyzaduji Mg
jako kofaktor a vétSina enzymovych funkci pracuje v pufru s pH v oblasti 7,2 — 7,6. Optimalni
teplota pro vétsinu digesci je 37 °C.

Kritickym parametrem pfi Stépeni restrikénimi endonukledzami je Cistota pouzit¢ DNA.
Nedistoty, které mohou byt pfitomny po jeji izolaci, nebo vysoka koncentrace soli mohou
inhibovat aktivitu enzymu. Nékdy je mozné zlepsit vysledek zvétSenim reakéniho objemu,
coz ma za nasledek zfedéni necistot. Muze byt také prodlouzena reakéni doba (pokud je
enzym stabilni) nebo pouzito vét§i mnozstvi enzymu.

Restrikéni enzymy se vétSinou uchovavaji pii -20°C. V disledku ptitomnosti soli a
glycerolu zlstavaji roztoky 1 pii této teplot¢ kapalné a mohou byt pipetovany. Objem
pfidaného enzymu by mél byt vzdy mensi nez 1/10 celkového objemu reakéni smési, nebot’
glycerol ve vyssi nez 1% koncentraci miZze inhibovat reakci. [5, 6]

2.3.4 Varianty a modifikace PCR

Polymerazova tetézova reakce je pouzivana v Siroké Skale variant, které jsou upraveny
podle toho, zda je potfeba amplifikovat templaty s nizkym poctem kopii, detekovat sekvenéni
polymorfizmy, provadét molekularni identifikaci nebo typizaci organismti nebo modifikovat
sekvence nukleovych kyselin. Pro ptfehled uvddim dal§i dvé techniky pouzitelné pro
taxonomické zatfazovani kvasinek.

2.3.4.1 Nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD)
Néhodna amplifikace polymorfni DNA neboli ndhodnd PCR (AP-PCR) je rychld a

jednoduché technika pro fingerprinting DNA, ktera je vhodné pro rychlou srovnavaci typizaci
genomovych DNA mikroorganizmi a nékterych rostlin.
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Metoda pouziva obvykle jeden nebo vice kratkych primerti o délce 8-12 nukleotidii
libovolné sekvence s neznamou homologii k cilové sekvenci DNA a malo prisné podminky
pro pfipojeni primeru. Za téchto podminek dochazi k nasedani primeru s vysokou
pravdépodobnosti na vice mistech na obou fetézcich chromozomové nebo plazmidové DNA.
Obvykle se vyskytne n¢kolik mist, kterd nejsou od sebe ptili§ vzdalend a umoZiluji ptipojeni
primert na protilehlych fetézcch 3’-konci sméfujicimi k sobé. Vysledkem je amplifikace
mnoha fragmentl s riznou délkou a rozdilnym molarnim mnoZzstvim, v zévislosti na izolatu,
ze kterého genomova DNA pochazi. Pouzitelnost oligonukleotidovych primerd muize byt
zhodnocena pouze empiricky a informace o sekvenci templatové DNA neni nezbytna.

Pres svou vysokou uc¢innost jsou pii RAPD problémy s reprodukovatelnosti a
s nedostatkem shodnych pravidel pro interpretaci rozdilii vzori.

Metoda se v praxi pouziva pro identifikacni postupy a taxonomické studie. [6, 20, 22]

2.3.4.2 Polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentii (AFLP)

AFLP predstavuje metodu pro charakterizaci celkové genomové DNA, kterd poskytuje
vysoké rozliSeni a dobrou reprodukovatelnost.

Metoda zahrnuje Ctyti zdkladni kroky:

- uplné rozstépeni extrémné malého mnozstvi genomové DNA jednou nebo dvéma
restrikénimi endonukledzami, z nichz jedna miva zpravidla méné cilovych mist,

- ligaci genomové DNA s oligonukloetidovymi adaptory, které jsou navrzeny tak, aby
nedochézelo k obnové restrikéniho mista; ligace probihd za pfitomnosti restriktdz,
takze nedochazi ke spojovani restrikénich fragmentd,

- selektivni amplifikaci sady restrikénich fragmentl pomoci jednoho nebo dvou
selektivnich AFLP primerq,

- gelovou elektroforézu amplifikovanych fragmentli v nedenaturujicim
polyakrylamidovém gelu.

Pouzitim AFLP je tedy mozno vizualizovat sadu restrikénich fragmenti pomoci PCR bez
znalosti jejich nukleotidové sekvence. K amplifikaci a prodlouzeni primeru dochéazi pouze
v pripadé komplementarniho parovani 3’-konce AFLP primeru. Timto zpiisobem dochazi
k selektivnimu vybéru pouze malé casti z velkého poctu az desetitisich fragmentd
vytvofenych Stépenim genomové DNA, takze vysledny fingerprint l1ze snadno vyhodnotit a
reprodukovat. Polymorfizmus je zaloZzen na ztrat¢ nebo ziskani restrikénich mist a je
analogicky s polymorfizmem RFLP.

Zdokonalenim metody je pouziti fluorescen¢niho znaceni u jednoho z primert a separace
vzniklych produktt na automatickém sekvenatoru (fAFLP).

AFLP je velmi ucinnou typizacni metodou pro DNA libovolného piivodu a stupné
komplexity, vyuzivanou jak v diagnostice, tak pro fylogenetické a taxonomické studie, v
dnesni dobé¢ je hojné vyuzivana i pfti klasifikaci kvasinek. [6, 18]
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2.3.5 Separace fragmentii po RFLP gelovou elektroforézou

Fragmenty DNA vzniklé Stépenim restrikénimi endonukledzami nebo PCR reakci jsou
bézné analyzovany pomoci elektroforézy v agardézovém gelu.

2.3.5.1 Princip elektroforézy nukleovych kyselin

Elektroforéza ptedstavuje orientovany pohyb elektricky nabitych ¢astic na vhodném nosici,
vynuceny stejnosmérnym elektrickym polem. Toto elektrické pole se vytvari vkladanim
konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody. Prostfedi mezi elektrodami je tvoteno
zakladnim elektrolytem, ktery zajist'uje dostate¢nou elektrickou vodivost v celém systému.

Nosi¢em byva obvykle gel. Elektroforetické gely pouzivané pro separaci nukleovych
kyselin jsou nejCastéji tvoreny polyakrylamidem nebo agardzou, které¢ vytvareji slozitou
sitovou strukturu polymernich molekul s pory, jejichz velikost 1ze ovlivnit slozenim roztoku a
koncentraci polymeru. Agar6zové gely jsou vhodné pro separaci molekul nukleovych kyselin
o velikosti od 100 bp az po zhruba 50 kb, polyakrylamidové gely se pouzivaji pro separaci
mens$ich molekul. Podle polohy gelu v elektroforetické aparatute rozliSujeme horizontalni a
vertikdlni gelovou elektroforézu, které maji deskové uspotddani a dale kapilarni
elektroforézu, u niz je gel uvnitf kapilary.

Nukleové kyseliny se obvykle déli podle velikosti, nebot’ specificky naboj vSech molekul
DNA je stejny a je urCen ptitomnosti zbytkl kyseliny fosfore¢né. Rychlost pohybu molekul
DNA v gelu oznaovana jako elektroforetickd pohyblivost je nepiimo Umérnd logaritmu
jejich velikosti. Velikost molekuly DNA nebo jejiho fragmentu o nezndmé velikosti Ize proto
stanovit srovnanim jejich elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivosti
molekul nebo fragmenti DNA o znamé velikosti, které se oznacuji jako standardy velikosti
nebo hmotnostni standardy. Témi byvaji vétSinou restrikéni fragmenty plazmidovych molekul
nebo genomu bakteriofagli, jejichz presna velikost byla stanovena sekvencovanim DNA.
[6, 9, 15, 28]

Vzorek DNA

- +

Smér migrace DNA
Pufr Pufr

Obr. 8: Princip horizontalni gelové elektroforézy [29]

2.3.5.2 Usporaddani elektroforézy

Usporadani klasické elektroforetické sestavy predpoklada pouziti elektroforetické vany se
dvéma oddé€lenymi zasobniky separacniho pufru (katodicky a anodicky prostor), tyto
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elektrolyty jsou vodivé spojeny s plochou, na které déleni probihd. Do prostoru s elektrolytem
jsou vlozeny elektrody (katoda, anoda), na néz je ze zdroje vkladano stejnosmérné elektrické
nap¢ti. Odvod vznikajiciho tepla byva obvykle zajistén chlazenim spodni casti desky se
separa¢nim mediem. [6, 9, 15]

Obr. 9: Komercni zarizeni pro horizontalni gelovou elektroforézu [50]

2.3.5.3 Vizualizace separovanych fragmentit DNA

Po dokonceni elektroforézy je tfeba identifikovat polohy separovanych molekul, které
nejsou pouhym okem viditelné. Molekuly DNA lze snadno zviditelnit obarvenim vhodnym
barvivem. Nejcastéji je pouzivan etidium bromid, ktery se vmezetuje mezi sousedni pary bazi
v DNA a vytvaii v ni komplex, ktery po osvétleni ultrafialovym svétlem Cervené fluoreskuje.
Molekuly DNA o stejné velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouzky, jejichZ intenzita je
umérna koncentraci DNA. Ethidium bromid je silny mutagen a potencidlni karcinogen a
teratogen. Je proto nutné snim pracovat opatrné, vzdy pouzivat rukavice a pfislusné
dekontaminovat vse, co jej obsahuje nebo s nim pfislo do styku.

Namisto etidium bromidu maze byt pro barveni nukleovych kyselin pouzita také skupina
fluorescencnich kyaninovych barviv s komerénim oznacenim SYBR. [6, 28]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, suroviny a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Agaréza (ELISABETH PHARMACON, CR), agaréza (SERVA, Némecko), ethanol 96 %
(LACHEMA, CR), ethidium bromid (SERVA, Némecko), EDTA (SERVA, Némecko),
hydroxid sodny (LACHEMA, CR), kyselina boritd (SERVA, Némecko), nanaseci pufr
(Fermentas, Litva), Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (SERVA, Némecko), Taq
DNA polymeraza (ELISABETH PHARMACON, CR), 10x Taq DNA pufr (ELISABETH
PHARMACON, CR), dNTP mix (Invitek, Némecko), primery (SC1, SC2) (ELISABETH
PHARMACON, CR), délkové standardy: Ultra Clean 20 bp Ladder (ELISABETH
PHARMACON, CR), Ultra Clean 100 bp Ladder (ELISABETH PHARMACON, CR),
Komer¢ni souprava pro izolaci DNA Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO
Laboratories, USA)

Restrikéni endonukledzy: Taql, Hinfl, Eco881, Hhalll, Haelll, Trul, EcoRl (FERMENTAS,
Litva)

3.1.2 Pristroje a pomiicky

Digitalni pH-metr OP-211/1 (Radelkis, Mad’arsko), mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., CR),
mikropipety Nichpetex (Nichrio, Japonsko), minicentrifuga National LABNET C-1200
(Biotech s.r.o., CR), centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Némecko), termostat IP
100-U LTE SCIENTIFIC, (Velka Britanie), termocyklér PTC-100"™ (MJ Research, Inc,
USA), vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., CR), PCR box- AURA MINI (Bioair
instruments, Italie), elektroforetickd vana (Owl separation systeme, model — B2, Biotech
S.I.0., CR), zdroj napéti — SAVANT PS 250 (Biotech s.r.o0., CR), mikrovlnna trouba ETA
1195 (CR), analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko), predvazky EK-600 H
(A&D, Instruments LTD, Japonsko), transluminator (Ultra. Lum. INC, USA), software Scion,
Image (Biotech s.r.o., CR), spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA), exsikétor, parafilm
(American Nacional Can™, USA), laboratorni sklo, sterilni box pro mikrobiologickou praci,
bakteriologické klicky, plastovy stojan, kahan, $picky, mikrozkumavky Eppendorf, bunicita
vata, parafin, plastové Petriho misky, lepici paska, niizky

3.1.3 Suroviny
Bylo vybrano 24 vzorka kvasinek, které byly odebrany z povrchu listd a jehli¢i. Sada

prvnich 12ti vzorkd pochazela z lesnich listnatych a jehli¢natych stromt, druha sada byla
puvodem z listi ovocnych stromid. Ob¢ sady pochazeji ze sbirky kvasinek ulozené na
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Chemickém ustavu SAV v Bratislavé. Jednotlivé vzorky byly oznaceny cisly 1-24 (viz
Priloha I).

3.2 Izolace DNA

3.2.1 Izolace DNA pomoci Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO
Laboratories, Inc.)

Ke 300 pl rozbijeciho roztoku v mikrozkumavce o objemu 2 ml byla z zivné pidy na
Petriho miskach pfidana ¢ast kvasinkové kultury o objemu asi dvou ryzovych zrn. Vznikla
suspenze byla ptenesena do rozbijeci mikrozkumavky a bylo k ni pfidano 50 ul roztoku MDI1.
Mikrozkumavky byly v horizontalni poloze vortexovany pii maximalni rychlosti po dobu 10-
ti min. Poté byly zkumavky centrifugovany pii 10 000 x g po dobu 30-ti sekund. Supernatant
byl pfenesen do Cisté mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 100 pl roztoku MD2. Smés byla
vortexovana 5 sekund, inkubovana pii 4 °C po dobu 5-ti min a centrifugovana 1 minutu pfi
10 000 x g. Veskery supernatant byl prenesen do ¢isté 2 ml zkumavky a bylo k nému ptidano

900 pl roztoku MD3. Po kratkém vortexovani byla ¢ast ziskaného roztoku (asi 700 pl)
prenesena na membranu mikrokolony a centrifugovana 30 s pii 10 000 x g. Prefiltrovany
roztok byl odstranén a do mikrozkumavky byl pfidan zbytek ziskaného roztoku. Znovu byla
provedena centrifugace za stejnych podminek a pfefiltrovany roztok byl odstranén. Na
mikrokolonu bylo naneseno 300 pl roztoku MD4. Opét byla provedena centrifugace za
stejnych podminek a prefiltrovany roztok byl odstranén. Po dalsi centrifugaci (10 000 x g po
dobu 1 min) byla mikrokolona opatrné pfenesena do nové 2 ml mikrozkumavky a bylo
pridano 50 pl roztoku MDS5. Po centrifugaci (10 000 x g po dobu 30 s) byla mikrokolona
odstranéna a v mikrozkumavce ziistala pfipravend DNA. Takto ziskanou DNA byla
skladovéna pii -20 °C.

3.3 Amplifikace izolované DNA metodou PCR

3.3.1 Priprava vzorki k amplifikaci

Vzhledem k vysoké koncentraci DNA po izolaci bylo nezbytné DNA 50krat ziedit. Pro
kazdy vzorek byla namichdna reakéni smés jednotlivych sloZek pro PCR, tzv. mastermix o
celkovém objemu 150 pl.

Mastermix v sob€ zahrnuje: 126,5 ul sterilni deionizované vody, 15 ul PCR pufru, 0,5 ul
primeru ITS;, 0,5 ul primeru ITS4, 1,5 pl dNTP mixu (smés vSech Ctyf nukleotidtl), 3 pl
izolované ziedéné¢ DNA a 3 pl Tag DNA polymerdzy. Takto piipravené mastermix byly
vortexovany, centrifugovany a vlozeny do termocykléru, v némz néasledn¢ probehla
polymerdzova fetézova reakce. [19]
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3.3.2 Teplotni a ¢asovy profil PCR

Tab. 1: Teplotni a casovy profil PCR

Denaturace 94 °C | 4 min
94°C |60s

Annealing - 25 cyklu 48°C | 30s
72°C | 60s

Elongace 72 °C 10 min

Po amplifikaci byly analyzované vzorky uschovany pfti teplot¢ —20 °C, popt. byly hned
identifikovany elektroforézou v agar6zovém gelu. [19]

3.4 Elektroforeticka detekce amplifikovanych fragmentii

3.4.1 Priprava roztoku ethidium bromidu
Do mikrozkumavky bylo navazeno 10 mg ethidium bromidu, ktery byl rozpustén v
1 ml destilované vody.

3.4.2 Priprava Tris-boratového pufru (TBE)

3.4.2.1 Priprava zdasobniho roztoku TBE (10 x TBE)

Bylo navéazeno 108 g Tris-baze a 55 g kyseliny borité. Pak bylo pfidano 40 ml 0,5 M
EDTA (pH 8,0) a v odmérné bance bylo v§e doplnéno vodou na 1 litr.

0,5 M roztok EDTA o pH 8,0 byl ptipraven tak, ze bylo navazeno 9,36 g EDTA, k ni byla
pfidana cast vody a pH roztoku bylo upraveno na 8,0 pomoci nasyceného roztoku NaOH. Pak
byl roztok v odmérné bance doplnén vodou do 50 ml. Z takto ptipraveného roztoku bylo na
ptipravu pufru odebrano 40 ml.

3.4.2.2 Priprava pracovniho roztoku TBE (I x TBE)

Ze zésobniho roztoku TBE bylo odebrano 100 ml a doplnéno v odmérné bance vodou na
1 litr. Do 1 litru 1 x TBE bylo ptidano 100 pl ptipraveného roztoku ethidium bromidu.
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3.4.3 Priprava 0,7% agarézového gelu

Do 500 ml Erlenmayerovy banky bylo navdzeno 2,1 g agardzy. Agardza byla zalita 300
ml pracovniho TBE pufru bez ethidium bromidu a dokonale rozpusténa v mikrovinné troubé
pii vykonu 40 %. Po zchladnuti pfiblizn¢€ na 60 °C bylo odméteno 30, 40 nebo 65 ml agarozy
(podle rozmérh vanicky) a ptidano 3, 4, nebo 6,5 ul roztoku ethidium bromidu o koncentraci
10 mg.ml". Takto pfipraveny roztok agarézy byl nalit do vyvazené vanicky a byl do n&j
vloZen hiebinek na vytvotfeni jamek pro nandseni vzorkli. Po 30-ti min tuhnuti pfi pokojové
teplot¢ a dalsich 30-ti min v lednici je gel pripraven k detekci amplifikovanych fragmentt.

3.4.4 Priprava délkového standardu o délce 100 bp

Bylo smichano 1,6 pl roztoku 100 bp a 2,5 pl délkového pufru. VSe bylo doplnéno do
15 pl sterilni deionizovanou vodou.

3.4.5 Priprava délkového standardu o délce 20 bp

Bylo smichéno 1,25 pl roztoku 100 bp a 2,5 ul délkového pufru. VSe bylo doplnéno do
15 pl sterilni deionizovanou vodou.

3.4.6 Priibéh elektroforézy

Ptipraveny gel s vanickou byl ptenesen do elektroforetické komory a byl pielit 1 x TBE
pufrem obsahujicim ethidium bromid. Poté byly do jamek napipetovany vzorky DNA
smichané se vzorkovym pufrem. Aparatura byla ptekryta vikem a byl spustén zdroj proudu.
Po elektroforéze byly analyzované fragmenty DNA zviditelnény ozafenim UV svétlem v
transiluminatoru a vyfoceny v programu Scion Image. Hledané fragmenty DNA byly
porovnany s délkovym standardem. Délka fragmentli amplifikované DNA kvasinek je
1320 bp.

3.4.6.1 Podminky elektroforézy

Elektroforéza probihala v horizontalnim uspotfadani v 0,7 % agar6zovém gelu a v IxXTBE
pufru. Délkovy standard byl smichan se vzorkovym pufrem (délkovy standard:vzorkovy
pufr = 4:1) a na gel bylo aplikovano 5 pl této smési. 10 pl kazdého analyzovaného vzorku
bylo smichano se 2 pl vzorkového pufru a 10 pl této smési bylo napipetovano na gel. Pro
porovnani délek fragmentt byly do dvou jamek naneseny délkové standardy o velikostech 20
a 100 bp. Fragmenty DNA byly déleny pfi konstantnim napéti 80 V po dobu dvou hodin.
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3.5 Restrikéni analyza s PCR produkty

3.5.1 Priprava 3 M octanového pufru

2,46 g CH3COONa bylo navaZzeno do kadinky a rozpusSténo v destilované vod€. Pomoci
HCI bylo upraveno pH roztoku na 5,5. Roztok byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky
10 ml a doplnén destilovanou vodou po rysku. Pfipraveny 3 M octanovy pufr byl pted
pouzitim uchovavan pfi teploté 4 °C.

3.5.2 Uprava PCR produktu pro restrikéni analyzu

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 20 ul amplifikované DNA (PCR produktu). Po
pfidani 2 pl octanového pufru byla smés promichana. Dale bylo pfidano 60 ul cistého
ethanolu vychlazeného na -20 °C. Smés v mikrozkumavce byla dikladné zvortexovdna a
centrifugovana pii 4 °C a 15 000 otackach po dobu 30-ti minut. Supernatant byl dekantovan a
ke srazenin¢ bylo pfidano 60 pul 80 % ethanolu vychlazeného na -20 °C a znovu byla
provedena centrifugace za stejnych podminek. Supernatant byl opét dekantovan a zbytky
ethanolu byly odsaty v exsikatoru béhem 30-ti minut. Timto zpisobem byl ziskan vzorek pro
restrik¢éni analyzu.

3.5.3 Restrikéni analyza

K ptecisténé a vysuSené DNA bylo ptfidano 13 pl destilované vody, 1,5 pl restrikéniho
pufru a 0,5 pl restrikéni endonukledzy. Tato smés byla ponechana v termocykléru 16 hodin
pti teploté¢ 37 °C, poté byla teplota zvySena na 65 °C po dobu 20-ti minut, aby doSlo
k inaktivaci enzymu. Smési vzniklych restrikénich fragment vSech analyzovanych vzorka
byly uschovany pii teplot¢ -20 °C, popi. byly ihned identifikovany elektroforézou
v agar6zovém gelu.

3.5.4 Detekce restrikénich fragment pomoci elektroforézy

3.5.4.1 Priprava 2% agarozového gelu

6 g agardzy bylo navazeno do 500 ml Erlenmayerovy banky a zalito 300 ml pracovniho
TBE pufru bez ethidium bromidu. a dokonale rozpusténa v mikrovinné troubé pii vykonu
40 %. Po zchladnuti piiblizné na 60 °C bylo odméfeno 30, 40 nebo 65 ml agardzy (podle
rozmérd vanicky) a pfidano 3, 4 nebo 6,5 pl roztoku ethidium bromidu. Takto pfipraveny
roztok agardzy byl nalit do vyvazené vani¢ky a byl do né&j vlozen hiebinek na vytvofeni
jamek pro nanédsSeni vzorkli. Po 30-ti min tuhnuti pfi pokojové teploté a dalSich 30-ti min
v lednici je gel pfipraven k detekci po restrikéni analyze.

40



3.5.4.2 Postup a podminky elektroforézy

Elektroforéza probihala v horizontdlnim uspotadani v 2% agarézovém gelu a v 1 x TBE
pufru. K 10 pl kazdé smési restrikénich fragmentti byly ptidany 2 pl vzorkového pufru a 10
ul takto vzniklého roztoku bylo napipetovano na gel. Do jedné z jamek byl nanesen kontrolni
vzorek DNA po amplifikaci (pozitivni kontrola). Pro porovnani délek restrikénich fragmentt
byl do dvou jamek aplikovany také délkové standardy o velikostech 20 a 100 bp. Fragmenty
DNA byly déleny pii konstantnim napéti 80 V po dobu 2 hod a poté zviditelnény ozatenim
UV svétlem v transiluminatoru a vyfoceny v programu Scion Image.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Utelem této diplomové prace bylo potvrdit identifikaci kvasinek odebranych z listi
stromd, uzitim metody PCR-RFLP. Experimentélni ¢ast zahrnovala nésledujici kroky:

1) vybér vhodného postupu izolace DNA z kvasinek kolonizujicich povrchy listil

2) optimalizace podminek pro aplikaci metody PCR, amplifikace specifického useku DNA
3) RFLP analyza s n¢kolika druhy restrikénich enzymut

4) srovnani elektroforeogramil a zhodnoceni vysledkli

4.1 Izolace DNA z kvasinek kolonizujicich povrchy lista

Vzorky jednotlivych kvasinek odebranych z povrchu listti lesnich i ovocnych stromd, byly
ziskany ze sbirky kvasinek Chemického tGstavu SAV v Bratislavé. ObdrZzené preparaty byly
predem identifikovany na zaklad¢ fyziologickych a morfologickych testti. Metoda PCR-RFLP
méla poslouzit k molekularni diagnostice a k potvrzeni spravnosti taxonomického zatazeni.

Pro izolaci DNA bylo nutné ziskané vzorky kvasinek, uchovavané na Sikmych agarech,
nakultivovat na Petriho miskéach. Délka kultivace na sladinovém agaru byla asi 10 dni.

K izolace DNA (cast 3.2.1) byla vyuzita komeréni soustava DNA Isolation Kit (MO BIO
Laboratories). Timto zplisobem bylo ziskdno 50 pl roztoku mikrobidlni rtDNA pfipravené
k dal$im analyzam.

4.2 Aplikace metody PCR

Pomoci polymerazové tetézové reakce byl ziskdn specificky fragment DNA kvasinek
v dostate¢ném mnozstvi pro analyzu RFLP.

4.2.1 Pouzité primery

V ramci optimalizace metody PCR byla DNA amplifikovana s pouzitim nékolika druhti
primerid. Nejprve byly pouzity primery SC; a SC,. Primer SC; (U) lezi v oblasti NTS, (Non
Transcribed Spacer), zatimco primer SC, (L) pochézi z oblasti ETS (Enternal Transcribed
Spacer). Jejich sekvence je nasledujici:

SC; -5"- AAC GGT GCT TTC TGG TAG -3’
SC,-5-TGT CTT CAACTGCTTT -3’

Tato kombinace primerii se vSak pro amplifikaci DNA testovanych druhli kvasinek
neosvédcila a byly tedy pouzity dalsi sady primert a to SC;, SC4 a SC,, SC;. Vysledky po
amplifikaci byly v obou ptipadech opét neuspokojivé. [25]

S pomoci literarnich zdroji byla nalezena dalsi varianta primerti vhodna pro PCR DNA
pouzitych kvasinek. Jednalo se o primery ITS; a ITS4, které maji sekvenci:
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ITS; 5'- TCCGTAGGTGAACC GCGG-3’
ITS; 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"

Tyto primery se prokazaly jako vhodné pro testované druhy kvasinek a byly pouzity pro
amplifikaci DNA metodou PCR. [30, 41, 42, 43]

4.2.2 Zpiisob a provedeni PCR

DNA ziskana izolaci z kvasinek byla vysoce koncentrovana. Vzhledem k tomu, ze vysoké
koncentrace DNA mohou vést k negativnim vysledkiim pii PCR, bylo nezbytné izolovanou
DNA pro mastermix 50krat natedit.

Po ptiblizné dvou hodinach teplotné fizeného procesu v termocykléru byla amplifikace
skoncena.

NamnoZeni segmentu a spravné provedeni PCR bylo ovéfeno elektroforeticky v 0,7%
agarosovém gelu. Pii kontrole byly kromé PCR produkti na gel aplikovany i délkovy
standard a negativni kontrola, kterd v mastermixu pifi amplifikaci obsahovala misto DNA
sterilni deionizovanou vodu (viz obrdzky 10 a 11).

600 bp
550 bp

Obr. 10: Elektroforeogram po PCR:
DS1 — délkovy standard 20 bp, 1 — 5 Cryptococcus laurentii, 6 — Cryptococcus

laurentii typovy, 7 — 10, 12 Rhodotorula glutinis, 11 — Rhodotorula glutinis typovy,
NK — negativni kontrola, DS2 - délkovy standard 100 bp
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20 21 22 23 24 NK DS

Obr. 11: Elektroforeogram po PCR:
DS — délkovy standard 100 bp, 13 — 17 Saccharomyces cerevisiae, 18 — 21
Rhodotorula glutinis, 22 — Rhodotorula glutinis typovy, 23 — Rhodotorula

mucilaginosa, 24 — Saccharomyces cerevisiae typovy, NK — negativni kontrola,
DS — délkovy standard 100 bp

Na elektroforeogramech po PCR je zietelné, Ze u kvasinek Cryptococcus laurentii byl
amplifikovan fragment délky 550 bp, u kvasinek Rhodotorula glutinis fragment délky 600 bp
a u Saccharomyces cerevisiae byl amplifikovan fragment délky 800 bp. U vzorki ¢islo 4 a 5
se vyskytuji dva fragmenty, coz nasvédc¢uje tomu, Ze se jedna o smésné kultury.
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4.3 RFLP analyza s restrik¢nimi enzymy

Poté, co byla elektroforeticky ovéfena ucinnost polymerazové tetézové reakce, byla
amplifikovand DNA, po dikladném piecisténi, pouzita pro restrikéni analyzu. Precisténi PCR
produktl bylo nezbytné pro odstranéni ptebyvajicich sloZzek mastermixu a pro ziskani Cisté
DNA. Jako ucinné latky byly pouzity ethanol a octanovy pufr. Takto ziskand vysrazend a
vysusend DNA byla vystavena plsobeni celkem Sesti rtiznych restrikénich endonukledz
s raznymi cilovymi sekvencemi (viz tabulka 2). [19, 40, 43, 44]

Pro digesci s jednim restrikénim enzymem bylo z reakéni smési po PCR odebrano 20 pl.
Ke vzorku DNA byla pridana sterilni deionizovand voda, restrikéni pufr a restrikéni
endonukledza, kterd béhem 16-ti hodin pfi teploté 37 °C rozstépila amplifikovany usek na
specifické délkové fragmenty, které byly detekovany elektroforézou ve 2 % agar6zovém gelu
a zviditelnény v transiluminatoru UV svétlem.

Identifikace kvasinkovych kmenti byla provedena na zékladé porovnani délek restrikénich
fragmentii typovych vzorkil ze sbirky kvasinek CCY na Chemickém ustavu SAV v Bratislavé
s délkami restrikénich fragmentd testovanych vzork.

Tab. 2: Prehled pouzitych restrikcnich endonukledz

Nazev enzymu Cilova sekvence
Hinfl G"ANTC
Trul T'TAA
Taql T"CGA
Hhal G"CGC
Haelll GG"CC
Eco881 C"YCGRG
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4.3.1 Elektroforeogramy po restrikéni analyze

10 11 12 PK DS2

DS1 ol el A il
e

con-----8-"

Obr. 12: Elektroforeogram po digesci s enzymem Haelll:
DS1 — délkovy standard 20 bp, 1 — 6 Cryptococcus laurentii, 7 — 12 Rhodotorula

glutinis, PK — pozitivni kontrola, DS2 - délkovy standard 100 bp

DS1DS2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 DSI1DS2 PK PK

Obr. 13: Elektroforeogram po digesci s enzymem Haelll:
DSI1 — délkovy standard 100 bp, DS2 — délkovy standard 20 bp, 13 — 17

Saccharomyces  cerevisiae, 18 — 22 Rhodotorula glutinis, 23 — Rhodotorula

mucilaginosa, DS1, DS2, PK — pozitivni kontrola
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Po restrikci enzymem Haelll (viz obrazky 12, 13) u vzorku €. 1, 2, 3, 6 (Cr. laurentii) a 7,
8,9, 10, 11, 12, 18, 19, 21, 22 (Rh. glutinis) nedoslo ke Sté€peni, to znamena, ze fragment
amplifikovany pomoci primerti ITS1 a ITS4 neobsahuje sekvenci, kterou tento enzym
specificky $tépi.

Vyjimku tvoii vzorek €. 4, u kterého doslo k vytvofeni ¢tyf Stépnych mist a vzorek €. 5,
kde jsou patrnd dvé Stépnd mista. U obou vzorkll bylo elektroforetickou kontrolou
amplifikace po PCR zjisténo, Ze se jednd o smésné kultury Cr. laurentii s jinymi kmeny.
Vzhledem k podobnosti fragmentl se 1ze domnivat, Ze u vzorku ¢. 4 se jedna o kontaminaci
druhem S. cerevisiae a u vzorku €. 5 o kontaminaci druhem Rh. mucilaginosa.

K odlisné fragmentaci doslo také u vzorku €. 20, kde jsou patrna dvé §tépna mista shodna
se vzorkem ¢. 23, ktery byl identifikovan jako Rh. mucilaginosa. Vzorky ¢. 13, 14, 15, 16, 17
maji shodna Ctyfti restrikéni mista.

Obr. 14: Elektroforeogram po digesci s enzymem Taql:
1 — 6 Cryptococcus laurentii, 7 — 12 Rhodotorula glutinis, PK — pozitivni kontrola,
DS - délkovy standard 100 bp

V ptipadé enzymu Taql (viz obrazky 14, 15) lze diky fragmentaci opct vidét zietelné
odliSeni vSech tfi rodl testovanych kvasinek. Odlisné poctem fragmentii jsou opét vzorky ¢. 4
a 5 (kde se jedna o smésnou kulturu). Vzorek €. 6, pfesto ze se jednd o typovou kulturu, ma
odliSnou délku kratSiho fragmentu, nez ostatni vzorky Cr.laurentii.

Vzorek ¢. 20 se liSi od ostatnich vzorkt RhA. glutinis a jeho fragmentace je opét témct
shodna se vzorkem ¢. 23, zc¢ehoz plyne, ze plivodni zafazeni jako RhA. glutinis je
pravdépodobné nespravné. VSechny vzorky S. cerevisiae maji shodn¢ Ctyfi restrikéni mista.
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DS1DS2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 DS1DS2 PK PK

Obr. 15: Elektroforeogram po digesci s enzymem Tagql:
DSI1 — délkovy standard 100 bp, DS2 — délkovy standard 20 bp, 13 — 17

Saccharomyces  cerevisiae, 18 — 22 Rhodotorula glutinis, 23 — Rhodotorula
mucilaginosa, 24 — Saccharomyces cerevisiae, DS1, DS2, PK — pozitivni kontrola

10 11 12 PK DS
-

Obr. 16: Elektroforeogram po digesci s enzymem Hinfl:
1 — 6 Cryptococcus laurentii, 7 — 12 Rhodotorula glutinis, PK — pozitivni kontrola,

DS - délkovy standard 100 bp
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Obr. 17: Elektroforeogram po digesci s enzymem Hinfl:
DS1 — délkovy standard 100 bp, DS2 — délkovy standard 20 bp, 13 — 17
Saccharomyces  cerevisiae, 18 — 22 Rhodotorula glutinis, 23 — Rhodotorula
mucilaginosa, 24 — Saccharomyces cerevisiae, DS1, DS2, PK — pozitivni kontrola

Po digesci s enzymem Hinfl (viz obrazky 16, 17) se ze skupiny vzorkd Cr. laurentii opét
zietelné 1181 vzorky €. 4, 5 a i typovy vzorek €. 6., z ¢ehoz jednoznaéné plyne potieba revize
taxonomického zatazeni této kvasinky.

VSechny vzorky Rh. glutinis maji tfi shodna $t€pna mista, vyjimku tvoii vzorek €. 20, ktery
v tomto piipad¢é neni jednoznaéné shodny se vzorkem ¢. 23, ale ani se vzorky RhA. glutinis.
Vzorky S. cerevisiae tvoti se dvémi §t€pnymi misty totoZznou skupinu.

Pisobenim enzymu Hhal (viz obrazky 18, 19) se u vétSiny vzorkd vytvorily dveé
charakteristickd Stépnd mista. Odlisné fragmenty tvoifi pouze vzorky €. 4 a 5 stejné jako u
vSech restrikénich endonukledz. Je zajimavé, ze v tomto piipadé se typovy vzorek ¢. 6
shoduje s ostatnimi vzorky zatazenymi jako Cryptococcus laurentii.
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8§ 9 10 11 12 PK DS

Obr. 18: Elektroforeogram po digesci s enzymem Hhal:
1 — 6 Cryptococcus laurentii, 7 — 12 Rhodotorula glutinis, PK — pozitivni kontrola,

DS - délkovy standard 100 bp

DS1DS2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 DS1DS2 PK PK

Obr. 19: Elektroforeogram po digesci s enzymem Hhal:
DS1 — délkovy standard 100 bp, DS2 — délkovy standard 20 bp, 13 — 17

Saccharomyces  cerevisiae, 18 — 22 Rhodotorula glutinis, 23 — Rhodotorula
mucilaginosa, 24 — Saccharomyces cerevisiae, DS1, DS2, PK — pozitivni kontrola

50



4.3.2 Dalsi testované restrik¢ni endonukleazy

Pro ziskéni informaci o vhodnosti pouziti dalSich restrik¢nich enzymi, byly provedeny
digesce senzymy Trul a Eco88l pouze u prvnich dvanacti vzorkd, a to zomezenych
casovych davodi.

Pouzitim enzymu Trul (viz obrazek 20) dochézi k odliSnému Stépeni u vzorkti €. 4 a €. 6
(typovy), u ostatnich vzorkii dochazi ke §tépeni na 3 fragmenty a je mozné i timto enzymem
odlisit rody Cryptococcus a Rhodotorula.

U enzymu Eco88l (viz obrazek 21) byla situace odlisna. Ke $t€peni dochéazelo pouze u
vzorku €. 6. Ostatni vzorky neobsahovaly specifickou stépnou sekvenci. Odlisna fragmentace
u typového vzorku €. 6 opét poukazuje na moznost nepiesné piivodni identifikace a zatazeni
kvasinky. Tento enzym neni vhodny k odliseni testovanych roda.

11 12 PK DS2

Obr. 20: Elektroforeogram po digesci s enzymem Trul:
DS1 — délkovy standard 20 bp, 1 — 6 Cryptococcus laurentii, 7 — 12 Rhodotorula
glutinis, PK — pozitivni kontrola, DS2 - délkovy standard 100 bp
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Obr. 21: Elektroforeogram po digesci s enzymem Eco881:
1 — 6 Cryptococcus laurentii, 7 — 12 Rhodotorula glutinis, PK — pozitivni kontrola,
DS - délkovy standard 100 bp

4.4 Vyhodnoceni restrikéni analyzy

Aplikaci metody PCR-RFLP méla byt potvrzena ptivodni identifikace izolatl kvasinek,
kterd byla stanovena na zéklad¢ fyziologickych a morfologickych vlastnosti. Analyzovano
bylo 24 vzorkid obsahujicich tii rody (viz priloha 1), které zahrnovaly také typovou kulturu
pro kazdy rod. Ta slouzila ke srovnavani restrikénich fragmentt jednotlivych vzorkl po
digesci s restrik¢nimi endonukledzami a ke snadnéjsimu zhodnoceni vysledkt (viz priloha 2).

Prvni skupina zahrnovala Sest vzorkli Cryptococcus laurentii véetn& typového vzorku. Jiz
po elektroforetické kontrole po PCR bylo ziejmé, ze u vzorkl ¢. 4 a 5 se nejedna o Cistou
kulturu, ale smésnou kulturu Cryptococcus laurentii s dalsSim kmenem. Restrik¢éni analyzy
tento predpoklad potvrdily. Z ¢asovych divodi vSak nebylo mozné tyto vzorky presnéji
identifikovat. Odli$na fragmentace také byla pozorovana u typové kultury Cr. laurentii, ktera
se od ostatnich tii vzorkll ze skupiny lisila délkou i poctem fragmentd s jednou vyjimkou u
vSech digesci. Z toho Ize usoudit, Ze je nutna revize piivodniho zatfazeni této kvasinky.

Druhou skupinu tvofily druhy Rhodotorula glutinis a Rhodotorula mucilaginosa.
Z elektroforeogramt po restrikénich analyzach bylo zjisténo, Ze u vzorku €. 20 se nejedna o
druh RhA. glutinis. Vzhledem ke shodnosti fragmentace se vzorkem €. 23 oznacenym jako Rh.
mucilaginosa jej vsak lze zatadit také jako druh Rh. mucilaginosa.

Tteti skupinou byl druh Saccharomyces cerevisiae. U vSech Sesti vzorkli byla shodna
fragmentace s typovym vzorkem, coz svédci o spravném taxonomickém zatrazeni.
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5. ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na srovnani dvou zpusobu identifikace kmeni
kvasinek kolonizujicich povrchy listli, a to identifikace na zéklad¢ fyziologickych a
morfologickych vlastnosti kvasinek a identifikace zalozené na DNA diagnostice. K dispozici
bylo 24 vzorkli kvasinek, které byly taxonomicky zafazeny na zakladé¢ prvni metody
identifikace. K potvrzeni ¢i vyvraceni tohoto zafazeni byla aplikovana molekularné-
biologick4 metoda PCR-RFLP.

Samotné analyze ptredchézela kultivace kvasinek na zivnych médiich a postupy izolace
kvasnicné DNA. Princip metody PCR, ktera poté nasledovala, spo¢ivd v mnohondsobné
amplifikaci specifického nekodujiciho tseku rDNA. Tento tsek byl po dikladném zbaveni
moznych necistot vystaven analyze RFLP s nékolika druhy restrikénich endonukleaz, které
specificky rozstépily amplifikovany usek DNA na charakteristické fragmenty. Tyto fragmenty
byly poté vzajemné porovnavany, coz vedlo k ziskdni wvysledkid, které jsou shrnuty
v nasledujicich bodech:

1. Vzorky byly odebrany z povrchi listt a jehli¢i a byly rozdéleny do dvou skupin podle
toho, zda se jednalo o stromy lesni ¢i ovocné. Rod Rhodotorula se vyskytuje na obou
typech strom a patii mezi v pifirodé¢ se nejcastéji vyskytujici kvasinky. Rod
Cryptococcus byl izolovan pouze z lesnich stromt a naopak rod Saccharomyces pouze
ze stromtl ovocnych. Z toho lze usuzovat, ze listy ovocnych stromt jsou kolonizovany
kvasinkami zkvasujicimi sacharidy (ovoce) vice, nez kvasinkami basidiomycetnimi.

2. Polymerdzové ftetézové reakci ptedchézela izolace DNA jednotlivych vzorka
kvasinek. Tato DNA byla poté vyuzita k amplifikaci druhové specifického fragmentu
o velikosti 550 bp u Cryptococcus laurentii, 600 bp u Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula mucilaginosa a 800 bp u Saccharomyces cerevisiae.

3. Vramci optimalizace metody PCR bylo nezbytné navrhnout a otestovat nejvhodné;si
primery. Po tfech neuspéSnych amplifikacich s pouZitim kombinaci primert SC; - SC,,
SC; - SC4 a SC; - SCs, se jako nejvhodnéjsi, pln€ amplifikujici primery osveédCily ITS;
a ITS4.

4. Elektroforetickd kontrola pribéhu amplifikace po PCR a nésledné restrikéni analyzy
prokézaly, ze v ptipad¢ dvou vzorkl zatazenych jako Cr. laurentii se jedna o smésné
kultury Cr. laurentii s jinym druhem, ktery z ¢asovych diivodli nebylo mozné blize
identifikovat. Predpokladame vSak, Zze se jednd o kontaminaci S. cerevisiae a
Rh. mucilaginosa.

5. K analyze PCR-RFLP slouZilo 24 vzorki kvasinek, zahrnujici tfi odliSné rody, z nichz
kazdy rod mél pro srovnani restrikénich map typovou kulturu. Typova kultura druhu
Cryptococcus laurentii podavala po restrikénich analyzach odlisné vysledky nez
ostatni vzorky zafazené do stejného druhu, coz vede k zavéru, Ze tato typova kultura je
nepfesn¢ taxonomicky zafazend a je mozné, Ze se jedna o jiny druh rodu
Cryptococcus, ptipadné jiny rod.
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Analyzou PCR-RFLP bylo dale zjiSténo, Ze vzorek identifikovan jako Rhodotorula
glutinis tvori odlisné fragmenty jako typova kultura i jako ostatni vzorky tohoto druhu,
naopak tvofi stejné restrikéni fragmenty jako Rhodotorula mucilaginosa a lze tedy
usuzovat, ze se jedna také o Rh. mucilaginosa a ptuvodni identifikace byla nepfesna.

U vzorkt kvasinek Saccharomyces cerevisiae byla bez vyjimky potvrzena puvodni
identifikace a taxonomické zatrazeni.

Metodou PCR-RFLP byla potvrzena identifikace kvasinek u 20 vzorkt. U zbyvajicich
¢tyt vzorkl byla identifikace na zékladé klasickych metod nespravna ¢i neptesnd. To
poukazuje vyhody PCR-RFLP, kterymi jsou ptesnost, jednoduchost, casova
nenaro¢nost, coz také poukazuje na Siroké vyuziti této metody.

Pouzitelnost PCR-RFLP se odviji pouze od vybéru primerd, jak uz bylo zminovano a
také restrikénich enzymi. Z pouzitych Sesti endonukledz se jako nejvhodnéjsi pro nase
ucely prokézaly Taql a Hinfl. Naopak jako méné vhodny byl oznacen enzym Eco88I
z toho divodu, ze fragment amplifikovany pomoci primerti ITS; a ITSs4, ve vétSiné
pripadl, neobsahuje sekvenci, kterou tento enzym specificky $tépi a k restrikci téméer
nedochézelo.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A
AFLP
ATP
C
CCY
CH3;COONa
DNA
rDNA
dNTP
EDTA
EtOH
ITS

G

HCI
mRNA
NaOH
NTS
PCR
pH
RAPD
RFLP
RNA
SAV
tRNA
T

Taq
TBE
TRIS

adenin

Amplification Fragment Length Polymofphism
adenosintrifosfat

cytosin

Czechoslovak Collection of Yeasts

octan sodny

2-deoxyribonukleova kyselina

ribosomalni 2-deoxyribonukleova kyselina
nukleotidy

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethanol

internal transcribed spacer

guanin

kyselina chlorovodikova

mediatorova ribonukleova kyselina
hydroxid sodny

non transcribed spacer

polymerazova fetézova reakce

zaporny logaritmus H;O

Random Amplified Polymorphic DNA
polymorfismus délek restrikénich fragmenta
ribonukleova kyselina

Slovenska akademie véd

transferova ribonukleova kyselina

thymin

termostabilni DNA polymeraza
tris-boratovy pufr
tris-(hydroxymethyl)aminomethan
jakykoliv nukleotid
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8. SEZNAM PRILOH

1. Seznam pouzitych izolatl a jejich ptivod
2. Ptehled a porovnani vysledk po PCR-RFLP
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9. PRILOHY

Priloha 1: Seznam pouZitych izolatu a jejich puvod

Cislo
vzorku| CCY Nazev Pivod

1 6b Cryptococcus laurentii lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)

2 14, Cryptococcus laurentii lesni strom (Zelezna Studni¢ka, SK)

3 16 Cryptococcus laurentii lesni strom (Zelezn4 Studni¢ka, SK)

4 27, Cryptococcus laurentii lesni strom (Zelezn4 Studni¢ka, SK)

5 10 Cryptococcus laurentii lesni strom (Zelezna Studni¢ka, SK)
Cryptococcus laurentii 5

6 17-3-2 | (typovy) lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)

7 3 Rhodotorula glutinis lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)

8 40a Rhodotorula glutinis lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)

9 16b Rhodotorula glutinis lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)

10 |38, Rhodotorula glutinis lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)
Rhodotorula glutinis )

11 |20-2-34 |(typovy) lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)

12 |22 Rhodotorula glutinis lesni strom (Zelezna Studnicka, SK)

13 1109 Saccharomyces cerevisiae |ovocny strom (Malé Levare, Zaluzie, SK)

14 235 Saccharomyces cerevisiae | ovocny strom (Malé Levére, Zaluzie, SK)

15 (242 Saccharomyces cerevisiae | ovocny strom (Malé Levére, Zaluzie, SK)

16 244 Saccharomyces cerevisiae | ovocny strom (Malé Levare, Zaluzie, SK)

17 250 Saccharomyces cerevisiae |ovocny strom (Malé Levare, Zaluzie, SK)

18 |18 Rhodotorula glutinis ovocny strom (Malé Levare, Zaluzie, SK)

19 |227 Rhodotorula glutinis ovocny strom (Malé Levare, Zaluzie, SK)

20 259 Rhodotorula glutinis ovocny strom (Malé Levare, Zaluzie, SK)

21 292 Rhodotorula glutinis ovocny strom (Malé Levare, ZaluZzie, SK)
Rhodotorula glutinis

22 |20-2-34 |(typovy) ovocny strom (Malé Levare, ZaluZzie, SK)

23 |20-1-35 | Rhodotorula mucilaginosa | ovocny strom (Malé Levare, Zaluzie, SK)
Saccharomyces cerevisiae

24 |21-4-96 |(typovy) ovocny strom (Malé Levare, ZaluZzie, SK)
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Priloha 2: Prehled a porovnani vysledkii po PCR-RFLP

vftiillgu CCY Pivodni identifikace Identifikace PCR-RFLP
1 6b Cryptococcus laurentii Cryptococcus laurentii
2 144 Cryptococcus laurentii Cryptococcus laurentii
3 16 Cryptococcus laurentii Cryptococcus laurentii
4 27, Cryptococcus laurentii smésna kultura C. laurentii
5 10 Cryptococcus laurentii smésna kultura C. laurentii
6 17-3-2 Cryptococcus laurentii (typovy) | druh rodu Cryptococcus?
7 3 Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
8 40a Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
9 16b Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
10 |38, Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
11 |20-2-34 | Rhodotorula glutinis (typovy) Rhodotorula glutinis
12 |22 Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
13 1109 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
14 1235 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
15 ]242 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
16 [244 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
17 1250 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
18 |18 Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
19 227 Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
20 1259 Rhodotorula glutinis Rhodotorula mucilaginosa
21 292 Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis
22 |20-2-34 | Rhodotorula glutinis (typovy) Rhodotorula glutinis
23 |20-1-35 Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa

Saccharomyces cerevisiae

24 |21-4-96 (typovy) Saccharomyces cerevisiae
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