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ABSTRAKT

Ptredkladana diplomova prace je zamétena predevsim na molekularni charakterizaci vybranych
druhti karotenogennich kvasinek. Metodou ,,nested* PCR byly amplifikovany vysoce variabilni
useky kvasinkové DNA ITS1 a 5,8S-ITS2 a region D1/D2 koédujici velkou ribozomalni
podjednotku (26S) rRNA. ITS jsou interni spacery lezici mezi sekvenci kodujici malou a velkou
podjednotku ribozoméalni DNA. Sekvenaci dlouhého iseku rDNA za pouziti algoritmu BLAST
byly porovnany karotenogenni kvasinky s datab4dzi NCBI a podle hodnoty tzv. ,,bit skore* byly
kvasinky identifikovany. Identifikace karotenogennich kvasinek byly potvrzena i metodou
DGGE.

Dalsim cilem této prace bylo vybrat nejlepSiho producenta karotenoid a triacylglycerolt,
kterym byl kmen Rhodosporidium toruloides. Tento kmen byl nédsledné podroben fyzikalni
nahodné mutagenezi pod UV zafenim. Vysledky produkce metabolitd R. toruloides byly
porovnany s mutantnimi kmeny, které byly zaroven adaptovany na substraty glycerol a odpadni
syrovatku. Mutantni kmen G33 je nejlepSim producentem celkovych karotenoidii s produkci
7,14 mg/g biomasy. Nejvyssi produkei ergosterolu prokazal mutantni kmen Y34, mnozstvi
produkovaného ergosterolu ¢ini 47,72 mg/g biomasy. Zadny z vyselektovanych mutantnich
kment vSak nedokazal synterizovat vice B-karotenu (2,42 mg/g biomasy) ani TAG (76,32 mg/g
biomasy) ve srovnani s ptivodnim kmenem R. toruloides rostoucim na gluk6zovém médiu.

KLICOVA SLOVA

Karotenogenni kvasinky, karotenoidy, molekularni charakterizace, mutageneze.



ABSTRACT

This master thesis is focused on the molecular characterization of the eight red yeasts species.
For molecular characterisation, the most variable rDNA regions ITS1, 5,8S ITS2 and the region
encoding the large ribosomal subunit (26S) were amplified. This long region of the yeasts DNA
was sequenced and compared by NCBI database for identification. The red yeasts identification
was confirmed by data from DGGE method.

Another aim of this thesis was to select the best yeasts producer of carotenoids and
triacylglycerols. Rhodosporidium toruloides was found as the best producer and, thus, this
strain was subjected to random mutagenesis by UV irradiation. The results of the production of
metabolites by R. toruloides were compared with mutant strains, which were also adapted to
the glycerol and waste whey substrates. The mutant strain G33 was found as the best producer
of total carotenoids with a yield of 7.14 mg.g™ of biomass. The highest production of ergosterol
was demonstrated by the mutant strain Y34, the ergosterol yield was 47.72 mg.g™ of biomass.
The wild type of R. toruloides was able to produce the highest amount of both [3-carotene
(2.42 mg.g* of biomass) and TAG (76.32 mg.g™* of biomass) on glucose medium.

KEY WORD
Red yeast, carotenoids, molecular characterization, mutagenesis.
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1 UVOD

Karotenogenni kvasinky jsou fazeny pievazné do oddéleni Basidiomycota. Dale jsou fazeny
do tadu Sporidiobolales a Erythrobasidium z pododd€leni Pucciniomycotina a fadu
Cystofilobasidiales a Tremellales z pododdélelni Agaricomycotina. Mezi znamé rody
karotenogennich ~ kvasinek  patfi ~ Rhodotorula, = Rhodosporidium,  Sporidiobolus,
Sporobolomyces,  Cystofilobasidium,  Kockovaella aPhaffia. Rody Rhodotorula
a Sporobolomyces jsou polyfyletické, nemaji spoleéného piedka a sestavaji z mikroorganismu
Z raznych vyvojovych linii.

Jsou vSudyptitomné, vyskytuji se ve slané i sladké vod¢, na rostlinach, jsou asociované
s zivoCichy a také se Casto nachazi v potravinach. Jsou charakteristické jejich schopnosti
akumulovat v povrchovych strukturach bunék karotenoidni pigmenty jako je [-karoten,
y-karoten, astaxanthin, torulen a torularhodin, které zptisobuji jejich zluté, oranzové a Cervené
zbarveni, a proto se nazyvaji Cervené (karotenogenni) kvasinky. AvSak karotenoidy jsou
akumulovany i v nepovrchovych ¢astech buiiky (pievazné se vyskytuji v lipidovych dropletdch
— ,lipid bodies®). Dale jsou schopné akumulovat ergosterol, nenasycené mastné kyseliny,
koenzymy Q10 i Q9 a dalsi latky.

Skute¢nost, Ze jsou schopné produkce karotenoidi a lipidd, vede K rozsahlym
biotechnologickym vyzkumtim karotenogennich kvasinek s cilem zajistit vysoké vytézky
V primyslovém méfitku musi také spliovat podminku neSkodnosti pro zivotni prostiedi.
Ziskani vyssi produkce metabolitil 1ze docilit i ndhodnou mutagenezi genomu kvasinek, hojné
pouzivanym mutagenem je UV zafeni o vlnové délce 265 nm, jelikoz zde DNA vykazuje
nejvyssi absorpci.

Karotenoidy patii k dalezitym doplnktim stravy. Lykopen, a-karoten a -karoten jsou
prekurzory vitaminu A. Diky jejich antioxida¢ni aktivité hraji dtlezitou roli v prevenci a 1é¢bé
nekterych lidskych nemoci, jako je naptiklad ateroskler6za. Torulen a torularhodin inhibuji
proliferaci rakoviny prostaty. V potravinaiském priamyslu jsou karotenoidy pouZity jako
barviva pro fadu aplikaci od uzenin ptes nealkoholické napoje, cukrovinky, instantni potraviny
aZ po pecivo.

Akumulace lipida Ize vyuzit naptiklad k vyrobé bionafty, ktera je vyrabéna predevsim
Z rostlinnych olejl, coZ obnasi mnohé nevyhody, jako jsou velké potiebné plochy pro péstovani
rostlin, narocnost na obsluhu a také nevyzpytatelnost podnebi. Kvasinky jsou tak potencialnim
zdrojem biopaliv 3. generace.

SniZeni vyrobnich ndklada 1ze dosdhnout pouzitim odpadnich substratli, které mohou kromé
zakladniho zdroje uhliku obsahovat jiné ziviny, napiiklad proteiny jako zdroj dusiku ¢i soli.
Mezi hojné¢ pouzivané odpadni substraty v biotechnologickém primyslu patii syrovatka
z mlékarenstvi, fritovaci oleje, odpady z ovoce, zeleniny, cukrové titiny ¢i obili.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Taxonomie kvasinek

Mezinarodni komise taxonomie hub (International Commission on the Taxonomy of Fungi
ICTF) byla zalozena roku 1982. Jedna se o spole¢nost, ktera propaguje praci na taxonomii
andzvoslovi tiSe Mycota, pomaha Sifeni vysledkd, rozvijet pracovni skupiny a dobrou
taxonomickou praxi [1].

Stary systém taxonomického rozdéleni hub zahrnoval dvoji nomenklaturu, jednu
pro Eumycota zalozené na sexualni morfologii (telemorf) a druhou pro Deuteromycota
zalozené na asexualni morfologii (anamorf). Objev polymerazové fetézové reakce (PCR) roku
1983 [2] je klicem ke slouéeni nazvoslovi, i pies to nesou nékteré houby s pleomorfickym
zivotnim cyklem dva nazvy. Cilem dne$ni taxonomie hub je fidit se pravidlem ,,One fungus =
one name* [3].

Taxonomicka studie a evoluéni vztahy byly odvozeny ze sekvenci sedmi genti, zahrnujici
geny pro malou ribozomalni podjednotku (SSU) ribozomalni DNA (rDNA), D1/D2 doménu
velké ribozomalni podjednotky (LSU) rDNA, ITS1 a ITS2 (interni piepisované mezernikové
oblasti = internal transcribed spacer) rDNA obsahujici 5,8S rDNA gen; ¢asti genu RNA
polymerazy Il koédujici dvé podjednotky (RPB1 a RPB2) a transla¢ni elongaéni faktor 1-a
(TEF-1); a mitochondrialni gen cytochrom b (CYTB) [4]. Co se ty¢e taxonomie, lze vyuZzit
k dopInéni i starSich chemotaxonomickych pfistupti stanovenim uhlovodikového sloZeni
bunééné membrany, uréenim koenzymu Q, elektroforézou enzymi a analyzou mastnych
kyselin [5].

Kvasinky jsou jednobunééné heterotrofni eukaryotické organismy spadajici do fise hub
(Mycota). Oddéleni hub se déli na Basidiomycota, Microsporidia, Chytridiomycota,
Blastocladiomycota,  Neocallimastigomycota, =~ Glomeromycota  a Ascomycota  [6].
Basidiomycota se déli do tfi linii Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina a Agaricomycotina
(diive znamy jako Urediniomycetes, Ustilaginomycetes a Hymenomycetes) (Obr. 1). Rody
spadajici do oddéleni Basidiomycota se vyznacuji riznym sloZzenim koenzymu Q v zavislosti
na délce bo¢niho izoprenového fetézce, tyto rody maji CoQ-7, CoQ-8, CoQ-9, CoQ-10 nebo
CoQ-10(H>) [5].

2.2 Karotenogenni kvasinky

Jednd se o rbznorodou skupinu nepiibuznych mikroorganismil, fazeny jsou prevazné
do odd¢leni Basidiomycota. Dale jsou fazeny do fadu Sporidiobolales a Erythrobasidium
z pododdéleni Pucciniomycotina a tadu Cystofilobasidiales a Tremellales z pododdélelni
Agaricomycotina. Mezi znamé rody karotenogennich kvasinek patii Rhodotorula,
Rhodosporidium, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Cystofilobasidium, Kockovaella a Phaffia.
Rody Rhodotorula a Sporobolomyces jsou polyfyletické, nemaji spoleéného predka a sestavaji
z mikroorganismi z riznych vyvojovych linii. Rod Cystofilobasidium je monofyleticky [7].

Pododdéleni hub Pucciniomycotina (z oddéleni Basidiomycota) se vyznacuje typem
bunécné stény Microbotryum, ktera obsahuje predev§im mandzu, glukdézu v mensi mite, fukézu
obvykle také obsahuje a nékdy obsahuje i thamnézu [5]. Zahrnuje celkem osm tiid, z nichz
ctyii tfidy kvasinek Agaricostilbomycetes, Cystobasidiomycetes, Microbotryomycetes
a Mixiomycetes a 28 rodd kvasinek, zahrnujici 19 teleomorfickych a 9 anamorfickych roda.
Vétsina téchto rodl jsou monofyletické a rody Bensingtonia, Rhodosporidium, Rhodotorula,
Sporidiobolus a Sporobolomyces jsou polyfyletické [4] [7] [8].
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Ttida Agaricostilbomycetes zahrnuje dva ftady Agaricostilbales a Spiculogloeales.
Spiculogloeales obsahuje rody Mycogloea, Spiculogloea a anamorfické druhy rodu
Sporobolomyces (pro parte), jmenovité S.linderae, S.coprosmicola, S.subbrunneus,
S. dimmenae a S. novazealandicus [4].

Ttida Cystobasidiomycetes se sklada pouze ztaxonu kvasinek a zahrnuje fady
Cystobasidiales, Erythrobasidiales a Naohideales. Do Cystobasidiales patii teleomorfické rody
Cystobasidium a Occultifur a nékteré anamorfické druhy rodu Rhodotorula [5].

Do ttidy Microbotryomycetes byly zafazeny fady Heterogastridiales, Kriegeriales,
Leucosporidiales, Microbotryales a Sporidiobolales na zakladé analyzy sekvence SSU (18S),
LSU (26S) alTS-5,8S rDNA. Sporidiobolales obsahuje tfi klady Rhodosporidium,
Sporidiobolus a Rhodosporidium/Sporidiobolus [8]. Klad Rhodosporidium zahrnuje
Rhodotorula glutinis a Rhodosporidium toruloides (obligatni synonymum Rhodotorula
toruloides). Klad Sporidiobolus zahrnuje Sporobolomyces salmonicolor, S. roseus,
S. pararoseus, S. metaroseus (Obr. 1) [4]. S. shibatanus, jehoz aktualni nazev v databazi hub
MycoBank je Sporobolomyces japonicus, se fadi do fadu Sporidiobolales [9].

Ttida Mixiomycetes obsahuje pouze jeden druh Mixia osmundae, coz je parazit kapradiny
Osmunda [4].

Jedna se o vSudyptitomné kvasinky, vyskytuji se ve slané i sladké vod¢, na rostlinach, jsou
asociované s zivoCichy a také se ¢asto nachazi v potravinach [10]. Jsou charakteristické jejich
schopnosti akumulovat Vv povrchovych strukturach bunék karotenoidni pigmenty jako je
B-karoten, y-karoten, astaxanthin, torulen a torularhodin, které zptsobuji jejich zluté, oranzové
a Cervené zbarveni, a proto se nazyvaji ¢ervené (karotenogenni) kvasinky. Avsak karotenoidy
jsou akumulovany i v nepovrchovych ¢astech buniky (pfevazné se vyskytuji v lipidovych
dropletach — lipid bodies). Dale jsou schopné akumulovat ergosterol, nenasycené mastné
kyseliny, koenzymy Q10 i Q9 a dalsi. Akumulace lipidt 1ze vyuzit k vyrobé bionafty [11].

Existyyi 1 mikroorganismy z oddéleni Ascomycota produkujici karotenoidy, napiiklad
Gibberella zeae, Neurospora crassa a Fusarium fujikuroi produkujici neurosporaxanthin

a torulen [12].

Glomeromycota || Microsporidium H Chytridiomycota |I Basidiomycota I| Ascomycota H Blastocladiomycota H Neocallimastigomycota

!
| Ustilaginomycotina H Agaricomycotina |I Puccinomycotina I
|

|Agaricosrilbomyces H Cystobasidoimyces || Mixiomycetes ‘ | Microbotryomycetes I

|Heterogastridiales | Kn‘eglztiafes | Leucosporidiales| Microblmyales | Sporidiobolales

Sporidiobolaceae

I \
Rhodotorula glurr'nis| |Sp9r0balomyces roseus ‘

Rhodotorula toruloides | |Sp0r0bolomyces salmonicolor |
Klad Rhodosporidinm |Sparabofamyces metaroseus |

|Sp0robalomyces pararoseus |

Klad Sporidiobolus

Obr. 1: Zarazeni vybranych druhii karotenogennich kvasinek v taxonomii.
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2.2.1 Rod Rhodotorula

Charles Harrison byl kanadsky mikrobiolog, ktery jako prvni pouzil nazev Rhodotorula roku
1928. Jméno rodu pochézi ze slova Rhodos (Cervena v fectin€) a Torula (vydut’ v neo-lating).
Do té doby byl rod Rhodotorula piitazovan do roda Mycotorula, Torulopsis, Cryptococcus
a dokonce i Saccharomyces [13].

Rhodotorula je rod jednobuné¢nych karotenogennich kvasinek patiici do oddéleni
Basidiomycota, pododdéleni Pucciniomycotina, avsak nékteré druhy patii do pododdéleni
Ustilaginomycotina (Obr. 1) [8]. Tento anamorficky rod je rozdélen celkem do 17 kladd, je tedy
polyfyleticky [4]. Jeji kolonie jsou rychle rostouci, hladké, lesklé nebo matné, nékdy zdrsnéné,
mekké a mukoidni. Jejich barva je rtizova, kordloveé ¢ervena nebo zlutd. Dokaze produkovat
charakteristické karotenoidy torulen, torularhodin a p-karoten [14]. Mezi znamé druhy patii
Rhodotorula glutinis, R. minuta, R. mucilaginosa (znama jako R. rubra).

Zastupci tohoto rodu byly nalezeni v riznych prostiedich, véetné pudy, rostlin, odpadnich
vod, zkazeného jidla, vzduchu, hlubinnych hydrotermalnich pradusich a ledovci. Najdeme zde
také mnoho extrémofild tolerantnich na podminky jako jsou vysoka koncentrace soli, vysoky
tlak, anaerobidza, vysoka koncentrace kovi, nizké pH do 1,5 a nizka teplota. Mezi tyto
extrémofily patfi R. psychrophila, R. psychrophenolica a R. glacialis [15] [16]. Genom
kvasinky rodu Rhodotorula kmene JG1b obsahuje 19,4 Mbp a je slozen z 5 625 genti. Jedna se
o prvni sekvenaci genomu kvasinky Rhodotorula pfizptisobenou na chladné prostiedi [15].
Genom karotenogenni kvasinky R. toruloides obsahuje 20,05 Mbp [17].

Tento rod je povazovan za oportunni patogen, zejména u pacientd s oslabenou imunitou.
Konkrétni pfipady zahrnuji fungémii, endokarditidu, zanét pobftisnice, zanét mozkovych blan
spojeny s infekci zptsobenou katetry a jinymi intravenoznimi zafizenimi [18]. Jedna se také
0 Casté povrchové kontaminanty mléénych vyrobkil, masa, ovoce, zeleniny a pekarenskych
produktu [5].

Rhodotorula ma potencionalni vyuziti v bioremediaci kontaminovanych vod. Hlavnim cilem
jsou vysoce toxické polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU). Bylo zjisténo, ze R. glutinis
a R. mucilaginosa maji vysokou schopnost degradovat fenantren, zatimco R. minuta dokaze
degradovat benzo[a]antracen [19].

2.2.1.1 Druh Rhodotorula glutinis

Vyznamnou charakteristikou R. glutinis je schopnost produkovat ¢etné enzymy, zejména
fenylalanin-amoniumlyasu (PAL). Tento enzym se pouziva v potravinarském primyslu
pii vyrobé L-fenylalaninu, ktery tvofi substrat pro syntézu aspartamu, coZz je sladidlo béZzné
pouzivané V potravinaiském pramyslu [13]. Kvasinka byla pouzita k identifikaci kvasinkové
biosyntézy L-lysinu pomoci L-pipekolové kyseliny. Vylucuje a-L-arabinofuranosidasu, které
je dulezita ve vinafstvi pro aroma vina. Genom R. glutinis obsahuje 20,5 Mbp a obsah G/C part
je 61,9 % [20]. Biomasa z R. glutinis ptidana do krmiva pro krysy mé¢la ochranné ucinky proti
prekancerdzni 1ézi jater vyvolanym N-nitrosodimethylaminem [13].

2.2.2  Rod Sporobolomyces

Rod Sporobolomyces patii do pododdé€leni Pucciniomycotina, fadu Sporidiobolales (Obr. 1)
[8]. Tento anamorficky rod je rozdélen celkem do 23 kladu, je tedy polyfyleticky [4].
Nejznaméjsi druhy jsou Sporobolomyces roseus a S. salmonicolor. Ma elipsoidni az silné
protahlé buiiky. Kolonie jsou vyzralé asi vV péti dnech, optimalni riistova teplota je 25-30°C.
Jsou hladké, lesklé az matné, Casto vrascité. Jsou jasné ¢ervené az oranzové. Sporobolomyces
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produkuje pravé i nepravé hyfy a balistokonidie, které jsou bilateraln¢ symetrické. Produkuji
koenzymy Q10 i Q(H2) [21].

2.2.3  Biosyntéza karotenoidu mikroorganismy

Karotenoidy jsou piirozené se vyskytujici, v tucich rozpustné pigmenty. Jsou velice cenné
molekuly v riznych pramyslovych odvétvich, v chemickém, farmaceutickém, dribezarském,
potravinaiském i kosmetickém. Produkce karotenoidti chemickou syntézou ¢i extrakei z rostlin
aovoce je omezena nizkymi vytézky, coz vede k vysokym vyrobnim nakladim, proto
V posledni dob¢ vzrostl zajem o biotechnologickou produkci karotenoidii mikroorganismy.
Mikroorganismy produkujici karotenoidy jsou bakterie, kvasinky, houby atasy. Vyhodou
mikrobialni produkce karotenoidd je i jejich schopnost syntetizovat tyto latky ze zemédélskych
a prumyslovych odpadnich produkti, které obsahuji nezbytné latky pro rtist mikroorganismi,
timto se vyrobni ndklady produkce snizuji a zaroven je zamezeno zneciStovani Zivotniho
prostiedi témito odpadnimi produkty.

Karotenoidy se vyskytuji pifedevs§im ve fotosyntetickych systémech vysSich rostlin, fas
a fototrofnich bakterii. V nefotosyntetizujicich organismech jsou karotenoidy dulezité
pii ochrané pted fotooxidativnim poskozenim. Patii k dilezitym doplikim stravy. Jsou
to prirodni barviva od zluté po ¢ervenou barvu, jejich zbarveni je zplsobeno systémem
konjugovanych vazeb. Karotenoidy lykopen, a-karoten a B-karoten jsou prekurzory vitaminu A
a diky jejich antioxida¢ni aktivité hraji dilezitou roli v prevenci a 1é¢bé lidskych nemoci, jako
je ateroskleréza, roztrousena skleroza, Sedy zakal apiedevsim rakovina [22]. Torulen
a torularhodin inhibuji rist rakoviny prostaty [23].

V potravinaiském primyslu jsou pouzity jako barviva pro uzeniny, nealkoholické napoje
a pecivo. Asthaxantin se ptidava do krmiv pro vodni organismy, hlavné pro lososy, krevety
a humry, k dosazeni zadouci pigmentace masa [22].

Sekundarni metabolity v podobé karotenoidd jsou derivaty Cao isoprenoidd a terpenoidu.
Karotenoidy jsou produkovany v jedné ze specifickych vétvi isoprenoidni drahy. Vychozi
latkou biosyntézy isoprenoidi, a tedy i karotenoidii kvasinkami je acetyl-CoA, postupnou
kondenzaci jeho molekul vznika acetoacetyl-CoA a nasledné B-hydroxy-p-methylglutaryl-CoA
(HMG-CoA), jehoz redukci vznika mevalonova kyselina (MVA), prvni prekurzor biosyntézy
terpenoidi. MVA je fosforylovana za katalyzy MVA kinasou a dekarboxylovana za vzniku
isopentenyl pyrofosfatu (IPP). Jedna molekula IPP je pfeménéna na jeho isomer dimethylalyl
pyrofosfat (DMAPP). Kondenzaci jedné molekuly DMAPP a tfi molekul IPP za katalyzy
prenyltransferasy vznikne Cyo diterpen geranyl-geranyl pyrofosfat (GGPP). Kondenzaci dvou
GGPP vznika acyklicky bezbarvy karotenoid fytoen, prvni Cso karotenoid, z které¢ho vznika
svétlo absorbujici lykopen a nasledné y-karoten, B-karoten, torulen, torularhodin a astaxanthin
(Obr. 2) [11] [22].

Mikrobidlni produkce karotenoidi v prumyslovém meétitku musi spliiovat podminky
pro nizky naklad procesti, vysoky vynos a neskodnost pro zivotni prostfedi. Faktory ovliviujici
produkci a vynos karotenoidt jsou vhodny zdroj uhliku, dusiku a fosforu, svétlo, teplota, aerace,
ionty kovu a soli (Ba, Fe, Mg, Ca, Zn a Co) a vhodné rozpoustédlo [22]. Nejvice studovany
parametr ovlivitujici biosyntézu karotenoidu je zdroj uhliku v médiu. Nejvice pouzivana je
glukoza a jiné fermentovatelné cukry, ty jsou metabolizovany glykolyzou. V ¢lanku Gu, An
a Johnsona (1997) demonstrovali, ze pridavek ethanolu (0,2 %) do kultury kvasinky Phaffia
rhodozyma zpuisobilo zvyseni specifické rychlosti produkce karotenoidii, tato zvysena
produkce je spojena s indukci HMG-CoA reduktasy [22] [24].
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B-karoten (B-B'-karoten) se pouzivé jako potravinafské barvivo nebo jako doplnék stravy,

ktery  pusobi jako  provitamin A v koncentraci od 2 do 50 ppm.  Torulen
(3', 4'-dehydro-p, y-karoten) obsahuje 13 konjugovanych dvojnych vazeb, proto ma vyssi
antioxidacni aktivitu nez B-karoten, ktery ma o konjugovanou vazbu mén€. Astaxantin
(3, 3'-dihydroxy-B, P karoten-4,4'-dion) je cCerveny pigment, ktery zpusobuje zabarveni
moftskych bezobratloveu, ryb a ptaku [22].
V ¢lanku Bagy et al. (2016) pouzili R. glutinis izolovanou z egyptského jetele k ziskani
vysokého vytézku B-karotenu pti rozdilnych rustovych podminkach a pti rizném slozeni zivin.
Dosahli velmi vysokého vytézku 204,29 mg/l B-karotenu za nasledujicich podminek: jako
C-substrat odpad z cibule 50 g/l; kvasni¢ny extrakt 1,5 g/l; KH2PO4 2,5 g/l; MgSQO4.7 H2O
0,5 g/l, L asparagin 0,1 g/l, inkubace po dobu 48 hodin pti 35°C [25].

Acetyl-CoA
+ Acetyl-CoA
l Thiolasa
Acetoacetyl-CoA
+ Acetyl-CoA
l HMG-CoA syntasa
p-hydroxy-p-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
} HMG-CoA reduktasa

Mevalonova kyselina (MVA)
¢ MVA kinasa + dekarboxylasa i H
Isopentenyl pyrofosfat (IPP) WGP Gy | J
v '
Dimethylalyl pyrofosfat o Astaxanthin
+3 IPP T
Prenyltransferasa
Geranyl-geranyl pyrofosfat (GGPP) k/\
}+Gapp p-karoten
Fytoen T
| 5 A
Lykopen > [S{%/WWW
N y-karoten
0
e R e R e e e e e e e — e e S T S S OH
Torulen Torularhodin

Obr. 2: Schéma biosyntézy karotenoidii produkovanych karotenogennimi kvasinkami. Cervené jsou

znaceny enzymy katalyzujici reakce [22].

2.2.4 Biosyntéza ergosterolu mikroorganismy

Ergosterol je dulezitou soucasti membran hub a protozoi, kde se podili na mnoha
fyziologickych funkcich, jako je napiiklad regulace fluidity a propustnosti membrany, aktivita
a distribuce integralnich proteinti a kontrola buné¢nych cykli.
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Ergosterol je biologicky prekursor vitaminu D2, ergokalciferolu. Vystaveni ergosterolu
ultrafialovému zafeni zpusobuje fotochemickou reakci, ktera jej prevede na ergokalciferol.
Ergosterol Ize extrahovat a pievést na vitamin D2 za Géelem prodeje jako dopliku stravy
a potravinarskych ptidatnych latek.

Geny zapojeny V biosyntéze ergosterolu u hub jsou znaceny ERG a je jich znamo okolo 20.
Zakladni stavebni jednotkou biosyntézy ergosterolu je acetyl-CoA. V prvni fazi syntézy vznika
isopentenyl pyrofosfat mevalonatovou drahou. V druhé fazi kondenzuje Sest IPP ptes farnesyl
pyrofosfat na skvalen za katalyzy skvalensynthasy v endoplasmatickém retikulu a v posledni
fazi skvalen cyklizuje na tetracyklicky steroid pies epoxyskvalen na lanosterol. Dale probiha
jedenéactikrokova transformace na ergosterol ptres zymosterol, fekosterol, episterol a dalsi.
Pro biosyntézu jedné molekuly ergosterolu je potieba 12 molekul O2 [26].

2.25 Regulace isoprenoidni drahy

Mevalonatova draha zndma jako obecna Cast isoprenoidni cesta je zakladni metabolicka cesta
ptitomna prakticky u v8ech organismu — eukaryot, archaei a nékterych bakterii. Cesta produkuje
isopentenylpyrofosfat a dimethylallylpyrofosfat z acetyl-CoA, coz jsou meziprodukty
isoprenoidd, rtznorodé tfidy vice nez 30000 biomolekul, jako jsou steroly sitosterol,
cholesterol a ergosterol, hem, karotenoidy, vitamin K, koenzymy a veskeré steroidni hormony.

Farnesylpyrofosfat (FPP) je tvofen z mevalonatu v reakci katalyzované FPP-synthasou
(Erg20p). Regulace Erg20p organismu Saccharomyces cerevisiae byla zkoumana metodou
dvouhybridniho systému studujici interakce mezi proteiny, a bylo uréeno pét interagujicich
proteinll véetné proteinu Yta7p ze skupiny AAA ATPas. Ukazalo se, Ze odstranéni enzymu
Yta7p ma vliv na enzymatickou aktivitu cis-prenyltransferasy, coz je enzym utilizujici FPP
pro biosyntézu dolicholu. Mutantni bunky jsou také piecitlivélé na lovastatin, inhibitor
B-hydroxy-B-methylglutaryl-CoA reduktasy (HMGR), ktera putsobi proti FPP-synthase
v isoprenoidni draze. Také kyselina zaragozova, inhibitor skvalensynthasy, zménila expresi
genu S. cerevisiae YTA7 s vyslednym zhor$enim aktivity biosyntézy isoprenoidi [27].

2.2.6  Biosyntéza triacylglyceroli mikroorganismy

Metabolismus lipidii zahrnuje nékolik bunéénych organel — endoplasmatické retikulum,
mitochondrie, peroxisomy a také lipidové droplety.

Mikroorganismy akumulujici lipidy se nazyvaji také oleogenni mikroorganismy. Jsou
definovany jako mikroby s obsahem latek lipidické povahy vy$s§im nez 20 % jejich suché
hmotnosti. Tyto organismy a jejich lipidy jsou oznacované zkratkou SCO (single cell oils).
Kvasinky rodi Rhodotorula sp. a Lipomyces sp. dokazi za spravnych podminek intracelularné
nashromazdit az 70 % lipida [28]. Tyto lipidy nachazeji vyuziti v biotechnologickém primyslu,
a to kK vyrobé bionafty, jednim z nejvyznamnéjsich a nejrozsitfenéjsich biopaliv dnesni doby.
Jedna se o ekologické palivo pro vznétové motory (takzvané diesely) na bazi alkylestert
vyssich mastnych kyselin (pfedevsim methyl a ethyl estert — FAME, FAEE). Vyrabi se
transesterifikaci pfedevS§im z rostlinnych, ale i Zivo¢isnych oleju (hlavné tedy z fepkového,
slune¢nicového, sdjového, ale také z pouzitych fritovacich olejii z ekonomickych diivodil).
V ¢lanku americkych védct Blazeck etal., 2014 o vyuziti lipogeneze Yarrowia lipolytica
k vytvoteni platformy pro produkci lipidi a biopaliv. Genotyp a fenotyp houby Yarrowia
lipolytica byl optimalizovan K vytvoteni kmene s vyznamnou schopnosti lipogeneze. Této
studii byl pfipraven kmen s 460krat lepsi akumulaci lipidti de novo ve srovnani s vychozim
kmenem. V ramci studie bylo identifikovano n€kolik jedineénych vlastnosti lipogeneze
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vedoucich k akumulaci lipidi bliZici se az 90 % bunécné hmoty. Vysledky studie tak potvrzuji,
ze mikrobidlni produkce vysSich mastnych kyselin mize nahradit proces vyroby bionafty
z rostlinnych oleji s podobnym profitem [29].

Biosyntéza triacylglycerolti (TAG) mikroorganismy lze rozdélit na de novo a ex novo
akumulaci lipida [28] [30].

2.2.6.1 De novo akumulace lipida

Jsou-li v médiu zdrojem uhliku cukry, jedna se o de novo akumulaci lipida. K dosazeni
hromadéni lipidi u oleogennich mikroorganismi je tieba, aby byl Vv kultivaénim médiu
vycCerpan dusik. Bunka stale asimiluje uhlik, kterého je v médiu prebytek (nejcastéji glukozuy).
Uhlik je buiikou pieveden do podoby triacylglyceroll, coz se ovSem déje 1 V pritomnosti dusiku
v takika stejném tempu, avsak jeho nepfitomnost brani bunkam v proliferaci a syntetizované
lipidy se tak ukladaji a hromadi ve stavajicich bunikach [28].

(jable¢ny) enzym a ATPcitratlyasa (ACL), avsak u né€kterych kvasinek neni ACL nezbytna.
ACL je odpovédna za tvorbu cytoplasmatického acetyl-CoA, hlavniho prekurzoru biosyntézy
lipidd. Malatdehydrogenasa je zodpovédny za pfitomnost NADPH. Zdrojem NADPH je také
pentdzofosfatova draha [28].

Jedine¢na vlastnost spojena s oleogennimi organismy je, Ze aktivita isocitratdehydrogenasy
(v TCA cyklu) je zavisla na pritomnosti AMP, pfiCemz tato zavislost se nevyskytuje
U neoleogennich MO. Pokud je dusik vycerpan, dochéazi k rychlému poklesu vnitrobunééné
koncentrace AMP. To ma za néasledek zménu v Krebsové cyklu s inhibici isocitrat-
dehydrogenasové ¢innosti a akumulaci citratu, dokud se nedosahne kritické hodnoty. Za timto
bodem citrat vstoupi do cytoplazmy pies trikarboxylatovy transportér vyménou za malat a je
roz§tépen ACL na acetyl-CoA a oxalacetat [28].

Biosyntéza mastnych kyselin probiha hlavné v cytosolu a zac¢ina nevratnou karboxylaci
acetyl-CoA na malonyl-CoA enzymem acetyl-CoA-karboxylasa (ACC), obsahujici kovalentné
navazany biotin pfes e-amino skupinu lysinu. Tato dvoukrokova reakce zacina
ATP-dependentnim ptenosem HCO3 na biotin a poté pfenosem CO2 na acetyl-CoA. ACC je
lokalizovan na vn&j§i strané cytoplasmatické membrany endoplasmatického retikula [31].
Metabolizace malonyl-CoA dale pokracuje na multienzymovém komplexu synthasy mastnych
kyselin (FAS) slozeném z o (Fas2) a p (Fasl) podjednotek. B podjednotka zahrnuje funkce
acetyltransferasu, enoyl reduktasu, dehydratasu a malonyl-palmitoyl transferasu
a o podjednotka ptedstavuje ,,acyl carrier protein“ (ACP), B-oxoreduktasu, B-oxosyntasu
a fosfopanteteinyl transferasu [30]. Na dvé SH— skupiny na FAS jsou navazany acylové
skupiny, jedna z acetyl-CoA, katalyzovana acetyl-CoA-ACP transacetylasou, a druha
z malonyl-CoA, katalyzovana malonyl-CoA-ACP transferasou. Nasleduje kondenzace
malonyl-ACP a acetyl-ACP za tvorby CO> a acetoacetylu vazaného na fosfopanthoteinovou
skupinu ACP, Kkatalyzovana [-oxoacyl-ACP-synthasou. Acetoacetyl-ACP je redukovan
na B-karbonylové skupiné za vzniku D-B-hydroxybutyryl-ACP, tato reakce je katalyzovana
B-oxoacyl-ACP-reduktasou a donorem H* aelektroni je NADPH. P#i B-oxidaci mastnych
kyselin  vznikda rozdilny stereoisomer L-B-hydroxyacyl. Dalsi krok katalyzuje
hydroxyacyl-ACP-dehydratasa a vznika dvojnd vazba mezi oa f uhliky, vysledkem je
intermediat trans-A2-butenoyl-ACP a nakonec je tato dvojna vazba redukovana na butyryl-ACP
za katalyzy enoyl-ACP-reduktasou, koenzymem reakce je opét NADPH. Butyrat je odstépen
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od ACP palmitoylthioesterasou, ten do drahy vstoupi znovu jako butyryl-CoA a je prodluzovan
o dals$i dva uhliky stejné jako acetyl-CoA az do vzniku palmitatu (Cze) [30].

Prodluzovani acetyl-CoA o dva uhliky se v cytosolu buiiky opakuje sedmkrat, sumarni
rovnice reakce je (rovnice 1)

7 ATP + 8 acetylCoA + 14 NADPH + 14 H*
— 7 ATP + 7 P; + palmitat + 8 CoA + 14 NADP* + 6 H,0

Pro potiebu delSich mastnych kyselin je palmitat transportovan do endoplasmatického retikula,
kde se tvoii MK az do délky Czs. Reakéni schéma je velmi podobné cytosolické syntéze MK
srozdilem, ze syntéza neprobiha na jednom komplexu, ale enzymy jsou samostatné
v membrané¢ ER a misto ACP je pouzit koenzym A. Minoritné probihd prodluzovani MK
i V mitochondriich na systému FAS typu II [30].

1

2.2.6.2 Exnovo akumulace lipidia

Ex novo biosyntéza TAG probiha na médiu, kde zdrojem uhliku jsou mastné kyseliny
a hydrofobni materidly. Dusik neni vyCerpan, takze akumulace lipidi je spojena s riistem
bunky. Jako substrat mohou byt pouzity volné mastné kyseliny, zeleninovy olej, prumyslové
tuky nebo rybi tuk [28].

Degradace hydrofobnich substratt zahrnuje sekreci lipaz MO, které katalyzuji hydrolyzu
substratu na volné mastné kyseliny, které¢ jsou do mikrobidlni buiiky zaclenény pomoci
aktivniho transportu nebo volné difuze v ptipadé vysokého koncentra¢niho gradientu. Tyto
mastné kyseliny jsou vyuzity k ristu bunky nebo jsou transformovany k produkci jinych
mastnych kyselin [32].

Syntetasa mastnych kyselin a ACL je siln€ inhibovana pfitomnosti mastnych kyselin, proto
nemohou procesy de novo a ex novo probihat zaroven. Vyjimkou je kvasinka Pichia
methanolica, ktera akumuluje tuky v pfitomnosti glukoézy a TAG bohatych na dokosahexa-
enovou kyselinu (DHA, Obr. 3: Dokosahexaenova kyselina.), jedna se o polynenasycenou
mastnou kyselinu, esenciilni pro ¢lovéka a nezbytnou pro spravny vyvoj mozku [28].

Obr. 3: Dokosahexaenovd kyselina.

2.2.6.3 Mitochondrialni biosyntéza mastnych kyselin

V mitochondriich probiha syntéza mastnych kyselin na syst¢ému FAS typu II. Kvasinkové
mutantni kmeny S deficitem mitochondridlni syntézy MK jsou Zivotaschopné a prototrofni viici
MK, toznamena, Zze neni dilezitd pro hromadnou akumulaci MK. Nicméné tito
mitochondridlni mutanti jsou neschopni respirace, coZ naznacuje, Ze produkty mitochondrialni
syntézy MK jsou nezbytné pro funkci mitochondrii, tato funkce nelze obnovit ani suplementaci
mastnymi kyselinami ¢i lipoovou kyselinou, jelikoz transport téchto slou¢enin do mitochondrii
chybi i pfesto, Ze obsahuje pét karnitin-O-acetyltransferas (Yatl, Yat2, Crcl, Agp2 a Cat2)
[30].

Hlavni ulohou syntézy MK v mitochondriich je poskytnout oktanoyl-ACP, prekurzor
pro lipoovou kyselinu, nezbytny kofaktor v oxida¢nich dekarboxyla¢nich reakcich [30].
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2.2.6.4 Regulace biosyntézy mastnych kyselin

Kvasinkova acetyl-COA karboxylasa (acetyl-CoA:karbon-dioxidligasa; E.C.6.4.1.2) je
250 kDa protein, je kédovan ACC1 genem lokalizovanym na chromozomu XIV (kvasinka
Saccharomyces cerevisiae jako modelovy organismus). Regulace aktivity enzymu Accl
Vv kvasinkach probiha na genové a proteinové urovni [30].

ACC1 genova exprese je regulovana v koordinaci s fosfolipidovou biosyntézou jako
odpovéd’ na lipidové prekurzory inositol a cholin na urovni transkripce, ta je kontrolovana
transkripénimi faktory Ino2 / Ino4 a Opil. Exprese ACC1 je zavisla na acetylaci histond a je
regulovana SAGA komplexem a TFIID. Experimenty na DNA mikroc¢ipech ukazuji zavislost
exprese ACC1 na fazi bunécného cyklu, kde je maximalni exprese na zacatku G1faze. ZvySena
exprese enzymu Accl 1iBpll (biotin:apoprotein-ligasa) zpisobuje umrtveni bungk,
pravdépodobné v disledku nerovnomérné syntézy mastnych kyselin s (velmi) dlouhym
fetézcem nebo z divodu vycerpani meziproduktt [30].

Absence Sit4-fosfatasy zpusobuje precitlivélost proteinu Accl na inhibitor soraphen A,

vvvvv

2.3 Metody molekularni charakterizace karotenogennich kvasinek

Klasické metody identifikace druhti kvasinek jsou zaloZeny na morfologickych, fyziologickych
a biochemickych vlastnostech. Standardni metody vyzaduji fadu kultiva¢nich testt, jakymi jsou
hodnoceni vzhledu a tvaru kolonii, sporulace a morfologie bung¢k, testy schopnosti asimilace
zdroji uhliku a dusiku, pozadavky na pfitomnost vitamint, schopnosti zkvasovat cukry, dale
rizné naroky kvasinek na teplotu prostiedi, koncentraci cukri a soli [5].

231 Identifikace kvasinek

Druhy kvasinek jsou bézné identifikovany sekvenovanim usekii ribosoméalni DNA (rDNA),
coz je usek DNA, ktery koduje ribosomalni RNA (rRNA). Kvasinkova rDNA je sloZzena z genii
kodujicich malou (18S), 5,8S a velkou (26S) podjednotku ribosomalni DNA, oddélenou
pomoci ITS1 a ITS2 regiont (interni pfepisované mezerniky = internal transcribed spacer)
(Obr. 4). Kvasinkovy genom obsahuje mnoho kopii rDNA, napiiklad genom Saccharomyces
cerevisiae obsahuje 100-140 gent kodujici ribosomalni RNA a Candida jich ma 50-100 [33].
Kvasinkovy genom obsahuje ITS1 a ITS2 regiony, které jsou oddéleny 5,8S rDNA. Regiony
ITS1, ITS2 a D1/D2 nalezici na 26S jsou mnohem variabilnéjsi nez sousedni rDNA sekvence
genu, a tak zabezpecuji lepsi oddéleni blizce pfibuznych druhti, proto je nejvice sekvenovany
usek DNA u hub [34]. V ¢lanku védct Leaw et al. (2006) identifikovali sekvenaci oblasti ITS1
alTS2 96,8% (361 z 373) a 99,7% (372 z 373) druhti kvasinek. Z 373 testovanych druhti pouze
jeden druh Rhodotorula glutinis nebylo mozné identifikovat analyzou sekvenaci ITS2 regionu.
Tato data naznacuji, Ze ITS2 sekvence jsou vice druhové specifické nez ITS1 sekvence [35].

Zakladni postup pfi identifikaci a taxonomii kvasinek zahrnuje izolaci DNA z kvasinkovych
kultur, PCR amplifikaci vybranych genovych sekvenci, separaci a izolaci amplifikované DNA,
sekvenaci produktu a jeho porovnani s databazi, nejcastéji jsou porovnavany s databazi
GenBank pomoci algoritmu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
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Rhodotorula glutinis rDNA

(L ~ts__| rDNA sekvence [ NTS | rDNA sekvence |)X
. . . | 26S | NTS...non-transcribed spacer
i i ETS...external transcribed spacer
ETS ITS1 58S ITS2 ITS...internal transcribed spacer

149pb  158pb 209 pb

Obr. 4: Kvasinkova ribozomalni DNA, ITS1-5,8S-1TS2 region specificky pro kvasinku Rhodotorula
glutinis [36].

2.3.1.1 Historie identifikace kvasinek

Asi pied 70 lety Wickerham popsal metodu testovani kvasinek pomoci asimilace a fermentace
Vv tekutém médiu Vv aerobnich podminkach. Asimilaéni testy ur¢uji schopnost vyuziti substratt
jako jediného zdroje uhliku (napf. sachar6zu) nebo dusiku (napt. KNOgz). Tento laboratorni test
se nazyva auxanogram (z feétiny feckych slov auxan6 = rostou, grafein = psat). Metoda byla
pouzivana pro definitivni charakterizaci a taxonomii kvasinek. VétSina Wickerhamovych médii
nejsou komeréné dostupné, je to dlouhy a néaro¢ny proces a v dnesni dobé se pouZziva
minimaln¢. Jelikoz mnoho kvasinek je pfeockovano z zivnych médii, je potieba porovnani
s negativni kontrolou pro kazdy typ testu a organismu. Metoda je Casové narocna a trva
az po dobu 4 tydnl. Asimilacni testy sleduji zakal a fermentacni testy kontroluji vyrobu plynu.
Metoda je nevhodna pro pouziti v rutinni laboratoti [33].

PraktiCtéjsi a rychlejsi auxanografie byla vyvinuta na agarovych plotnach s kulturou
kvasinek za pouziti cukrem napusténych papirovych diski nebo sypanych hromadek
uhlikovych zdroji na padu. Pridani pH indikatoru bromkresolovy purpur na plotnu usnadnilo
interpretaci zakalu [33].

2.3.2 Izolace DNA

Prvnim krokem k charakterizaci mikroorganismu je izolace a purifikace DNA z jejich bunék
pfedevS§im extrakénimi metodami. Je zapotiebi ziskat nukleovou kyselinu v nativnim stavu
separovanou od ostatnich komponent nachéazejicich se v bunice. Izolace DNA zahrnuje 1yzi
bun¢k enzymatickou degradaci zymolasou nebo lytikasou ¢i mechanickym narusenim
sklenénymi kulickami, odstranéni RNA pomoci RNAsy, extrakci smési fenol-chloroform
ziskame vodny roztok deoxyribonukleové kyseliny bez proteind, dale alkalickou reverzibilni
denaturaci se odd¢li plazmidova DNA od chromozomové DNA [32].

2.3.3  Gelova elektroforéza

Pro elektroforézu nukleovych kyselin se pouZzivaji gely z polyakrylamidu ¢i agardzy nejcastéji
V horizontalnim uspofadani. Vhodné zvolenym slozenim roztoku a koncentrace polymeru lze
dosahnout urcité velikosti port v sitové struktufe, a tak separovat molekuly DNA dle dané
velikosti. Gelovou elektroforézou lze ovéfit uspésnost izolace DNA ¢i odhadnout jeji velikost
V porovndni s hmotnostnim standardem. DNA je na gelu vizualizovano etidiumbromidem,
které po ozatreni UV svétlem Cervené fluoreskuje.
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2.3.4  Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metodou PCR lze nékolikanasobné namnozit isek DNA. V termocykleru lze cyklicky ménit
teploty a tim dosahnout opakujici se replikace DNA. PCR postupné€ zahrnuje kroky: denaturace
dsDNA (94°C), piipojeni primeru k SSDNA (30-65°C) a nasyntetizovani druhého vlakna
pomoci termostabilni Taq DNA-polymerasy z bakterie Thermus aquaticus (65-75°C), reakéni
smes musi obsahovat smés nukleotidtrifosfath ATP, GTP, TTP a CTP. Po tficeti cyklech dany
usek dsDNA vytvafi pies miliardu kopii podle vypoctu 2", kde n je pocet cyklu.

2.3.4.1 ,Nested“ PCR

Jedna se o jednu z mnoha typti metod PCR, zahrnujici dvé sady primert, a to vnitini a vnéjsi
primery. Amplifikace DNA probiha dvoufazové. V prvni fazi je pomoci vnéjsi sady primert
vymezen z dlouhého fragmentu DNA urcity lokus, v druhé fazi jsou pouzity vnitini primery
k amplifikaci poZzadovaného tiseku DNA. Tato metoda se pouziva diky své citlivosti a specifité,
kdy vybérem vhodnych primeri lze namnozit pozadovany usek DNA, je totiz velmi
nepravdépodobné, ze by néktery z nezadoucich produktti PCR obsahoval vazebna mista pro obé
sady primert (Obr. 5) [37].

,Nested“ PCR nachazi vyuziti pti identifikaci a taxonomickém zatazeni kvasinek, kde jsou
nejcastéji amplifikovany hypervariabilni oblasti DNA ITS1, ITS2 a oblast velké ribosomalni
jednotky (26S) D1/D2. V prvni fazi amplifikace usekl ITS1 a ITS2 jsou pouzity vnéjsi primery
ITS1 a ITS4. V druhé fazi jsou pouzity vnitini primery ITS2 a ITS3 tak, Ze oblast ITS1 je
amplifikovana mezi primery ITS1 a ITS2 a oblast ITS2 odd€luji primery ITS3 a ITS4.
Pti amplifikaci D1/D2 oblasti jsou jako vnéjsi primery pouzity NL1 a NL4 a v druhé fazi je
pozadovany usek DNA oddé€len mezi primery NL1 a LS2 [37].

2.3.4.2 Real-time PCR

Dalsi modifikaci PCR je kvantitativni RT-PCR, ta kombinuje PCR amplifikaci a detekci
na bazi fluorescence. Amplifikace DNA probiha v termocykleru vybavenym optickym zafenim
pro snimani intenzity fluorescenéniho zatfizeni ze sond ve skute¢ném case po jednotlivych
cyklech amplifikace. Detekce amplifikovaného produktu je mozno ziskat riznymi zptsoby:
(1) pouzitim SYBR Green barvivem, které se interkaluje do dsDNA, ma dobrou citlivosti,
ale nedostatek specifi¢nosti; (2) pouzitim fluorescen¢ni hybridiza¢ni sondy nebo TagMan
sondy, které se specificky vazou Kk dané sekvenci uvniti amplifikovaného produktu;
(3) analyzou ktivky tani k definovani teploty tani amplifikovaného produktu, které zavisi na %
GC parti vzhledem k délce templatu DNA [33].

TaqMan je oligonukleotid, ktery se specificky vaZe na sekvenci mezi obéma primery. Sonda
je na jednom svém konci oznacena fluorescencni latkou a na druhém konci zhéseCem
fluorochromu. Pii syntéze komplementarnich vldken hydrolyzuje DNA polymerasa
fluorochrom od TagMan sondy a dojde k narGstu fluorescence [33].
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Obr. 5: Schéma podstaty ,,nested “ PCR. Prevzato a upraveno z [38].

2.3.5  Polymorfismus délky restrikénich fragmenti

Jednou z metod identifikace DNA je jeji restrikéni analyza pomoci restrikénich endonukleas
(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). Tyto enzymy §tépi DNA na fragmenty
V palindromatickych sekvencich. Restrikéni fragmenty jsou nasledné rozdéleny gelovou
elektroforézou. RFLP je hojné pouZivani v genetickém inZenyrstvi pii mapovani genomu,
lokalizaci gent pii genetickych poruchach, stanoveni rizika pro onemocnéni a testovani
otcovstvi.

RFLP je technika zaloZzena na PCR amplifikaci DNA. Pro identifikaci mikroorganismt jsou
nejcastéji amplifikovany useky 18S-1TS1-5.8S-1TS2-26S rDNA. Amplifikovand DNA je
rozstépena restrikénimi enzymy. Vysledné DNA fragmenty jsou rozdéleny pomoci
elektroforézy a nasledné mohou byt pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu prostfednictvim
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Southern blotu. Po rozdéleni vzniklych fragmentii Ize na zakladé velikosti a po¢tu fragmenti
sledovat rozdily ve studovanych sekvencich, tzv. polymorfizmy. Kvasinka R. glutinis byla
touto technikou identifikovana jako oportunni patogen v hovézi intramamarni infekci [39].

2.3.6  Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) je vhodna metoda k identifikaci
mikroorganismii a také k vyhledavani mutaci. Jednd se o metodu otisku prstu a spociva
V postupné denaturaci vodikovych vazeb mezi vldkny DNA. Polyakrylamidovy gel
S denatura¢nim gradientem obsahuje zvySujici se koncentrace denaturujicich latek formamidu
a mocoviny, ty denaturuji vodikové vazby mezi nukleotidovymi pary v dSDNA (Obr. 6), Gseky
DNA bohaté na AT pary budou Iépe denaturovat nez useky DNA s vysokym obsahem GC pard,
protoze pary AT jsou spojeny dvéma vodikovymi vazbami a pary GC jsou spojeny tiemi
vodikovymi vazbami [40].

DGGE ptedchazi amplifikace pozadovanych usekii DNA pomoci PCR, pfti které jsou
pouzity specialni primery s tzv. GC svorkami (Obr. 6). Tyto primery obsahuji n€kolik GC paru,
které t€zko denaturuji a tim drzi oddélené ssDNA, aby samotné ssDNA netvorily rozmazané

prouzky na gelu [40].
*n T

GCsvoika ¢ Formamid

Mocovina

Obr. 6: Znazornéeni GC-svVorky a denaturace dvousroubovice DNA. Prevzato a upraveno z [41].

Tato metoda je schopna rozlisit specifické PCR produkty pouze do velikosti 500 bp, ¢imz
ztézuje fylogenetickou charakterizaci [40].

2.3.7 Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je proces stanoveni pfesné sekvence nukleotidd v molekule DNA, tedy
presné poradi adeninu, guaninu, tyminu a cytosinu. Znalost sekvenci DNA se stala
nepostradatelnou pro vyzkum aplikovany v taxonomii, fylogenetice, forenzni biologii,
biotechnologii, virologii i 1ékarské diagnostice ¢i antropologii. Sekvenovani DNA lze pouzit
k uéeni potadi jednotlivych gend, vétSich genetickych regionti (shlukti gend ¢i operonu),
chromozomtl, nebo i celych genomt z jakéhokoliv organismu. Jednd se také o nejucinngjsi
zpusob, jak ziskat sekvenci RNA nebo proteint [42].

V oboru fylogeneze jsou sekvenovany predevsim casti DNA, které koduji ribozomalni RNA.
Uplatnéni naslo 1 v kriminalistice, kde jsou sekvenovany predevsim opakujici se sekvence
DNA, tzv. mikrosatelity. Antropologie vyuziva srovnavani DNA ke zjistovani migraci lidskych
ras (zejména podle mitochondrialni DNA a Y-chromozomalni DNA). V zemédélstvi je DNA
sekvenovano pfi tvorbé geneticky modifikovanych plodin (GMO) [42].
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2.3.7.1 Sangerova metoda sekvenovani DNA

Tato metoda byla vyvinuta Frederickem Sangerem roku 1977. Sangerova metoda neboli
enzymova (dideoxy) metoda se pouziva k sekvenovani jednovladknové DNA (ssDNA), jelikoz
vyuziva princip in vitro replikace DNA. Reakéni smés obsahuje vhodny radioaktivné (*?P) nebo
fluorescencné znaceny primer, DNA polymerasu, deoxynukleosidtrifosfaty (dNTP) a navic
také jeden ze Ctyt 2',3'-dideoxynukleosidtrifosfati (ddATP, ddGTP, ddCTP nebo ddTTP).
Reakéni smési jsou tedy Ctyfi, kazda s jinym dideoxynukleotidem. 5° = 3¢ replikace ssDNA
probiha az do okamziku navazani dideoxynukleotidu na ssDNA, elongace druhého vlakna zde
kon¢i, jelikoz neobsahuje OH skupinu na pozici 3¢ a dal$i deoxynukleotid nemiize tvofit
fosfodiesterovou vazbu [43].

Vysledné fragmenty dvouvlaknové DNA (dsDNA) jsou rozdéleny gelovou elektroforézou
Vv zavislosti na jejich velikosti. Gel mize byt vizualizovan pomoci rentgenového zéreni
a sekvence DNA tak muze byt ptimo odectena [43].

2.3.7.2 Pyrosekvenovani DNA

Metoda byla vyvinuta Mostafou Ronaghim a Pal Nyrénem roku 1996. Pyrosekvenovani DNA
je stejné jako Sangerova metoda zaloZena na syntéze druhého vldkna DNA podle templatu,
ale k odeéteni sekvence nepotiebuje gelovou elektroforézu, nybrz detekuje uvolnény pyrofosfat
po zac¢lenéni nukleotidu do sekvence. Piesnéji je detekovano svétlo pomoci bioluminiscence
[44].

ssDNA je inkubovana senzymy DNA polymerasou I, ATP-sulfurylasou, luciferasou
a apyrasou a se substraty adenosin-5'phosphosulfatem (APS) a luciferinem. Pti zakorporovani
nukleotidu do DNA se uvolni pyrofosfat PPi (rovnice 2), ktery ATP surfurylasa pfeméni
na ATP (rovnice 3). Nasleduje dvou krokova reakce, kde ATP a kyslik oxiduji
luciferin na oxyluciferin za katalyzy luciferasou, timto se uvolni svétlo, které je imérné
mnozstvi ATP (rovnice 4 a5). Svétlo je detekovano chemiluminiscenci a analyzovano
v programu. Nezakorporované nukleotidy v DNA a ATP jsou degradovany apyrasou
(rovnice 6), aby se mohl cely proces opakovat [44].

(DNA), + dNTP - (DNA),+1 + PP; (DNA polymerasa) 2
PP; + APS - ATP + SO2~ (ATP sulfurylasa) 3
Luciferasa + D — luciferin + ATP 4
— Luciferasa — luciferin — AMP + PP;
Luciferasa — luciferin — AMP + PP; + 0O, 5
- Luciferasa + oxyluciferin + AMP + CO, + svétlo
ATP —» ADP + AMP + P; (apyrasa) 6

dNTP — dNDP + dNMP + P; (apyrasa)

Existuji dva typy pyrosekvenovani DNA: pyrosekvenovani v pevné fazi a pyrosekvenovani
V kapalni fazi, jelikoz templatovda DNA mitize byt pfipravena dvéma zptlisoby, v pevné fazi se
streptavidinem nebo v kapalné fazi enzymaticky. Nejprve je fragment DNA amplifikovan
pomoci PCR s biotinylovanym primerem, DNA je poté imobilizovano na magnetické kulicky
S navazanym streptavidinem, ktery ma vysokou afinitu k biotinu a nebiotinylované vlakno
DNA je denaturovano NaOH [45].

2.3.7.3 Sekvenovani DNA nové generace

Hlavnim cilem technologie sekvenovani DNA je co nejrychlejsi a nejlevnéjsi proces ziskani
sekvence DNA, jedna se tedy o neustale se vyvijejici technologii. Next-generation sekvenovani

22


https://en.wikipedia.org/wiki/Mostafa_Ronaghi
https://en.wikipedia.org/wiki/P%C3%A5l_Nyr%C3%A9n
https://cs.wikipedia.org/wiki/DNA_polymer%C3%A1za_I
https://cs.wikipedia.org/wiki/ATP

(NGS) je pouzito pti sekvenovani genomt a jeho resekvenovani, pti profilovani transkriptomu
(RNA sekvence), pii zkoumani interakce DNA-protein a pii charakterizaci epigenomu. Nové
metody NGS jsou nastrojem k urCeni biologickych a genetickych mechanismt starnuti,
dlouhovekosti a nemoci souvisejicich s vékem [46].

Metoda odvozena od pyrosekvenovani je 454/Roche. DNA je amplifikovano uvniti kapek
vody Vv roztoku oleje (emulzni PCR), ptic¢emz kazda kapka obsahuje pouze jeden DNA templat.
Sekvenacni stroj obsahuje 1 600 000 jamek o objemech v fadu pikolitri. Kazda jamka obsahuje
jednu streptavidinovou kulicku s templatovou DNA asekvenacni enzymy jako
U pyrosekvenovani a nasleduje stejny princip sekvenace [47].

[llumina (Solexa) genomovy analyzator je zaloZen na sekvenovani syntézou druhého vlakna
DNA. Nahodné fragmentovand genomova DNA je ligovana dvéma riznymi adaptéry na obou
koncich, skrz které je ssDNA pfipevnéno na povrch amplifikaéni desticky v pritokové cele
a tvofi se tak ,,miistek®. ssDNA je amplifikovano pomoci PCR za vzniku shlukt mnoha kopii
fragmentll DNA. Na koncovy adaptér je navazan primer, templaty DNA jsou poté sekvenovany
pomoci Ctyt odliSnych fluorescenéné znacenych nukleotidli, a nakonec je detekovana
fluorescence odstépené znacky z reverzni terminaéni baze (RT-baze) CCD kamerou (Obr. 7).
Touto metodou jsou obvykle odeéteny 36 bp dlouhé sekvence DNA [48].
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Obr. 7: Sekvenovani DNA genomovym analyzatorem Ilumina. Prevzato a upraveno z [49].

Dalsi NGS technologie je ABI SOLiD systém, pracujici na principu ligace oligonukleotida
za katalyzy DNA ligasou (z anglického ,,Sequencing by Oligo Ligation and Detection®).
Na fragmenty DNA jsou navazany adaptéry P1 a P2 dlouhé 25 bp. U této metody Ize pouzit
pro piipravu DNA i tzv. parové DNA neboli ,,mate-paired DNA knihovny, kde fragment
DNA obsahuje adaptéry na svych koncich a také je adaptér zaClenén do fragmentu DNA.
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Amplifikace DNA probiha podobné¢ jako u metody 454/Roche emulzni PCR
na mikrokulickach. Poté jsou denaturovany templaty DNA a mikrokulicky jsou naneseny
na sklenéné podlozky. V prvnim kroku je primer hybridizovan k adaptéru. Nésledné jsou
hybridizovany i templaty DNA. Na DNA je ligovan oligonukleotidovy oktamer nesouci jednu
ze Ctyf charakteristickych fluorescencnich znacek. Znacené sondy jsou definovany prvnimi
dvéma dNTP. Poté jsou enzymaticky odstépeny trinukleotidy spolu se znackou a fluorescence
je detekovana a proces ligace se miiZze opakovat. Po prvni detekci jsou sekvenovany nukleotidy
V pozici 4 a 5, po druhé ligaci jsou sekvenovany nukleotidy v pozici 9 a 10 atd. Sekvenace
probiha po celé délce templatu DNA, coz je v tomto piipadé kolem 35 bp. Poté pokracuje
sekvenace stejnym zpusobem, ale s primerem kratsim o jeden nukleotid, takze jsou
sekvenovany nukleotidy v pozici 3 a 4, 8 a 9 atd. Kazdy nukleotid je ptecten dvakrat, jedna se
0 dvoubazové dekddovani, ¢imz se snizuje chybovost ve ¢teni sekvenci DNA (Obr. 8) [50].
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Obr. 8: Princip ABI SOLiD sekvenovani. Prevzato a upraveno z [51].
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2.3.7.4 Sekvenovani DNA treti generace

Tteti generaci sekvenace DNA je mySleno piimé sekvenovani malého mnozstvi DNA, tyto
techniky dokazi detekovat jediny foton, tedy DNA bez piedchozi amplifikace. PCR amplifikace
mize zpusobit chyby v sekvenci nukleotidi zkopirované DNA nebo upfednostiiuji jiné
sekvence, ¢imz méni relativni Cetnost a hojnost riznych fragmentd DNA, které existovaly pred
amplifikaci [50].

Firma Helicos Biosciences ptedstavila v roce 2007 prvni komeréni systém schopny
sekvenovat jedinou molekulu DNA snazvem HeliScope. Fragmenty nukleové kyseliny
100-200 bp hybridizuji na primery kovalentné zakotvenych v nahodnych polohach na sklenéné
desti¢ce v pratokové cele. Primer je oligo(dT)50, je tedy nezbytné pfipravit fragmenty DNA
s poly(A) 3‘koncem. Reak¢ni smés obsahuje primer, DNA polymerazu a znacené nukleotidy.
Soufadnice zachycenych fetézcii na desticce jsou zaznamenany CCD kamerou a pied dal§im
sekvenovanim je fluorescencni znaceni odstranéno a odplaveno [50].

2.4 Nahodna mutageneze

Mutagenezi mikrobialni DNA Ize dosahnout lepsi produkce metabolitli, v naSem piipadé
karotenoidu a lipidi. Rozeznadvame mutace samovolné a indukované. Indukované mutageneze
lze dosdhnout pusobenim mutagenti, mezi néZz patii napiiklad N-methyl-N-nitro-
N-nitrosoguanidin (NTG), methylester kyseliny methansulfonové (MMS), ethylester kyseliny
methansulfonové (EMS), ethylenoxid (EO; oxiran), diepoxybutan (DEB; bioxiran), antimycin,
ethyl-methansulfonat, UV zafeni, y-zafeni nebo vysoky hydrostaticky tlak [11] [52].
V zavislosti na rozsahu mutace délime na genovou neboli bodovou mutaci, chromozomovou
predev§im tranzice atransverze, jelikoZz tyto mutace zpusobuji zménu pouze jediné
aminokyseliny v bilkoviné pielozené z mRNA a tato bilkovina ma zachovanou ptvodni
vlastnost. Typem genovych mutaci jsou také inzerce a delece, jedné se o pfidani ¢i odebrani
jedné baze z fetézce DNA. Tento typ mutaci je v biotechnologiich nezddouci, jelikoZ ma velky
dopad na ptvodni funkci bilkovin a to, ze podle mRNA se syntetizuje Gplné jina bilkovina
z diivodu rozdilné sekvence kodont. Inzerci zpisobuji interkalacni ¢inidla, napt. akridinova
barviva a maji vysokou u¢innost na mitochondrialni DNA kvasinek [52].

24.1  Fyzikalni mutageneze

Hojné pouzivanym mutagenem je UV zafeni o vlnové délce 265 nm, jelikoZ zde DNA vykazuje
nejvyssi absorpci. Mutace je zplsobena tvorbou kovalentni vazby mezi dvéma pyrimidiny,
prevazné tyminy a tvofi se pyrimidinové dimery (Obr. 9). Dalsim fyzikalni mutagenem je
ionizujici zafeni, mezi které patii rentgenové paprsky, y-zafeni ¢i a-Castice, kterd excituje
elektrony, jez se odStépuji z atomi, vznikaji vysoce reaktivni ionty, ty mohou zpusobit
poskozeni molekul DNA bud’ naruSenim vodikovych vazeb mezi parovymi dusikatymi bazemi,
nebo §tépi fosfodiesterovou vazbu v DNA. lonizujici zafeni zpiisobuje poSkozeni DNA vétSiho
rozsahu v useku nékolika gend [52].
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Obr. 9: Tvorba pyrimidinovych dimerii zpiisobené UV zdrenim. Prevzato a upraveno z [53].

242 Chemicka mutageneze

Nékteré chemické mutageny se hojné pouzivaji pro primyslové a védecké ucely k ziskani
mikrobidlnich mutanti. Alkyla¢ni ¢inidla MMS ¢i EMS zplsobuji genové mutace nazyvané
tranzice nebo transverze. Tranzice je zaména purinovych bdzi mezi sebou (A—QG)
a pyrimidinovych bazi mezi sebou (C<T). Transverze je vyména purinové za pyrimidinovou
bazi a naopak. MMS aEMS alkyluji guanin zavzniku OS-alkylguaninu, coz zpisobi
pfi replikaci DNA navéazani tyminu misto cytosinu. Tranzice zpusobuji ¢inidla obsahujici purin
¢i pyrimidin anebo také hydroxylamin, ktery pisobi na cytosin a méni C-G na T-A [52].

243 Reparace DNA

DNA v burikach podléha kontinualnimu poskozovani. Reparace DNA je mechanismus oprav
poskozené DNA, avSak nékteré systémy nefunguji pfesné, a proto vedou ke vzniku mutaci.
Mezi opravné mechanismy kvasinek patii fotoreparace a reparace bez tcasti viditelného svétla
[52].

Fotoreparace vyzaduje silné viditelné svétlo k ziskani energie a fotoreaktivni enzym
fotolyasa k pieruseni vazeb cyklobutanového kruhu pyrimidinového dimeru zptusobené UV
zatenim. DNA je obnoveno do ptivodniho stavu [54].

Reparace chybné DNA zpusobené alkylacnimi ¢inidly je provedena enzymem
O°%-methylguanin methyltransferasou, ktera prenasi methylovou skupinu z O®-methylguaninu
na cysteinovy zbytek v aktivnim misté enzymu. Je obnoven puvodni guanin a potencialni
chemicka mutageneze je potlacena [54].

2.4.3.1 Excizni opravy

DalSim typem oprav DNA jsou excizni opravy, které napravuji mutace zptisobené chemickym
poskozenim, vystiihnutim nukleotidu ¢i oligonukleotidu z dSDNA. Opravné enzymové systémy
kontroluji dvousroubovici DNA a identifikuji nespravné Sparované baze. Poskozené DNA je
rozpoznano a chybny usek je odstranén bud’ jako volna baze nebo jako nukleotid. Vznikla
mezera je pak vyplnéna syntézou nového vlakna DNA, za pouziti nepoSkozeného
komplementarniho fetézce jako templatu. Excizni opravy se déli na tii typy: baze-excize,
nukleotid-excize a mismatch oprava [54].

Excize DNA obsahujici uracil je oprava typu baze-excize, kde jsou jednotlivé poskozené
baze rozpoznany a odstranény z molekuly DNA. Uracil mize vzniknout v DNA dvéma
mechanismy. Za prvé je uracil jako dUTP (deoxyuridin trifosfat) zac¢lenén misto thyminu
béhem syntézy DNA a za druhé se uracil tvoii v DNA deaminaci cytosinu. Enzym DNA
glykosylasa vyftizne chybny tsek a vytvoti AP misto. AP (apurinic/apyrimidinic) endonukleasa
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roz§tépi poskozeny fetézec, endonukleasa odstrani nékolik residui okolo a mezera je vyplnéna
pomoci DNA polymerasy a DNA ligasy [54] [55].

Pyrimidinové dimery lze opravit i jejich vyfiznutim z vlakna DNA spolu s okolnimi
nukleotidy. Tento typ reparace se nazyva nukleotid-excize. Vznikla mezera je pak vyplnéna
pomoci DNA polymerasy a zacelena ligasou [54].

Mismatch oprava nasleduje po ukonceni replikace DNA a kontroluje spravnost parovani
po DNA polymerase. Rozpoznad nové syntetizované vlakno od rodi¢ovského vlakna, jelikoz
jesté nebylo methylované. Protein MutS (Mutator S) se vaze na nespravnou bazi, nasleduje
vazba Mutl. Vazba Mutl aktivuje Muth, ktera §tépi nejblizsi bazi na opacném misté methylace.
MutS a Mutl spole¢né s helikasou a exonukleasou odstépi oligonukleotid z dvousroubovice
obsahujici chybnou bazi. Mezera je dosyntetizovana DNA polymerasou a utésnéna ligasou
[54].

2.5 Odpadni substraty

Odpadnich substrati v biotechnologickém primyslu se pouziva hlavné k ziskani cilenych
produktl s co nejvyssim vytézkem za nejvyhodnéjsi cenu. Odpadni substraty kromé zakladniho
zdroje uhliku mohou obsahovat jiné ziviny, napiiklad proteiny jako zdroj dusiku ¢i soli.
Mezi hojné pouzivané odpadni substraty v biotechnologickém pramyslu patii syrovatka
z mlékarenstvi, fritovaci oleje, odpady z ovoce, zeleniny, cukrové titiny ¢i obili.

2.5.1 Odpadni syrovatka

Syrovatka je vyznamnym odpadnim sacharidovym substratem. Vzniké jako odpadni produkt
pti vyrobé mléénych vyrobkid a ro¢ni produkce je odhadovana na 145 miliont tun, z toho
85 miliont tun je vyuzito v praimyslu a zpracovano na produkty s pfidanou hodnotou. Zbylych
60 milionl tun se pouziva jako kapalné krmivo pro zvifata ¢i hnojivo a odpad. Syrovatka tvori
80-90% mléka pouzitého pro vyrobu a obsahuje 4,5 % (w/v) laktozy, 0,8 % (w/v) proteinu,
1 % (w/v) soli, 0,1-0,8 % (w/v) kyseliny mlééné a 0,6 % popelu. Nevyhodou tohoto substratu
je nizka rozpustnost laktozy (210 g/1) ve srovnani s glukozou (700 g/l) [56]. Hlavnimi proteiny
v syrovatce jsou B-laktoglobulin (B-1g, 65 %), a-laktalbumin (a-la, 25 %) a sérovy albumin
(8 %) a v mensi mife obsahuje i glykomakropeptid (GMP) a proteiny BSA, laktoferrin,
imunoglobulin, fosfolipoprotein a laktoperoxidasu. Tyto proteiny jsou bohaté na esencialni
aminokyseliny lysin, methionin a cystein a maji antimikrobialni, antiviralni a antioxidacni
aktivitu [57]. Syrovatka ma zastoupeni i v 1é¢bé rakoviny ¢i HIV [58].

Existuji dva typy syrovatky, syfidlem indukovana koagulace kaseinu nastava pii pH 6,5
a jedna se o sladkou syrovatku. Kyseld syrovatka ma pH<S a vznikd z fermentacnich procest
nebo piidanim organickych ¢i mineralnich kyselin pro koagulaci kaseinu [58].

V ¢lanku Marova et al. (2012) ziskali n€kolikanasobné zvysSeni vynosu B-karotenu
produkovaného kvasinkou Sporobolomyces roseus kultivované na nezpracované syrovatce
(2,52 mg B-karotenu na 1 g biomasy) i deproteinované syrovatce (2,78 mg [3-karotenu na 1 g
biomasy) piidané do produkéniho média oproti kontrole (65,6 ug B-karotenu na 1 g biomasy)
[14].

252  Skrob

Odpadni skrob z primyslového zpracovani brambor zpiisobuje vazné problémy Zivotniho
prostfedi. Tovarna na bramborovy $krob s produkci 10 000 tun Skrobu ro¢né vypusti 720 tun
odpadnich vod a 192 tun bramborovych zbytkt za den po dobu 100 dni v roce [59].
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Skrob je zasobni rostlinny polysacharid slozen ze dvou polysacharidil, rozpustného
amylopektinu (80 %) a amylozy (20 %). Oba polysacharidy jsou slozeny z glukozovych
jednotek spojenych a-1,4-glykosidickymi vazbami a amylopektin se jeSté vétvi
a-1,6-glykosidickymi vazbami. Lze jej vyuzit jako substrat v biotechnologickém primyslu
k vyrobé krmiv pro zvifata s vysokym obsahem lysinu [59], bioethanolu [60], biovodiku [61],
mlécné kyseliny, poly(3-hydroxybutyratu) [62] aj.

Jestlize ma byt substratem Skrob pro cilenou produkci, at’ uz bramborovy, kukufi¢ny,
pSeni¢ny, ryzovy ¢i jiny, je potieba, aby jej kvasinky dokézaly hydrolyzovat, a to s pomoci
amylas. Existuji tfi skupiny téchto enzymu — a-amylasa, f-amylasa a glukoamylasa. a-amylasa
(0-1,4-D-glukan-glukanohydrolasa, EC 3.2.1.1) je endoamylasa, metaloenzym obsahujici
vapnik, hydrolyzujici polysacharidy s a glykosidickymi vazbami, tedy Skrob i glykogen. Podle
stupné degradace d€lime a-amylasu na sacharizujici, ktera stépi 50-60 % glykosidickych vazeb
a zkapalnujici, ktera §tépi 30-40 % glykosidickych vazeb. Jeji Cinnosti vznikd maltoza,
maltotrioza a jiné oligosacharidy. p-amylasa (a-1,4-D-glukanmaltohydrolasa, EC 3.2.1.2.) je
exoamylasa, $tépi a-1,4 vazbu za vzniku disacharidi maltozy a -dextrinu. Dalsi exoamylasa
je glukoamylasa (a-1,4-D-glukanhydrolasa, EC 3.2.1.3.), ktera je schopna §tépit a-1,4 i a-1,6
vazby a jejim ptsobenim vznika a-D-glukédza [63].

2.5.3  Odpadni glycerol

Glycerol (také znamy jako glycerin) je hlavni vedlejs$i produkt pfi vyrobé bionafty. Obecné
plati, Ze na kazdych 45 kg bionafty vznikne ptiblizn¢ 4,5 kg surového glycerolu. Vzhledem
k tomu, Ze primysl bionafty se rychle rozviji, vznika nadbytek surového glycerolu. U velkych
vyrobcl bionafty mize byt surovy glycerol modifikovan do Cisté formy apak pouzit
V potravinaistvi, farmacii nebo kosmetice. Ci§téni glycerolu je drahé a mensi vyrobci bionafty
musi hledat alternativni metody pro jeho likvidaci. Mezi metody odstranéni a vyuziti tohoto
surového glycerolu patii spalovani, kompostovani, anaerobni digesce, krmiva pro zvitata,
a termochemické/biologické konverze na produkty s ptidanou hodnotou. Tepelnou tpravou Ize
glycerol prevést na propylenglykol, acetol aj. Glycerol také slouzi jako vstupni surovina
Vv riznych fermentacnich procesech [64].

Methanol a volné mastné kyseliny (mydla) jsou hlavni nedistoty obsazené v surovém
glycerolu. Existence methanolu je zde vzhledem k tomu, ze vyrobci bionafty pouzivaji piebytek
methanolu k chemické transesterifikaci. Mydla, ktera jsou rozpustna v glycerolu, pochazi
Z reakce mezi volnymi mastnymi Kyselinami pfitomnych v pocate¢ni vstupni suroving
a katalyzatoru (baze). Surovy odpadni glycerol také obsahuje vapnik, hotcik, fosfor a siru,
jejich mnozstvi jsou v zavislosti na zdroji vstupni suroviny (fepka, soja aj.) [64].

Surovy glycerol odvozeny z alkalicky katalyzované transesterifikace ma obvykle tmavé
hnédou barvu s vysokym pH (11-12). Pti tpravé pH na neutralni hodnotu kyselinou
chlorovodikovou, vznikne z mydla volna mastna kyselina, ktera zptusobuje zakal. Po Case se
roztok rozdéli na dvé ¢iré faze, glycerol je spodni fazi [64].

2.5.4  Vyroba bionafty

Jedna se o methyl a ethyl estery mastnych kyselin (FAME a FAEE). Bionafta, téz biodiesel, je
ekologické palivo pro vznétové motory (diesely). Vyrabi se z rostlinnych oleji transesterifikaci,
nejcCasteji ze sdjoveho, slunecnicového, palmového €1 fepného, za katalyzy silnymi kyselinami
¢i zasadami. V dne$ni dobé musi vyrobci povinné piimichat 5 % bionafty do nafty vyrobené
z ropy.
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Potencial v produkci bionafty lze nalézt u biologické konverze pomoci oleogennich
mikroorganismd, které jsou definovany jako mikroby s obsahem latek lipidické povahy vys§im
nez 20 % jejich suché hmotnosti. Tyto organismy a jejich lipidy jsou oznacované zkratkou SCO
(single cell oils). Mnohé oleogenni kvasinky jsou schopné akumulovat triacylglyceroly
nad 40 % obsahu susiny. Slozeni téchto TAG je velmi podobné rostlinnym TAG. Thliveros
et al. (2014) predstavili novou metodu vyroby bionafty, kterd je vybavena systémem piimé
methanolyzy bunécné biomasy kvasinky Rhodosporidium toruloides Y4. Reakce je
katalyzovana bazicky NaOH. Zkoumali vliv koncentrace katalyzatoru a methanolu, reakéni
teplotu a dobu a obsah vlhkosti na troven esterifikace. Bylo zji$téno, Ze nejvhodné&jsi podminky
kultivace jsou 4 g/l NaOH, 1:20 (w/v) pomér methanolu k susing, po dobu 10 h pii teploté 50°C
za okolniho tlaku. Za téchto podminek je vytézek methylestert mastnych kyselin 97,7 %. Novy
zpusob piimé bazicky katalyzované methanolyzy za G¢elem produkce bionafty je mnohem
jednodussi, méné pracny, méné ¢asoveé narocny a S vys$im vytézkem nez konvencéni procesy

[65].
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3 CILE

Cilem ptedlozené prace bylo v prvni fazi vypracovani aktualni reSerSe zaméiené na identifikaci
karotenogennich kvasinek a produkci metaboliti. Dal§im cilem bylo studium produkce lipidii
a karotenoidli vybranych kment karotenogennich kvasinek, jejich molekularni charakterizace,
kultivace na zvolenych substratech véetné odpadnich substrati a ndhodnd mutageneze za cilem
zlepseni jejich produk¢nich vlastnosti a molekularni charakterizace. V rdmci optimalizace
mutageneze byla cilem selekce stabilnich mutant, ovéfeni nadprodukénich vlastnosti,
molekuldrni a metabolickd charakterizace nejlepSich produkénich mutantnich kment
ve srovnani s ptivodnimi kmeny.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 ,,Drop“ test a kultivace kvasinek
Kvasni¢ny autolyzat (Himedia; Indie)
D-gluk6za monohydrat (Penta; Cr)

Pepton (Himeda; Indie)

Siran sodny (Lach-Ner; Cr)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner; Cr)
Heptahydrat siranu hofeénatého (Lach-Ner; Cr)
Agar type | (Himedia; Indie)

Bramborovy $krob (Lach-Ner; Cr)

Odpadni syrovatka (Savencia; Cr)

Laktosa monohydrat (Lach-Ner; Cr)

Glycerol (Lach-Ner; Cr)

D-mannosa (Sigma-Aldrich; Némecko)
D-xylosa (Serva; Némecko)

Yeast Nitrogen base without Amino Acids (Sigma-Aldrich; Némecko)

4.1.2  Stanoveni redukujicich cukri — Somogyi-Nelson

Uhligitan sodny (Lach-Ner; Cr)

Hydrogenuhli¢itan sodny (Penta; Cr)

Tetrahydrat vinanu sodno-draselného (Lach-Ner; Cr)

Pentahydrat siranu méd’natého (Lach-Ner; Cr)

Molybdenan amonny (Lach-Ner; Cr)

Kyselina sirova (Penta; Cr)

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

4.1.3  lzolace DNA a analyza DNA

Triton X-10 (Sigma-Aldrich; Némecko)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Penta; Cr)

Chlorid sodny (Lach-Ner; Cr)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Penta; Cr)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner; Cr)

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

Sklenéné kulicky

Fenol-chloroform-isoamylalkohol (Sigma-Aldrich; Némecko)

PPP Master Mix (Top-Bio; Cr)

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

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs; Velka Britanie)
Syntetické primery NL1, NL4, LS2, ITS1, ITS4, ITS2, ITS3 (Elisabeth Pharmacon; CR)
DNA Ladder (Nipon Genetics; Némecko)

DNA marker (Top-Bio; Cr)
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Carrier-ACRYL (Top-Bio; Cr)
Octan sodny (Top-Bio; Cr)

96% ethanol (Top-Bio; Cr)

75% ethanol (Top-Bio; Cr)
Tris-HCI + EDTA (Top-Bio; Cr)

414 Gelova elektroforéza

Kyselina octova (Lach-Ner; Cr)

Agarosa (Thermo Fischer scientific; USA)
Ethidium bromid (Serva; Némecko)

Bromfenolova modréa — sodna siil (Serva; Némecko)
DNA marker (Top-Bio; Cr)

MiliQ voda pro PCR

415 DGGE

Akrylamid (Serva; Némecko)
N,N'-methylenbisakrylamid (Serva; Némecko)
Formamid (Sigma-Aldrich; Némecko)
Mocovina (Penta; Cr)

TAE pufr

4.2 Pouzité vybaveni

Centrifuga vysokorychlostni chlazena (Hermle; Némecko)
Centrifuga chlazena (Eppendorf; Némecko)
Elektroforeticka komora (Bio-rad; USA)

ELISA Reader (BioTek; USA)

Filtry pro HPLC, PRE-CUT, (Alltech; Velka Britanie)
Fluorescen¢ni mikroskop pro biotechnologii (Labomed; USA)
Inkubator INCU-Line (VWR Collection; USA)

Laminarni box (Esco; Singapur)

Mikrocentrifuga (Labnet international; USA)

Opticko mechanicky adaptér (Canon; Japonsko)

PCR cykler (Bio-rad; USA)

Pratokovy cytometr (Apogee flow systems; Velka Britanie)
Susarna (Memert; Némecko)

UV/VIS spektrofotometr (Boeco; Némecko)

UV transiluminator (Major Science; USA)

Vakuova odparka RV 06 (IKA; Nemécko)

Zdroj napéti (Major Science; USA)

421 RP-HPLC/PDA

Soustava HPLC/MS (Thermo Fischer scientific; USA)

Termostat — LCO 10, Column Oven (ECOM; Cr)

Detektor PDA — PDA Plus Detector (Thermo Fischer scientific; USA)
Pumpa — MS Pump Plus (Thermo Fischer scientific; USA)
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
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Kolona Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm (Phenomenex; USA)
Drzék predkolony — KJO - 4282, (ECOM,; Cr)
Piedkolona — C18, AJO — 4287 (Phenomenex; USA)

4.3 Pouzité druhy kvasinek
Druhy kvasinek vtéto praci byly vybrany podle jejich fyziologické podobnosti
a taxonomického zafazeni (Tab. 1: Pouzité druhy karotenogennich kvasinek.

Tab. 1: Pouzité druhy karotenogennich kvasinek a jejich sbirkové cislo CCY (Culture
Collection of Yeasts).

Oznaceni Druh Sbirkové Cislo
2 Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33
3 Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26
10 Sporobolomyces salmonicolor CCY 19-4-6
11 Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3
12 Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4
18 Rhodotorula toruloides CCY 20-7-28
19 Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6
20 Sporobolomyces metaroseus CCY 19-6-20

Ciselnyrn oznacenim karotenogennich kvasinek 2, 3, 10, 11, 12, 18, 19 a 20 budou dané
druhy kvasinek znaeny v praktické ¢asti dokumentu.

4.4 Pouzité metody
441 Molekularni metody

4.4.1.1 lzolace DNA

Nejprve byl ptipraven lyzaéni pufr podle

Tab. 2: Chemikalie pro pfipravu lyza¢niho pufru.. Do zkumavek typu Eppendorf obsahujici
300 pl lyzaéniho pufru a asi 0,3 g sklenénych kuli¢ek byly ptidany kvasinky z agarové plotny.
Do pufru bylo pfidano 300 pl fenol-isoamylalkoholu. Mikrozkumavky byly vortexovany
10 minut a poté centrifugovany 5 minut pti 13 000 rpm. Vrchni faze byla odebrana a bylo k ni
ptidano 500 pl vychlazeného 100% ethanolu (pro UV-VIS). Vzorky byly ponechany na 20 min
v -20°C a poté byly centrifugovany 10 min pii 13 000 rpm. Ethanol byl odstranén a k DNA
bylo pfidano 500 pl vychlazeného 70% ethanolu a poté byly vzorky opét centrifugovany 10 min
pti 13 000 rpm. Ethanol byl opatrné¢ odsdn a DNA se nechalo schnout v mikrozkumavkach
s otevienym vickem pfii 37°C. Vysusena peleta byla rozpusténa ve 200 pl mili-Q vody.
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Tab. 2: Chemikalie pro pripravu lyzacniho pufru.
Vysledna koncentrace chemikalie
2% Triton X-10
1% dodecylsiran sodny (SDS)
100 Mm NaCl
10 Mm Tris-HCI (pH 8)

4.4.1.2 ,,Nested“ PCR oblasti ITS1, ITS2 a D1/D2 velké ribozomalni podjednotky

Optimalizace PCR dlouh¢ oblasti kvasinkové rDNA byla amplifikovdna pomoci primera ITS1
a NL4 a za pouziti ¢tyf riznych kit: Top-Bio [66], KAPA2G Robust [67], KAPA Long Range
[68] a BioLabs [69]. Pro amplifikaci oblasti ITS1 byly pouzity primery ITS1-GC a ITS2,
pro amplifikaci oblasti 5,8S-1TS2 primery ITS3 a ITS4-GC a pro amplifikace D1/D2 oblasti
primery NL1 a LS2 (Tab. 7). Pro amplifikaci kratkych Gsekit DNA byly pouzity kity KAPA2G
Robust [67], KAPA Long Range [68] a BioLabs [69].

Master Mix znacky Top-Bio se dodava 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8
(25°C), 40 mM (NH4)2S0s4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgClz, 400 uM dATP, 400 uM dCTP,
400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerasy, monoklonalni protilatka
anti-Tag (38 nM), barvivo, stabilizatory a aditiva [66]. Reak¢éni smés o objemu 25 ul byla
ptipravena smisenim 12,5 pul Master Mixu, 9,5 ul H2O pro PCR, 1 ul forward primeru 10x
fedéného, 1 pl reverse primeru 10x fedéného a 1 pl templatové DNA. Reakéni smés v 0,2 ml
zkumavkach byla promichéana, zvortexovana a umisténa do PCR termocykleru. Program PCR
termocykleru byl nastaven podle Tab. 3.

Tab. 3: Podminky programu PCR pro kit Top-Bio.

Teplota Doba Pocet cykli
Uvodni denaturace 94; 95°C 2:5; 10 min 1
Denaturace 94; 95°C 15;30s
Nasednuti primeru 56°C 15;30's 30; 35
Elongace 72°C 305s;1; 2 min
Finalni extenze 72°C 2: 5 min 1
Chlazeni 4°C 5 min 1

Reakéni smés kitu KAPA2G Robust o objemu 25 pl byla pfipravena smisenim 5 pl 5X
KAPA2G pufru A obsahujiciho 1,5 mM MgClz, 0,5 ul 10 mM dNTP, 1,25 ul forward primeru
10x fedéného, 1,25 ul reverse primeru 10x fedéného, 1 pl templatové DNA a 0,1 ul a 0,2 ul
5 U/ul KAPA2G Robust DNA polymerasy, jejiz finalni koncentrace byla 0,5 U a 1 U. Reak¢ni
smés byla doplnéna do 25 pl sterilni PCR vodou a v 0,2 ml zkumavkach byla promichéna,
zvortexovana a umisténa do PCR cykléru. Program PCR termocykleru byla nastaven podle
Tab. 4.
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Tab. 4: Podminky programu PCR cykléru pro kit KAPA 2G Robust.

Teplota Doba Pocet cykli
Uvodni denaturace 95; 96°C 5: 10 min 1
Denaturace 95; 98°C 15; 30 s
Nasednuti primeru 56; 58; 60°C  15;30s 30; 35
Elongace 72°C 30sal;2min
Finalni extenze 72°C 2 min 1
Chlazeni 4°C 5 min 1

Reakéni smés kitu KAPA Long range o objemu 25 pul byla pfipravena smisenim 5 pl 5X
KAPPA LR pufru bez Mg#*, 1,75 pl 0,25 mM MgClz, 0,75 ul 10 mM dNTP, 1,25 ul forward
primeru 10x fedéného, 1,25 ul reverse primeru 10x fedéného, 1 pl templatové DNA a 0,1 pl
5 U/ul KAPA LongRange DNA polymerasy. Reak¢éni smés byla doplnéna do 25 pl sterilni PCR
vodou a v0,2ml zkumavkich byla promichana, zvortexovana a umisténa do PCR
termocykleru. Program PCR termocykleru byla nastaven podle Tab. 5.

Tab. 5: Podminky programu PCR pro kit KAPA Long range.

Teplota Doba Pocet cykli
Uvodni denaturace 94°C 2 min 1
Denaturace 94°C 15s
Nasednuti primeru 56; 58;60°C 155 30
Elongace 72°C 30sal;2min
Finalni extenze 72°C 5 min 1
Chlazeni 4°C 5 min 1

Reakéni smés kitu New England BioLabs o objemu 25 pl byla pfipravena smisenim 5 pl 5X
Q5 reakéniho pufru, 5 ul 5X Q5 High GC enhanceru, 0,5 ul 10 mM dNTP, 1,25 ul forward
primeru 10x fedéného, 1,25 ul reverse primeru 10x fedéného, 1 pl templatové DNA a 0,1 pl
Q5 High-Fidelity DNA polymerasy. Reak¢ni smés byla doplnéna do 25 pl sterilni PCR vodou
av 0,2 ml zkumavkach byla promichana, zvortexovana a umisténa do PCR termocykleru.
Program PCR termocykleru byla nastaven podle Tab. 6.

Tab. 6: Podminky programu PCR pro kit New England BioLabs.

Teplota Doba Pocet cykli
Uvodni denaturace 98°C 30s 1
Denaturace 98°C 10s
Nasednuti primeru 56°C 30s 30
Elongace 72°C 455s; 1,5 min
Finalni extenze 72°C 5 min 1
Chlazeni 4°C 5 min 1
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Tab. 7: Primery pouzité pro jednotlivé amplifikacni kroky ,,nested“ PCR a jejich sekvence.

o= Oblast 1TS1-5,8S-1TS2 a D1/D2
2z E Primer | Sekvence
S S |ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3*
NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3°
Oblast ITS1
Primer Sekvence
ITS1-GC | 5’°CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGECGGAGAE
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3¢
> ITS2 5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3¢
£ | Oblast 5,85-1TS2
‘5 | Primer | Sekvence
g | ITS3 5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3¢
g ITS4-GC | 5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGG
> TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
Oblast D1/D2
Primer Sekvence
NL1 5’-GCCATATCAATAAG-3*
LS2 5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3°

4.4.1.3 Ethanolova precipitace PCR produkti

Templatovd DNA byla pie¢isténa pomoci linearniho polyakrylamidu Carrier-ACRYL.
Ke 25 ul DNA byl ptidan 1 pl Carrier-ACRYLU, 2,5 pl 3M roztoku octanu sodného o pH 5,2
a 75 ul 96% EtOH, smés byla promichana a ponechana po dobu nejméné 30 min v mrazaku
pii -20°C. Smés byla centrifugovana pti 14 000 rpm po dobu 15 min pii 4°C. Supernatant byl
opatrn¢ odstranén a Kk pelet¢ bylo piidano 200 ul 75% EtOH a nasledovalo centrifugovani
pti 14 000 rpm po dobu 2 min pti 4°C. Supernatant byl opatrné odstranén, peleta byla vysusena
a rozpusténa ve 25 pl 10 mM Tris-HCI + 1 mM EDTA pufru [70].

4.4.1.4 Gelova elektroforéza DNA

Byl pfipraven zasobni pufr TAE 50krat koncentrovany podle Tab. 8. Byl ptipraven agarosovy
gel rozpusténim 1,8 g/l agarosy v 1x TAE pufru spolu s cca 200 pl ethidium bromidu. Gel byl
nalit do horizontalni elektroforetické cely a do gelu byl umistén hieben. Po zatuhnuti gelu bylo
do jamek naneseno 14 ul kvasinkové DNA spolu s 6 ul barviciho pufru (0,5 ml 2%
bromfenolové modie a 7 ml glycerolu na 10 ml demineralizované vody) a5 pl ladderu
(200-1 500 bp). Separace PCR produktti probihala po dobu 1 hod pii 110 V a 400 mA.

Tab. 8: Slozeni v 1 1 50krat koncentrovaného TAE pufru.

Chemikalie MnoZstvi
Tris-HCI 242 g
Koncentrovana kyselina octova 51,1 ml
0,5M EDTA (pH 8) 100 ml
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4415 DGGE

Po vizualizaci uspé$né amplifikace kratkych tsekit DNA na gelové elektroforéze byly vzorky
dale analyzovany metodou DGGE.

Bylo piipraveno 200 ml zasobniho 40% roztoku AA/Bis, slozeného ze 76 g akrylamidua 4 g
N,N’-methylen-bis(akrylamidu). Ze zasobniho 40% roztoku byly pfipraveny 8% roztoky
AA/Bis Vv lkrat TAE pufrus 30 %, 50 %, 60 %, 70 % a 80 % denatura¢nich ¢inidel. Denaturaéni
fada byla ptipravena podle Tab. 9.

Tab. 9: Slozeni denaturacni Fady pro DGGE v 8% roztoku AA/Bis.

Denaturacni ¢inidlo 30 % 50 % 60 % 70 % 80 %
Formamid (ml) 12 20 24 28 32
Mocovina (g) 12,6 21,0 25,2 29,4 33,6

Byla pfipravena aparatura pro piipravu akrylamidového gelu (Obr. 10). Jako stop gel bylo
pouzito 5 ml 8% AA/Bis roztoku, po ztuhnuti gelu bylo mezi skla davkovanol0 ml gelu
s dvéma rozdilnymi koncentracemi denaturacnich ¢inidel v zavislosti na typu PCR produktl
ajejich Tm. ProITS1 oblasti kvasinkové DNA byl pouzit denatura¢ni gradient 60-80 %,
pro ITS2 50 — 70 % a pro D1/D2 30 — 50% a 50 — 80 %. Nakonec byla vrchni ¢ast gelu zalita
8% akrylamidovym gelem bez denaturac¢nich ¢inidel, do néhoz byl umistén hiebinek
pro vytvoreni jamek v gelu. Gely byly nanaSeny pomoci plnicich stfikacek a jehly a na naneseni
gelu s denatura¢nimi ¢inidly bylo pouzito michaci zafizeni pro tvorbu denaturujiciho gradientu.
Polymerace AA/Bis roztoku byla iniciovana za pouziti 40 ul persulfatu amonného ptipravené¢ho
rozpusténim 0,1 g APS v 1 ml deionizované vody a 8 ul TEMEDu (N,N'-tetramethylendiamin).

Obr. 10: Zarizeni pro nanaseni AAIBIS gelu s denaturacnim gradientem.

Ptipraveny gel byl umistén do elektroforetické vany obsahujici 7 litri 1x TAE pufru.
Po vyhrati elektroforetického pufru i gelu na 60°C bylo naneseno 10 pul PCR produkti
smisenych s 5 ul bromfenolové modii (0,5 ml 2% bromfenolové modii a 7 ml glycerolu
na 10 ml demineralizované vody). Po naneseni vzorkli nésledovala samotnd separace
jednotlivych PCR produkt v denatura¢nim gradientu DGGE. Elektroforeticka komora byla
napojena na zdroj proudu 140 mA a napéti 100 V a separace PCR produktt probihala po dobu
12 hodin pii 60°C. Po probéhnuti denaturacni gradientové gelové -elektroforézy byl
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polyakrylamidovy gel pifemistén z formy do barvici 1azné obsahujici 250 ml 1IXTAE pufru
a 50 ul ethidiumbromidu o koncentraci 10 mg/ml na dobu 20 minut. Gel byl vizualizovan
pod UV zafenim.

4.41.6 Sekvenace oblasti ITS1-5,85-1TS2 a D1/D2

Samotné sekvenaci dlouhé oblasti ribozomalni DNA piedchédzela izolace DNA vybranych
karotenogennich kvasinek, amplifikace dlouhé oblasti rDNA a jeji ethanolové piecisténi.
Nasledn¢ byla zmétena koncentrace amplifikované DNA a provedena elektroforéza. K DNA
vzorktim bylo pfidano 25 pmol primeru ITS1.

Sekvenace na zakazku zajist'uje firma SEQme s.r.o. [71]. Ziskané vysledky byly zpracovany
ve formatu FASTA a nésledn¢ byly vyhodnoceny pomoci algoritmu sluzby BLAST databéaze
National Center for Biotechnology Information (NCBI) [72].

442 Kultiva¢ni metody

4421 ,Drop“ test

Jako prvni byla nutna piiprava sterilniho materidlu a inokula¢nich médii pro kvasinky. Byly
vysterilovany zkumavky obsahujici 5 ml YPD média pfipraveného rozpusténim 10 g/l
kvasni¢ného autolyzatu, 20 g/l peptonu a 20 g/l D-glukézy v destilované vodé. Do sterilnich
zkumavek byly v ockovacim boxu zaockovany druhy kvasinek z agarovych ploten podle Tab.
1. Kultury byly kultivovany po dobu 24 hodin na tfepacce pii 22°C pii 220 rpm.

Druhy den byly kultury kvasinek sterilné pfeneseny do mikrozkumavek. Vsechny druhy
kvasinek byly pozorovany pod optickym mikroskopem s imerznim olejem (zvétSeni 1 000x)
za ucelem zjisténi ptipadné kontaminace. Dale bylo zméteno ODeoo pro 20krat fedénou kulturu
kvasinek. Ze zmétené absorbance bylo vypocteno potiebné fedéni kultur kvasinek k dosazeni
ODeoo=1. Takto byly kultury kvasinek nafedény, nasledné centrifugovany 1 minutu
pii 14 000 rpm, supernatant byl odlit a k sedimentu bylo pipetovano 1 ml sterilni vody. Opét
nasledovala centrifugace, supernatant byl odpipetovan a sediment byl opét rozsuspendovan
v 1 ml sterilni vody. Takto ziskané fedéni kultur kvasinek bylo dale nafedéno 10x, 100x
a 1 000x.

Byly nachystany dvé sady tuhych médii ke sterilaci, jedna sada obsahovala 4 g/l (NH4)2SOs,
4 g/l KH2POg4, 0,7 g/IMgS0a4.7 H20 a 30 g/l agaru, druha sada obsahovala 2 g/l KH2PO4a 30 g/l
agaru. Ob¢ sady obsahovaly 0,5% (w/v) substraty: D-gluk6za monohydrat, bramborovy
rozpustny Skrob, laktéoza monohydrat, glycerol, syrovatka, D-mandza a D-xyloza a také
kontrolni médium bez substratu. Po sterilaci bylo do druhé sady médii piidano 1,33 ml roztoku
vitaminl (Yeast Nitrogen base without Amino Acids) rozpuSténych ve vodé¢ a sterilng
prefiltrovanych. Média byla sterilné nalita do osmnacti misek. Piehled piipravenych médii je
uveden v Tab. 10.
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Tab. 10: Prehled pouzitych médii pro ,,drop “ test.

Petriho misky
Pouzita chemikalie Bez vitamini (20 ml) S vitaminy (20 ml)

(NH4)2SO4 4 g/l -
KH2PO4 4 g/l 29/l
MgSO4.7 H20 0,696 g/l -
Agar 30 g/l 30 g/l
Yeast Nitrogen base - 1,33 ml

Na pfipravené misky s médiem byly rozpipetovany 3 ul fedénych kultur kvasinek podle Tab.
11.

Tab. 11: Rozmisténi kvasinek na tuhém médiu pro ,,drop “ test. Oznaceni kvasinek podle Tab.
1.

Oznaceni kvasinky
Redéni | 2 3 10 11 12 18 19 20
1x ° ° ° ° ° ° ° °
10x ° ° ° ° ° ° ° °
100x ° ° ° ° ° ° ° °
1 000x ° ° ° ° ° ° ° °

4.4.2.2 Kaultivace karotenogennich kvasinek a odbér vzorki

Kvasinky byly sterilné zaoCkovany na agarovou plotnu. Dalsi den byly sterilné pieockovany
do 16 Erlenmayerovych ban¢k s 20 ml YPD média (10 g/l kvasni¢ného autolyzatu, 20 g/l
peptonu a 20 g/l D-glukdzy rozpusténé ve vode), kazdy druh byl inokulovan do dvou bangk.
Nasledujici den byly pieneseny do 50 ml inokulaéniho média podle Tab. 12 tak, aby finalni OD
inokula bylo 0,5. Kvasinky byly ponechéany rtist na tiepacce pii 22°C do druhého dne.

Bylo pfipraveno a sterilovano 16 Erlenmayerovych ban¢k se 100 ml produkéniho média.
Bylo zméteno OD inokula pii vlnové délce 600 nm a bylo vypocteno jejich tfedéni
do produkéniho média na findlni hodnotu ODeoo 0,5. Kvasinky byly 2krat promyty
od rustového média produkénim médiem a pteneseny do 100 ml produkéniho média (pH 4,9,
Tab. 12).

Tab. 12: Slozeni inokulacniho a produkcniho média.

Pouzita chemikalie Inokulaé¢ni médium Produkéni médium
D-gluk6za monohydrat 334/ 33/l
(NH4)2S04 4 g/l 2,8 g/l
KH2PO4 4 g/l 4 g/l
MgS04.7 H20 0,696 g/l 0,696 g/l

Kultury kvasinek byly kultivovany pii 22°C a v nésledujicich ¢asovych intervalech byly
odebirany vzorky: po 24, 32,48, 56 a 72 hodinach. OD bylo méfeno pti 600 nm. Bylo odebirano
10 ml metaboliti K nasledné extrakci karotenoidti a lipidi, vzorky byly centrifugovany,
supernatant byl odlit do mikrozkumavek na zméteni utilizace glukozy v produkénim médiu.
Vzorky pro méfeni metaboliti a glukozy byly zamrazeny. Dale byly odebirdny 3 ml kultury
do kyvet, kvasinky byly promyty 2krat 2 ml destilované vody, poté byly kvasinky pieneseny
na predem zvazené misky, které byly umistény do susarny na 2 dny a nasledné do exsikéatoru
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na 1l den. Poté byla zvazena biomasa. Pfehled odebiranych vzork je uveden na Obr. 11:
Ptehled a mnozstvi odebiranych vzorkl po 24, 32, 48, 56 a 72 hodinach kultivace..

24 hodin 32 hodin 48 hodin 56 hodin 72 hodin

- ODgq (Fedéni 10x, 20x) - ODgpq (Fedéni 10x, 20x) - ODgqq (Fedéni 20x) - ODgqq (fedéni 10x, 50x) - 10 ml kavrotevnc!idy + lipidy
- 3 ml biomasa - glukdza - 3 ml biomasa - glukdza - ODgqq (Fedéni 10x, 50x)
- glukdza - glukéza - 3 ml biomasa

- glukéza

Obr. 11: Prehled a mnozstvi odebiranych vzorkii po 24, 32, 48, 56 a 72 hodindch kultivace.

4.4.2.3 Stanoveni glukozy dle Somogyi — Nelsona

Meédné ionty (Cu®) vzniklé reakci Cu?* s redukujicim cukrem, v naSem piipadé s glukézou,
redukuji v alkalickém prostfedi za zvySené teploty (100°C) arsenomolybdenovou kyselinu
na molybdenovou modf. Zbarveni je méteno spektrofotometricky.

Pro méfeni utilizace glukozy kvasinkami byl pouzit supernatant po odstranéni biomasy
pomoci centrifugace. Stanoveni bylo provedeno po 24; 32; 48; 56 a 72 hodinach kultivace. Byly
ptipraveny tfi zasobni roztoky o objemech 500 ml rozpusténé v destilované vodé (Tab. 13).
Nelsonovo ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 25 g molybdenanu amonného ve 450 ml
destilované vody, bylo pfiddno 21 ml koncentrované H2SOs4 a poté 2 g NaHAsO4.7H20
ve 25 ml H20O. Nelsonovo ¢inidlo bylo inkubovano po dobu 48 h a po celou dobu skladovani
byly roztoky uschovany na misté bez ptistupu svétla.

Tab. 13: Pouzité chemikdlie a mnozstvi pro pripravu 1 [ roztokii.

Chemikalie MnoZstvi

Na2,CO3 30 g/l
Somogyiho NaHCO3 20 g/l
roztok | Na2SO4 180 g/l

Vinan sodno-draselny  15¢
Somogyiho CuSO4.5H,0 20 g/l
roztok 11 Na2SO4 120 g/l

Pro stanoveni mnoZstvi glukézy byla pfipravena kalibracni sada roztokl
glukozy o koncentraci: 35; 30; 25; 20; 15; 10; 5; 2,5; a 1 g/l. Roztoky byly nasledné 100krat
fedéné. K 100 pl fedénych roztokl glukézy ve sklenénych zkumavkach bylo pfidano 900 ul
destilované vody, 500 ul roztoku Ia 500 ul roztoku II. Zkumavky byly ponechany po dobu
10 minut v horké vodni lazni a nasledn¢€ byly ochlazené na laboratorni teplotu a zvortexovany.
Ke smési bylo ptfidano 500 pl Nelsonova ¢inidla a 7,5 ml destilované vody, zkumavky byly
zvortexovany. Roztoky glukézy byly fedény do kyvet podle potieby tak, aby absorbance
na UV-VIS spektrofotometru pii 720 nm nepfesahovala hodnotu 1. Blankem byla destilovana
voda. Stejnym zplusobem byla métena glukéza v odebranych vzorcich, vzorky byly fedéné
destilovanou vodou podle potieby.

4.4.2.4 1lzolace lipida a karotenoidi extrakei podle Folche

10 ml odebrané kvasinkové biomasy bylo vortexovano 30 minut bez piistupu svétla s 2 ml
sklenénych kuli¢ek a 5 ml chloroformu a methanolu v poméru 2:1 (v/v). Po vortexovani byly
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k biomase piidany 2 ml 0,034% roztoku MgCl, abiomasa byla vortexovana 10 minut.
Nasledné byly vzorky centrifugovany 5 minut na 7 000 rpm p#i 4 °C. Poté byla pomoci vakuové
vyvévy odstranéna vrchni faze extrakce. K organické fazi byly pfidany 4 ml chloroformu,
destilované¢ vody a methanolu v poméru 48:47:3 (v/v/v) a vzorky byly vortexovany 10 s.
Nasledovala centrifugace 5 minut na 7 000 rpm pii 4 °C. Poté byla pomoci vakuové vyvévy
odstranéna vrchni faze extraktu. Organickd faze byla pfevedena do sklenéné odmérné
zkumavky. Zbytek biomasy a sklenénych kulicek bylo promyto 4 ml chloroformu a methanolu
v poméru 2:1 (v/v) a ktomu 2,5 ml chloroformu, destilované vody a methanolu v poméru
48:47:3 (vivIV) avzorky byly vortexovany 20 min. Nasledné byly vzorky centrifugovany
po dobu 5 minut pii 7 000 rpm ve vychlazené centrifuze. Poté byla pomoci vakuové vyvévy
odstranéna vrchni faze extrakce. Organicka faze byla pievedena do sklenéné odmérné
zkumavky. Vzorky v chloroformu byly rozdéleny na dvé poloviny a ulozeny pro analyzu
karotenoidu a ergosterolu pomoci HPLC a enzymatické stanoveni lipidi.

4.4.2.5 Enzymatické stanoveni lipidi

Triacylglyceroly byly stanoveny pomoci Serum Triglyceride Determination kitu
(Sigma-Aldrich) obsahujici Triglyceride reagent a Free glycerol reagent [73]. Stanoveni je
zalozeno na Stépeni TAG lipoproteinovou lipasou za vzniku glycerolu a mastnych kyselin.
Stanovovany glycerol je nasledné¢ dvoukrokové oxidovan za vzniku H202, ktery v reakci
s 4-aminoantipyrinem a N-ethyl-N-(3-sulfopropyl) m-anisidinem sodnym dava chinoniminové
barvivo, které ma absorp¢ni maximum pii 540 nm a dava fialové zabarveni (Obr. 120br. 13).

Lyofiliozat Free glycerol reagent byl rozpustén ve 40 ml mili-Q vody a lyofilizat
Triglyceride reagent byl rozpustén v 10 ml mili-Q vody. Roztoky byly promichany a smiseny
dohromady. Bylo pipetovano 15 ul vzorku pro stanoveni lipida do 96-jamkové mikrotitracni
desticky. Poté bylo na desticku pipetovano 10 pl 1x, 2x, 3x, 4x, 5x a 6x fedéného glycerolového
standardu (Obr. 12). Na misto blanku a vzorku na desti¢ce bylo pipetovano 10 pl destilované
H20. Nasledné bylo na desticku naneseno 200 pl reagentu. Desti¢ka byla umisténa do ELISA
readeru, ktery byl nastaven na inkubacni teplotu 37°C a byla métena kinetika probihajici reakce
pfi vlnové délce 562 nm. Absorbance byly odecteny v Case nejvyssi absorbance pro dany
vzorek a standard. Obsah glycerolu ve vzorku byl vypoc¢ten z kalibraéni kiivky glycerolu, kde
koncentrace standardu 2,5 mg/ml odpovida koncentraci trioleinu 0,26 mg/ml.

3 10 11 12 18 19 20

Glycerolovy
standard

Obr. 12: ELISA desticka s reakcni smési stanovujici TAG ve vzorku. Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.
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1. Hydrolyza triacylglycerolu

H,C—0=CO=-R Lipoproteinova‘ H,C—OH
| lipasa
Rz-CO-O-(l:H + 3H0 o Ho-(l;H + 3 RCOOH
H,C—0-CO=-R; H,C—OH Mastné kyseliny
Triacylglycerol Glycerol

2. Fosforylace glycerolu

H,C—OH : H,C—OH
| Glycerolkinasa |
HO-?H + ATP o HO-?H + ADP
H,C—OH H,C—0-PO3?"
Glycerol Glycerol-3-fosfat

3. Oxidace glycerol-3-fosfatu a vznik peroxidu vodiku

H2(|:—OH Glycerol-3-fosfat HZ?_OH
HO-CH + 0, i 0=¢ +  H0,
—_0- 2= o 2- Peroxid
H,C—0-PO; H,C—0-PO3 vodiku
Glycerol-3-fosfat Dihydroxyacetonfosfat
4. Oxidacni kopulace a vznik barevného produktu
D 4 Peroxidasa Chi b
erivat inoniminové barvivo
<~ MNo * fonolu + H202 > Barevny produkt H20
N7 Peroxid
— vodiku
NH,

4-Aminoantipyrin

Obr. 13: Princip enzymatického stanoveni TAG. Prevzato z [14].

4.4.2.6 Stanoveni karotenoidu a ergosterolu pomoci RP-HPLC/PDA

Ziskany vzorek po extrakci kvasinkové biomasy byl odpafen na vakuové rota¢ni odparce
a odparek by rozpustén v 1 ml chloroformu uréeného pro HPLC a nasledné byl zfiltrovan ptes
0,2 um filtr pomoci stiikacky. K chromatografické analyze karotenoidti a ergosterolu byla
pouzita soustava RP-HPLC/PDA od firmy Thermo Fisher Scientific, USA. Analyzovana data
byla zpracovana chromatografickym softwarem X-Calibur. Vzorek byl vstriknut do injektoru
a nanesen na nepolarni chromatografickou kolonu C18 Kinetex of firmy Phenomenex, USA.
Mobilni faze A byla slozena z acetonitrilu, methanolu a 0,1 mM TRIS-HCI (pH 8) v poméru
84:2:14 a mobilni faze B byla sloZena z ethylacetatu a methanolu v poméru 40:60. Rezim
gradientové eluce byl nastaven nasledovné: 0—11 minuta 100% mobilni faze A, 12—-17 minuta
100% mobilni faze B a 18-23 minuta 100% mobilni faze A. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min.
Separace nepolarnich latek probihala pii 25°C po dobu 23 minut a detekovana na pomoci
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detektoru diodového pole (PDA), ktery dokdze snimat celé¢ spektrum v realném case.
Karotenoidy byly méteny pfi vinové délce 450 nm a ergosterol pii vlnové délce 285 nm.
Mnozstvi latek bylo vypoéteno z ploch pikt v chromatogramu Vv porovnani Se standardy
(B-karoten a ergosterol). Byl vypocten i pomér B-karotenu vici celkovym karotenoidim.

443 Mutageneze

Na fyzikalni mutagenezi UV zafenim byl vybran jeden druh karotenogenni kvasinky
na zakladé nejlepsi produkce karotenoidd, lipidii a ergosterolu vztazenych na suchou biomasu
podle kapitol 4.4.2.44.4.2.5a4.4.2.6.

Na sadu misek s YPD médiem byla zaockovana kultura R. toruloides CCY 20-7-28,
po 72 hod kultivace byly jednotlivé misky ozafeny po dobu 1, 3 a 5 min pod UV zafenim
0 vlnové délce 264 nm. Ozatena kultura byla pievedena z misek pomoci média bez obsahu
zdroje uhliku do 15 ml kyvet. Z kyvet pak bylo pouZzito 800 pl kultury na zao¢kovani tekutych
médii s obsahem glukdzy, syrovatky a glycerolu (Tab. 14).

Tab. 14: Slozeni tekutych i pevnych médii.

Pouzita chemikalie Glukoza Syrovatka Glycerol
D-glukoéza 30 g/l 59/l -
Lyofilizovana syrovatka - 39,2 g/I* -
Glycerol - - 30 g/l
(NH4)2SO4 4 g/l 1,82 g/l 4 g/l
KH2PO4 4 g/l 4 g/l 4 g/l
MgS0O4.7 H20 0,696 g/l 0,696 g/l 0,696 g/l
Kvasni¢ny autolyzat - 1,59/l -

*Mnozstvi syrovatky bylo pfepo¢itano na finalni obsah laktozy 30 g/l.

Nasledujicich 24 hodin byly buniky kultivovany bez ptistupu svétla, aby nedoslo k foto-
reparaci piipadnych mutaci vzniklych UV zétenim. Po 72 hod kultivace byly bunky
inokulovany na pevném médium s 20 g/l agarem (Tab. 14) a s obsahem glukdzy, syrovatky
a glycerolu. Po 72 hodinach byly vyselektovany kolonie s nejintenzivnéjSim zbarvenim.
Po dalsich 72 hodinach byly vybrany nejrychleji rostouci kultury a zo¢kované do 5 ml YPD
média. Po 24 hodinach byly pieockované do produkéniho média s obsahem glukozy, syrovatky
a glycerolu (Tab. 15) a po 72 hodinach doslo k analyze produkce karotenoida a lipidi pomoci
prutokové cytometrie.

Tab. 15: Slozeni produkénich médii pro adaptaci mutantnich kmenii na odpadni substrat.

Pouzita chemikalie Glukoza Syrovatka Glycerol
D-glukoza 30 g/l 59/l -
Lyofilizovana syrovatka - 39,2 g/I* -
Glycerol - - 30 g/l
(NH4)2S04 2,89/l 1,82 g/l 2,8 g/l
KH2PO4 4 g/l 4 g/l 4 g/l
MgSO4.7 H20 0,696 g/l 0,696 g/l 0,696 g/l
Kvasni¢ny autolyzat 1,59/l 1,59/l 1,59/l

*Mnozstvi syrovatky bylo pfepoc¢itano na finalni obsah laktozy 30 g/l.
Na zédklad¢ vysledkli prutokové cytometrie byly vybrany dvé nejlep$i mutantni kolonie
pro naslednou kultivaci na glukézovém, syrovatkovém a glycerolovém médiu (podle kapitoly
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4.4.2.2). Po 72 hodinové kultivaci byly odebrany vzorky pro méfeni celkovych karotenoidu,
B-karotenu, ergosterolu a lipidii. Metabolity byly pfepocteny na mnozstvi suché biomasy.

4.4.3.1 Prutokova cytometrie
Buiiky v produkénim médiu pro pratokovou cytometrii byly podle potfeby nafedény. Bunky
Vv syrovatkovém médiu byly navic dvakrat promyty demineralizovanou vodou.

Program pratokového cytometru Apogee byl nastaven na pritok 4,17 ul/min a objem nasati
vzorku byl 100 ul. Doba méfeni byla 30 s. Pocet bun¢k byl stanoven z rozptylu pifimého
i bo¢niho svétla (kanal SALS-LALS). Primérna velikost bun¢k byla stanovena z rozptylu
ptimého svétla (kanal SALS) a mnozstvim vnitrobunééného materidlu bylo stanoveno
z rozptylu bo¢niho svétla (kanal LALS). Karotenoidy byly stanoveny pii 590 nm. Nasledné byl
ke vzorkim piidan 1 pl fluorescenéniho barviva — nilské Cervené a byly stanoveny lipidy
pii 590 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Molekularni ¢ast

5.1.1 lzolace DNA, PCR a gelova elektroforéza

Po ovéieni uspésnosti izolace DNA karotenogennich kvasinek na gelové elektroforéze (Obr.
14) byla tieba amplifikovat pozadovany usek DNA. Z naméfenych hodnot koncentraci DNA
na UV/VIS spektrofotometru bylo DNA fedéno na vhodnou koncentraci vV rozmezi 1 ng-1 pg.

bp NK 2 3 10 1112 1819 20

1 500
1200
1 000

800

500

Obr. 14: Separovand DNA karotenogennich kvasinek po fenol-chloroformové extrakci na 1,8%
agarozovém gelu. Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.

,Nested“ PCR nachazi vyuziti pfi identifikaci a taxonomickém zatazeni kvasinek, kde jsou
nejCastéji amplifikovany hypervariabilni oblasti DNA ITS1, 5,8S-ITS2 a oblast velké
ribosomalni jednotky (26S) D1/D2. Tento typ PCR je nejcastéji pouzivan kvili vysoké citlivosti
a specifité. Optimalizace metody ,nested“ PCR spocivala ve vybéru vhodného kitu
pro amplifikaci DNA. Pro amplifikaci dlouhych usekti rtDNA s primery ITS1 a NL4 byly
vhodné kity KAPA2G Long Range a kit Q5 High-Fidelity DNA polymerase od firmy BioLabs.
Top-Bio kit a kit KAPA2G Robust nebyly vhodné pro amplifikaci oblasti ITS1-5,8S-1TS2
a D1/D2 ribozomalni DNA pravdépodobné k vili vysokému zastoupeni GC bazi. Gelovou
elektroforézou byla ur¢ena ptiblizna velikost dané oblasti DNA a to ~1 300 bp (Obr. 15).

45



bp 2 3 10711 12: 18 19 20

3000

1500
1 000

500

Obr. 15: Amplifikovany dlouhy usek rDNA karotenogennich kvasinek na 1,8% agarozovém gelu.
Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.

Pro amplifikaci kratkych tsekti rDNA, coz jsou ITS1, 5,8S-1TS2 a D1/D2 byly vhodné
vSechny tii pouzité kity — KAPA2G Robust, KAPA Long Range i Q5 High-Fidelity DNA
polymerase. Kazdy usek rDNA vyzadoval pro amplifikaci vlastni sadu vnitfnich primera, ITS1
usek byl amplifikovan mezi primery ITS1-GC a ITS2, 5,8S-ITS2 oblast byla namnoZena
pomoci primerd ITS3 a ITS4-GC a D1/D2 oblast velké ribozomalni jednotky rDNA byla
amplifikovana pomoci primerd NL1 a LS2. ITS1 oblast vybranych druhd karotenogennich
kvasinek byla odhadnuta na 250 bp (Obr. 16). Velikost oblasti 5,8S-1TS2 ¢ini cca 450 bp (Obr.
17) a v pfipadé D1/D2 tseku se jedna o velikost cca 280 bp (Obr. 18).

NK 2 3 10111218 19 20

Obr. 16: Oblast ITS1 rDNA vybranych druhii karotenogennich kvasinek na 1,8% agarézovém gelu.
Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.
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Obr. 17: Oblast 5,8S-1TS2 rDNA vybranych druhii karotenogennich kvasinek na 1,8% agarozovém
gelu. Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.
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Obr. 18: Oblast D1/D2 rDNA vybranych druhii karotenogennich kvasinek na 1,8% agarézovém gelu.
Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.

5.12 DGGE

DGGE je vhodnd metoda k identifikaci mikroorganismii a také k vyhledavani mutaci
na zaklad¢ rozdilnych sekvenci DNA. Jedna se o metodu otisku prstu a spociva v postupné
denaturaci vodikovych vazeb mezi vlakny DNA v gradientu denaturacnich ¢inidel. Metoda je
vhodna k analyze sekvenci do délky 500 bp, proto byly analyzovany oblasti ITS1, 5,8S-1TS2
a D1/D2 zvlast.

Pro analyzu ITS1 a 5,8S-ITS2 oblasti rDNA bylo pouzito denatura¢ni rozmezi 50—70 %
denatura¢nich cinidel formamidu a mocoviny. Pro stanoveni D1/D2 oblasti bylo pouzito
denatura¢ni rozmezi 30-50 %, ale tato koncentrace denaturac¢nich ¢inidel nebyla dostate¢na
a oblast DNA nebyla zcela denaturovana, proto bylo pro dalsi analyzu dané oblasti zvoleno
vyssi denaturacni rozmezi mezi 50 a 80 %.

Analyzou oblasti ITS1 (Obr. 19 vlevo) a D1/D2 (Obr. 19 vpravo) byly zjistény rozdily pouze
u druht R. glutinis CCY 20-2-26 aR. toruloides CCY 20-7-28. Analyza regionu 5,8S-ITS2
rDNA (Obr. 19 uprostied) byla zjisténa odlisnost jesté S. roseus CCY 19-6-4. Zbylé druhy
kvasinek nebylo mozné z analyzy DNA pomoci DGGE mezi sebou odlisit, az sekvenaci
dlouhych oblasti rDNA byly kvasinky detailnéji porovnany. Z porovnani téchto tit DGGE gela
byl uréen region 5,8S-1TS2 jako nejvariabilngjsi, a proto byl tento region vybran na DGGE
mutantnich kmeni.
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Obr. 19: DGGE ITS1, 5,8S-ITS2 a D1/D2 regionii ribozomdlni DNA V tomto poradi. Oznaceni
kvasinek podle Tab. 1.

5.1.3 Sekvenace oblasti ITS1-5,8S-1TS2 a D1/D2

Kvasinkovy genom obsahuje ITS1 a ITS2 regiony, které jsou oddéleny 5,8S rDNA. D1/D2
oblast nalezi velké ribozomalni podjednotce (26S) rDNA. Regiony ITS1, ITS2 a D1/D2 jsou
mnohem variabilnéj$i nez sousedni rDNA sekvence genu pro rDNA, a tak zabezpecuji lepsi
oddéleni blizce ptibuznych druhd. Proto jsou tyto regiony nejvice sekvenovanymi useky DNA
u kvasinek.

Po izolaci DNA byla provedena amplifikace dlouhych usekti rDNA karotenogennich
kvasinek. Tyto useky byly pfeciStény za pouziti Carrier-ACRYL. Po ovéteni GspéSnosti PCR
pomoci gelové elektroforézy byly vzorky poslany na vyhodnoceni firmou SEQme s.r.o. [71].
Sekvence byla zapsana ve formatu FASTA (Obr. 20), tento format je mozné oteviit v programu
SnapGene, nasledné byla sekvence vyhodnocena pomoci algoritmu BLAST a porovnana
s databazi NCBI [72]. FASTA format obsahoval kromé A, C, G a T i jiné symboly, které jsou
popsany v Tab. 16.
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Tab. 16: Vyznam symbolii ve FASTA formdtu.

Popisek  Vyznam Popis

A A Adenin

C C Cytosin

G G Guanin

T T Thymin

U U Uracil

R A nebo G Purinové baze

Y C, Tnebo U Pyrimidinové baze

K G, T nebo U Baze obsahujici keto- skupiny
M A nebo C Baze obsahujici amino- skupiny
S C nebo G Silna interakce

W A, T nebo U Slaba interakce

B neni A (i.e. C, G, T or U) Neni to Adenin

D neni C (i.e. A, G, T or U) Neni to Cytosin

H neni G (i.e., A, C, T or U) Neni to Guanin

\Y ani Tani U (i.e. A,Cor G) Neni to ani Thymin ani Uracil
N ACGTU Jakakoliv baze

X vymaskovan Vymaskovan

- mezera neznamé délky Mezera nezndmé délky

GRCSTWATWRRAAYAGCAGWRTCWAKTTRTSKTGGGCSAAGCTWYKCCTWWCAASCTGGTKTATTTGKWCCTCAGGAAAATGMGTACAGAGGGTAACCWT 100
CAGAAACTGCTACATGTTCCTTACGATTTTCCGCCCCGAAAAAYTGAWGCCTTTCTGCRACGCATCTCWTGCTCCGCGCATCWATTCTGACTTCAGGCGT 200
TTCCCTTCCAACATGTTCACGTGCTGTTTCTCTCTTTCCAAAGTGCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACGTGTTTCCGAACAGTCTCTCGCCAGTATTTA 300
GCTTTAGATGGAATTTACCACCCAATTTGAGCTGCGTTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGTGTATCAGACAACATCGGGCATCCTCACTGTGCACTG 400
YGTTCTCACGACTGKAACGCCCTGKCCCAGGAGACTAGTGTCCGGGCAGAAGCGGGCCAYAGGGCTCGAGATTACAATTCGGACGGCGAAAGCGCCAGAS 500
TACAAATTTGACCTTTTCCCGCTTCCCTCGCTGCTACTGGAGTAATCCTTGTWAGTTATCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAA 600
CCCTGCCGGATTGGAGATCTAATCTAAAAGGTAGACTTTTAGGGATTAGAAKCTTCCYGAAACAAGTTGGMTCWCKAACACKKATGCCACTTACTCCTCA 700
GCAAAAGTCTACTGCACCRAGTCGTTCAAASTTGWCATCGSGATGCTAATGCMTTACGAACGAKCTAKGGCGAAGCCAGTWCGCTCAGAATGCTAGCRCS 800
CACGCGTKTGCAAKTACGKGGGRRTTGAARAMTTCAGGAAACTMCAGMGACATACTCTYCGGGATACCATACAGTGCAGGAWRCRTCAAAGATTCTTGGA 900
TCASTGGATTCTGCATTCAATTRSTACGGATATCGCTGCGTYYTTRACGATCCAAGMGCCMAMTAGTCCGTTYTGAAAGYTTTWTATGTTAYGAKWCRKA 1000

Obr. 20: Sekvence rDNA kvasinky S. roseus ve formdtu FASTA.

Sekvence byly porovnany s databazi NCBI a vyhodnoceny na zaklad€ tzv. ,bit skore®.
Vysledky sekvenace odpovidaji analyze sekvenci pomoci metody DGGE, pode niz jsou odlisné
druhy pouze Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26, Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4
a Rhodotorula toruloides CCY 20-7-28. Zbylych pét druhti karotenogennich kvasinek bylo
identifikovano podle NCBI jako Rhodotorula mucilaginosa. R mucilaginosa je jeden
Z nejrozsifengjSich druhti karotenogennich kvasinek a sekvence tohoto druhu je tedy
i v databazi jednou z nejzastoupengjSich. Vysledek identifikace mize byt ovlivnény i dal$im
faktem, a to ze nékteré kmeny byly zakoupeny pted delsi dobou, kdy jesté¢ nebyla taxonomie
kvasinek rozdélena na zadkladé rDNA sekvenci, ale pouze na zékladé jejich fenotypovych
vlastnosti. V dneSni dobé jsou kvasinky identifikovany modernéj§imi metodami, mezi které
patii DGGE, RFLP, a pfedevsim sekvenace variabilnich usekii. Dal§im kritériem je, Ze DNA
vzorky urCené k sekvenaci mély nizkou koncentraci, a proto jsou vysledky sekvenace oblasti
useku rDNA méné spolehlivé. Signdly pii sekvenaci obsahovaly chyby, které zvysuji variabilitu
téchto sekvenci v porovndni mezi jednotlivymi kmeny. Tento fakt je tfeba brat v potaz pii
hodnoceni vysledki uvedenych v Tab. 17 a pro jejich definitivni identifikaci je tfeba opakovat
sekvenaci rDNA oblasti u téchto kvasinek.
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Tab. 17: Porovnani sekvenci oblasti rDNA karotenogennich kvasinek s databazi NCBI.

Sbirkové ¢islo  Druh kvasinky Shoda s databazi NCBI
CCY 20-2-33  Rhodotorula glutinis Rhodotorula mucilaginosa
CCY 20-2-26  Rhodotorula glutinis Rhodotorula glutinis

CCY 19-4-6 Sporobolomyces salmonicolor  Rhodotorula mucilaginosa
CCY 19-20-3  Sporobolomyces shibatanus Rhodotorula mucilaginosa
CCY 19-6-4 Sporobolomyces roseus Sporobolomyces roseus
CCY 20-7-28  Rhodotorula toruloides Rhodotorula toruloides
CCY 19-9-6 Sporobolomyces pararoseus Rhodotorula mucilaginosa

CCY 19-6-20  Sporobolomyces metaroseus Rhodotorula mucilaginosa

5.2 Fenotypova charakterizace

5.2.1 ,,Drop“ test

Tato technika je vhodna k rychlé fenotypové charakterizaci mikroorganismu. Po kultivaci Ize
stanovit, zda je dana kvasinka schopna ristu na vybraném substratu. Toto stanoveni je oproti
klasické kultivaci rychlej$i, méné pracné i méné Casové naro¢né a dalsi vyhodou je také
mnohem mensi spotieba chemikalii.

Osm druhti karotenogennich kvasinek bylo kultivovano v inokula¢nim a produkénim médiu
a nasledné byly naneseny na agarové plotny obsahujici substraty gluk6zu, mandzu, xylozu,
laktozu, syrovatku, Skrob a glycerol. Kazdy substrat byl nanesen na dvé misky ve dvou
variantach, a to Se zdrojem vitamina skupiny B vhodnymi pro kultivaci kvasinek a bez tohoto
komplexu (viz kapitola 4.4.2.1).

Nejvhodnéjsimi substraty jsou jednoduché cukry s Sesti uhliky, a to gluk6za a mano6za, sedm
druhii karotenogennich kvasinek z osmi na téchto substratech vyrostlo se silnou odezvou.
K rastu kvasinek na téchto substratech jesté viditelné pfispél piidavek vitamind. Pentozu xylozu
uz kvasinky nejsou schopny utilizovat v takové mife jako hexozy, ale Sporobolomyces
salmonicolor CCY 19-4-6, kvasinka s nejniz§im nardstem, byla schopna na tomto substratu
vytvorit oddélené kolonie, na misce bez vitamind narostla mirn¢ v nefedéné tirovni a na misce
S dusikatymi latkami narostla po tieti uroven fedéni. S. salmonicolor CCY 19-4-6 narostla
oproti negativni kontrole i na syrovatce bez i s vitaminy. Nejmén¢ ndro¢né kvasinky na vybér
substratu jsou Rhodotorula glutinis CCY 20_2_26 a R. toruloides CCY 20-7-28, které byly
schopné utilizovat do malé miry kromé glukdzy a mandzy i1 xylozu, laktéozu a glycerol, avSak
laktozu a glycerol pouze na miskach bez piidavku vitamina (Obr. 21, Tab. 18). Nejslabsim
substratem, a to bez zndmky nartstu jediné kvasinky, se jevil Skrob, z tohoto divodu nebyl
Skrob zafazen mezi substraty pro adaptaci mutantnich kment karotenogenni kvasinky
R. toruloides CCY 20-7-28. Karotenogenni kvasinky bud’ neobsahuji enzymy amylasy, které
jsou schopné hydrolyzovat glykosidické vazby skrobu, nebo maji amylasy vyssi aktivitu
pii vyssich teplotach, jak je tomu ve ¢lanku Carrasca et al. (2016), kde byla pozorovana vyssi
aktivita amylasy testovanych kvasinek v rozmezi pH 5,4-6,2 a pii 30-37°C s vyjimkou
R. glacialis, ktera vykazovala nejvyssi aktivitu amylasy pti 15°C [75].
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Obr. 21: ,,Drop “ test provedeny s osmi druhy vybranych karotenogennich kvasinek na sedmi
vybranych substratech. Oznacent kvasinek podle Tab. 1.
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Tab. 18: Prehledné shrnuti ristu vybranych karotenogennich kvasinek na rozdilnych
substratech.

Substrat

Glukoza Alanndza Xylu'-u Laktoza Ei}'rﬂl\.'il]d: Skrab Gl}':\ér\ﬂ!

Bez L Bex 5= Bex g Bex 5= Bez 5 Bez S Bez S

R. glurinds 20_2 33
R. glurinds 20 2 26
5 salmenicolor . + . + - + . - + +
K. shibatanus . ++ - + ++ - + - - . . . - -
8. rotens
R toruloides
X parareseus + ++ + + B ++ + - . . . - -
5. metarosens + ++ + + - ++ + - . . . - -

Agarovi miska s pfidavkem dusikatich latek bez aminokyselin vhodngch pro kultrvact kvasimek.
+  Slaby visledek
+=+ Saby vipsledelk

N:g;u!i:ﬁ:.i. 1.'_!}«1¢d:|:

V porovnani s daty z [5] byl rist kvasinky R. glutinis 20-2-26 a R. toruloides CCY 20-7-28
rozdilny pouze na laktéze, kde byl narast negativni. Vysledky se shodovaly se substraty
glukoza, xyldza, skrob a glycerol.

5.2.2  Morfologie bunék

Morfologie se zabyva stavbou bunécné struktury organismui. Kvasinky byly mikroskopicky
pozorovany po kultivaci na glukézovém produkénim médiu po 72 hodinach kultivace (Obr.
22). Bunky karotenogennich kvasinek R. glutinis CCY 20-2-33 (2), S. salmonicolor (10),
S. shibatanus (11), S. pararoseus (19) a S. metaroseus (20) jsou kulaté. Bunky kvasinky rodu
Sporobolomyces jsou elipsoidni az silné protahlé, coz spliiuje pouze S. roseus (12), ktera ma
tendenci tvofit mycelium. R. glutinis CCY 20-2-33 obsahuje z vybranych karotenogennich
kvasinek nejméné lipidovych télisek. Nejvyrazngjsi lipidova téliska ma S. salmonicolor
a S. metaroseus a podle jejich morfologie by se dalo zhodnotit, Ze se jedna o identické
kvasinky. R. glutinis CCY 20-2-26 (3) obsahuje nejvice lipidovych télisek a jeji tvar je kulaty
az mirn¢ ovalny. Bunky R. toruloides CCY 20-7-28 (18) kultivované na gluké6ze jsou kulaté az
mirné ovalné, buiiky jsou vétSinou samostatné a netvori shluky. Obsah bunék je granulovity.

52



Obr. 22: Mikroskopické obrazky karotenogennich kvasinek. Oznaceni kvasinek je v levém hornim rohu
fotky a méritko v pravém dolnim rohu udava velikost 10um. Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.

5.2.3  Rustové charakteristiky

Pro charakterizaci rastu kvasinkové kultury se Kkonstruuje rustova kiivka. Tato kiivka
znazornuje ¢asovou zavislost optické hustoty, ktera je tmérna koncentraci bunék v suspenzi.
Scilem najit nejrychlejSiho producenta karotenoidi a lipidi byly provedené ristové
charakteristiky karotenogennich kvasinek, jelikoz produkce karotenoidii probiha predevsim
ve staciondrni fazi riistu. Stacionarni faze znaci, Ze pocet buné€k se jiz neméni, ale Ze nartistaji
do ptivodni velikosti.

V ramci jedné kultivace pro sledovani ristové kiivky bylo méfeno ODeoo, biomasa
a schopnost utilizace cukrii. Koncentrace glukézy v médiu byla stanovena metodou Somogyi-
Nelson s chromogennim reakénim ¢inidlem a vypoétena z kalibra¢ni kiivky (Graf 1).

53



400 -

300 -

200 -

y =10,38x

100 - R2= 0,99

Absorbance (720 nm)

O ' T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Koncentrace glukozy (g/1)

Graf 1. Kalibracni kiivka pro stanoveni cukrit ve vzorku znaci zavislost absorbance pii 720 nm
na koncentraci glukozy. Kalibrace metody dle Somogyi-Nelsona.

Vysoky nartst bun€k v kultute R. glutinis CCY 20-2-33 i CCY 20-2-26 a S. shibatanus
prob¢hl do 24 h, poté byl rist zpomalen a pravdépodobné by bylo mnozeni bun¢k zastaveno
vV 72 h, jelikoz v médiu byla zuzitkovana vSechna gluk6za (Graf 2, Graf 3 a Graf 5). Kvasinka
S. salmonicolor je nejpomaleji rostouci a za 72 h ristu byla schopna zutilizovat pouze 7 g
glukozy (Graf 4). S. roseus, R. toruloides, S. pararoseus a S. metaroseus maji stejny prab¢h
rastu, jako R. glutinis CCY 20-2-33, ale v médiu nemély jesté zuzitkovanou vSechnu glukozu
a bunky by se pravdépodobné jesté nékolik hodin mnozily a az poté by nastala stacionarni faze
(Graf 6, Graf 7, Graf 8 a Graf 9). R. glutinis CCY 20-2-33 je z vybranych karotenogennich
kvasinek nejrychleji se mnozici kvasinka.

Vsechny karotenogenni kvasinky tedy mély znatelny narist bunék, exponencialni fazi,
do 24 hodiny rtstu na glukoze, poté byl rust zpomalen, ale nebyl zcela zastaven ani po 72 h
ristu. Méfeni mnozstvi biomasy koreluje s rustovymi kiivkami méfenymi spektrofotometricky
uvSech osmi druhli karotenogennich kvasinek. Bunky se tedy mnoZzi do doby vycerpani
glukozy v médiu, poté by bylo OD stéle stejné, ale nariist biomasy by byl znatelny z diivodu
produkce sekundarnich metabolitii. VSechny analyzované kvasinky tedy vykazuji diauxii (dvé
ristovd maxima) s prodlouZenou staciondrni fazi.
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Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33
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Graf 2: Ruistova krivka stanovena z ODeoo a biomasy a utilizace glukozy R. glutinis CCY 20-2-33.

Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26
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Graf 3: Riistovd kifivka stanovena z ODesw a biomasy a utilizace glukozy R. glutinis CCY 20-2-26.
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Sporobolomyces salmonicolor CCY 19-4-6
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Graf 4: Riistova krivka stanovena z ODeoo a biomasy a utilizace glukozy S. salmonicolor CCY 19-4-6.

Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3
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Graf 5: Riistova kifivka stanovena z ODeso @ biomasy a utilizace glukozy S. shibatanus CCY 19-20-3.
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Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4
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Graf 6: Riistova krivka stanovena z ODeoo a biomasy a utilizace glukozy S. roseus CCY 19-6-4.

Rhodotorula toruloides CCY 20-7-28
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Graf 7: Riistova kifivka stanovena z OD600 a biomasy a utilizace glukézy R. toruloides CCY 20-7-28.

57



Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6
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Graf 8: Riistova krivka stanovena z OD600 a biomasy a utilizace glukozy S. pararoseus CCY 19-9-6.

Sporobolomyces metaroseus CCY 19-6-20
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Graf 9: Riistovd kirivka stanovena z OD600 a biomasy a utilizace glukézy S. metaroseus CCY 19-6-20.

5.2.4 Produkce metabolita

Karotenogenni kvasinky jsou charakteristické jejich schopnosti produkovat karotenoidni
pigmenty jako je B-karoten, y-karoten, astaxanthin, torulen ¢i torularhodin, které zpisobuji
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jejich Zluté, oranzové a ervené zbarveni (Obr. 23), a proto se nazyvaji ervené (karotenogenni)
kvasinky.  Akumulace karotenoidi  probiha v povrchovych  strukturach  bunék
i vV nepovrchovych ¢astech bunky (pifevazné se vyskytuji v lipidovych téliskach — , lipid
bodies*). Dale jsou schopné akumulovat ergosterol, nenasycené mastné kyseliny, koenzymy
Q101 Q9 a dalsi.

Zaroven s rastovymi charakteristikami byly sledovany také produk¢ni vlastnosti vybranych
metabolitl. Produkce sekundarnich metabolitii probiha ptfedevsim ve stacionarni fazi ristu
kvasinek (viz kapitola 4.4.2.2).

1 12 TN =

~ A\

\
" 1 i

Obr. 23: Zbarveni karotenogennich kvasinek v produkcnim médiu po 48 h kultivace. Oznaceni
kvasinek podle Tab. 1.

Kit Serum Triglyceride Determination slouzi ke kvantitativnimu stanoveni glycerolu,
celkovych triglyceridii nebo volnych triglyceridi. Kit obsahuje také glycerolovy standard.
V priloZzeném protokolu je doporuceno inkubovat vzorky s reakéni smési pii 37°C alespon
po dobu 15 minut, proto bylo provedeno kinetické méteni na ELISA reader po dobu 60 minut
a zaroven byl porovnan glycerolovy standard (Obr. 12, Graf 10) s obsahem TAG v olivovém
oleji (Graf 11).

Z Graf 10 a Graf 11 je patné, ze je dilezité vybrat vhodnou dobu inkubace pro vzorky,
jelikoz musi probéhnout enzymaticka reakce katalyzovana lipasou, ktera §tépi TAG na glycerol
a mastné kyseliny. Volny glycerol vykazuje nejvyssi relativni absorbanci uz v prvni minuté
méteni, kdezto absorbance TAG vzorkil zacind stoupat po dvacaté minuté a pfemeéna vSech
TAG neni ukoncena ani po hodinové inkubaéni dobé. Padesatd minuta inkubace byla zvolena
pro odecet absorbanci vzorku a vypocet glycerolu ve vzorku. Obsah glycerolu ve vzorku byl
vypocten z kalibra¢ni kfivky standardniho glycerolu, kde koncentrace standardu 2,5 mg/ml
odpovida koncentraci trioleinu 0,26 mg/ml. Pfiklad kinetiky enzymatické reakce realnych
vzorkd v Graf 12.
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Enzymaticka kinetika glycerolového standardu
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Graf 10: Kinetika enzymatické reakce glycerolového standardu stanovena pri vinové délce 562 nm.

Enzymaticka reakce olivového oleje
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Graf 11: Kinetika enzymatické reakce standardu TAG z olivového oleje stanovena pri vinoveé délce
562 nm.
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Kinetika enzymatické reakce realnych vzork
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Graf 12: Kinetika enzymatické reakce realnych vzorkii.
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Nejlepsim producentem TAG z osmi karotenogennich kvasinek je Rhodotorula glutinis
CCY 20-2-26 s obsahem 35,5 mg/g biomasy. Procentualni obsah lipidt v susing této kvasinky
je 3,5 %. Dalsi dobry producent je R. toruloides s produkci 33,2 mg/g biomasy. Tato kvasinka
byla na zakladé¢ nejlepsich produkci vsech metabolitli vybrana k mutagenezi. Dobrou produkci
TAG na hmotnost suché biomasy vykazala kvasinka S. salmonicolor (31,1 mg/g biomasy),

v

produkci ergosterolu (Graf 13).
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Graf 13: Shrnuti produkce karotenoidii, ergosterolu a triacylglyceroli karotenogennimi kvasinkami.

Oznaceni kvasinek podle Tab. 1.

K chromatografické analyze karotenoidi a ergosterolu byla pouzita
RP-HPLC/PDA. Analyzovana data byla zpracovana chromatografickym softwarem X Calibur.
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Vzorky byly separovany na nepolarni chromatografické kolon¢ C18 Kinetex (viz kapitola
4.4.2.6).

Koncentrace celkovych karotenoidi a P-karotenu byla vypoctena z kalibrac¢ni kiivky
vytvorené ze standardii P-karotenu. R. toruloides je nejlep$im producentem celkovych
karotenoidi (7,04 mg/g biomasy) i p-karotenu (1,13 mg/g biomasy). Procentualni obsah
karotenoidi v suSin¢ této kvasinky je 0,69 %. Z charakteristickych absorpénich maxim
v chromatogramu pro tuto kvasinku byly identifikovany také karotenoidy torulen (459, 482,
514 nm) a torularhodin (459, 482, 524 nm). Trojpik B-karotenu ma absorpéni maxima pii 425,
450 a 477 nm. Tyto tii karotenoidy jsou charakteristické pro rod Rhodotorula. Druhym
nejleps$im producentem je R. glutinis CCY 20-2-26 s produkci celkovych karotenoidd
2,19 mg/g biomasy a B-karotenu 398 pg/g biomasy. Kvasinky R. glutinis CCY 20-2-33
a S. salmonicolor neprodukovaly zadny 3-karoten (Graf 13). Z pozorovani kultury produkénich
médii (Obr. 233) Ize usoudit, Ze R. glutinis CCY 20-2-33 pravdépodobné produkovala pouze
torulen a torularhodin, protoze zbarveni téchto karotenoidu je specificky rizové.

Koncentrace ergosterolu byla vypoctena z kalibraéni kiivky vytvofené ze standardii
ergosterolu. Kvasinka S. roseus byla stanovena jako nejlepsi producent ergosterolu, na jeden
gram suché biomasy vyprodukovala 8,71 mg ergosterolu (0,85 % biomasy). R. toruloides jako
druhy nejlepsi producent ergosterolu nasyntetizoval 6,17 mg/g biomasy (Graf 13).

V souétu vSech stanovenych metabolith se jevi jako nejleps§i producent z osmi
karotenogennich kvasinek R. toruloides, z toho divodu byl tento druh vybran pro nahodnou
mutaci UV zafenim s cilem charakterizace nejlepSich produkénich mutantnich kmeni
ve srovnani s pivodnimi vlastnostmi.

5.3 Mutageneze

Fyzikalni a chemické vlivy vnéjsiho prostiedi, ale 1 vlastni metabolismus buriky, DNA neustéle
poskozuji a dochazi k nahodnym mutacim. Mutagenezi mikrobialni DNA Ize dosahnout
produkce metabolitll S vy$§im vynosem, V naSem ptipad¢ biosyntézy karotenoidi a lipida.
Hojné€ pouzivanym mutagenem je UV zafeni o vinové délce 265 nm, jelikoz zde DNA vykazuje
nejvyssi absorpcei. V této praci byl pouzit pravé tento typ mutagenu. Mutantni kmeny byly
adaptované na odpadni substrat syrovatku a glycerol. Aplikaci odpadnich substratt Ize zajistit
sniZeni vyrobnich nakladu.

Posouzenim produkénich vlastnosti mezi osmi vybranymi druhy karotenogennich kvasinek
byl vybran nejlepsi producent. Mezi srovnavanymi metabolity byly celkové karotenoidy,
B-karoten, ergosterol a triacyglyceroly a byly pfepocitany na gram suché hmotnosti. Vybranym
nejproduktivnéj§im druhem byla kvasinka Rhodotorula toruloides, ktera na gram suché
biomasy vyprodukovala 7,04 ug celkovych karotenoidd, 1,13 ug pB-karotenu, 6,17 mg
ergosterolu a 33,2 mg TAG.

Oznaceni mutantni R. toruloides na substratech glukéze (G), glycerolu (Y) a syrovatce (S)
je nasledujici: K v popisku znamena kontrolni nemutovany kmen, prvni ¢islo za substratem
(G, Y, S) udava dobu osviceni UV zafenim a druhé ¢islo udava cislo vyselektované kolonie
kvasinky.

53.1 Morfologické zmény u mutantnich kmenu

Morfologie se zabyva stavbou bunécné struktury organismd. Byla porovnana morfologie
nékterych mutantnich kmenii karotenogennich kvasinek a byla porovnana s nemutovanym
druhem R. toruloides. Kvasinky byly mikroskopicky pozorovany po kultivaci na produkénim
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médiu po 72 hodinach kultivace. Pfirozené bunky R. toruloides kultivované na glukéze jsou
kulaté az mirné¢ ovalné, bunky jsou vétSinou samostatné a netvoii shluky. Obsah bunék je
¢lenity (heterogenni), coZ miiZe byt spojeno s vyskytem lipidovych télisek, tzv. ,.lipid bodies*.
Mutované kmeny a také nemutované kmeny na glycerolu maji protahlejsi tvar a také se vice

wrwe

télisek, se oproti kontrole témét neméni (Obr. 24).

Obr. 24: Mikroskopie nemutované i mutované kvasinky R. toruloides na substratech glukoze (G)
a glycerolu (Y). 18 je prirozeny druh R. toruloides. K v popisku znamend kontrolni nemutovany kmen,
prvni cislo za substratem (G, Y) udava dobu osviceni UV zarenim a druhé cislo udava cislo vybrané
kolonie kvasinky.

5.3.2  Pritokova cytometrie

Prutokova cytometrie dokaze analyzovat mikrobiologické vzorky na urovni bunék, tedy lze
tfidit jednotlivé buiiky heterogenni smési mikroorganismil na zakladé rozptylu ptimého (SALS,
small angle light scattering) i bo¢niho svétla (LALS, large angle light scattering). Pokud je
buinka schopna ptirozené fluorescence (tzv. autofluorescence) nebo je na ni navazané
fluorescenéni barvivo napi. Nilska cCerven, lze uplatnit metodu pratokové cytometrie
k fluorescen¢né-aktivovanému téidéni bunék (FACS, Fluorescence-Activated Cell Sorting).
Velkou vyhodou pritokové cytometrie je rychlost méteni, diky tomuto faktu byly po kratké
kultivaci mutantni kmeny R. toruloides vyselektovany v kratkém case.

Vybranou metodou byl stanoven pocet bunék, primérna velikost bunék, granularita
bun¢k a mnozstvi karotenoidll v arbitrarnich jednotkach (,,arbitrary units®). Pfimy rozptyl
svétla (detektor SALS) je umérny velikosti bunky tedy jejimu objemu a bo¢ni rozptyl svétla
(detektor LALS) zavisi na vnitini ¢lenitosti buriky a do jisté miry i na hustoté bunky. Z hodnot
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detektoru SALS a LALS je tedy mozné vypocitat hmotnost jedné bunky. Karotenoidy
obsahujici konjugované dvojné vazby jsou schopné fluorescence v oblasti zeleného az zlutého
spektra tedy 515-595 nm. Z davodu piekryvajici se fluorescence s koenzymy v zelené oblasti

byla zvolena detekce fluorescence pii 590 nm (Obr. 25).
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Obr. 25: Histogram z priitokového cytometru. V cernych obdélnicich jsou pouzité hodnoty pro vypocty
potiebné k selekci mutantnich kmenii R. toruloides.

Ze ziskanych vysledkl z pritokového cytometru byly vybrany dvé kolonie mutantnich
kment pro kazdy substrat k detailngjsi analyze metaboliti a porovnani produkénich vlastnosti
nemutovanych a mutovanych kmenti. Pro dany substrat byla selekce mutanti realizovana
na zakladé souctu hodnot obsahu karotenoidti, stanovenych z autofluorescence pii 590 nm,
a lipida, stanovenych z fluorescence nilské Cervené vazané na lipidy. V potaz pii selekci
mutantd byla brana i ¢lenitost bunék. Tyto hodnoty byly pfepocitany na jednu bunku.

Karotenoidy jsou v bunkach inkorporovany do membran. Pokud se karotenoidy akumuluji
V membranach, je vztah mezi mnoZstvim karotenoidl a fluorescenci linearni. Jakmile se zacnou
karotenoidy akumulovat do lipid bodies, tak zavislost koncentrace karotenoidti na fluorescenci
pfestava byt linedrni, jelikoz dochédzi opakované k reabsorpci a zaznamenand fluorescence je
pouze ta, kterd pochdzi z membran. K reabsorpci dochazi i u fluorescence nilskou cerveni
obarvenych bunék. Proto jsou vysledky z priitokového cytometru pouze orientacni a poslouzily
pouze K rychlé selekci pravdépodobné nejlepsich mutantii [76].

Mutantni kmen na gluk6zovém médiu m&l mnohem vyssi produkei lipidi nez karotenoida
na bunku. Z Graf 14 lze usoudit, ze po ozafeni kvasinek po dobu jedné minuty doslo
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k nejmensim zménam oproti nemutovanému kmenu. Se zvySujici se dobou ozafeni UV zafenim
dochazi k primémému poklesu biosyntézy karotenoidii. NejlepSimi mutantnimi kmeny
produkujicimi lipidy jsou G33 a G53 anejvétsi produkce karotenoidii dosahly kmeny G13
a G33 se stejnym mnozstvim karotenoidd na buniku. Celkové nejlepsim producentem je tedy
kmen mutovany UV zafenim po dobu 3 minut a jako dal$i kmen pro celkovou Kultivaci
a stanoveni produkénich vlastnosti byl vybran G53 s vysokym mnozstvim karotenoida
na bunku.

Mutantni R. toruloides kultivovana na glukoze
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Graf 14: Relativni mnozstvi karotenoidii a lipidit vztaZenych na jednu bunku produkovanych
Mutantnim kmenem. K v popisku znamend kontrolni nemutovany kmen, prvni c¢islo za substrdatem (G)
udava dobu osviceni UV zarenim a druhé cislo udava cislo vybrané kolonie kvasinky.

Mutantni kmen na glycerolovém médiu vykazuje i dvojnasobné vyssi hodnoty znacici obsah
lipidii a az ¢tyfnasobné vyssi hodnoty karotenoidli na buiiku oproti kmeniim kultivovanym
na glukoze. Nejvice lipidi obsahuje kmen Y13 a Y52 a nejvice karotenoidit kmen Y13 a Y34,
Vybrané mutantni kmeny pro stanoveni nadprodukénich vlastnosti byly Y13 a Y34 (Graf 15).

Mutantni kmeny adaptované na syrovatce maji podstatné mensi produkei lipidl a produkce
karotenoidii je srovnatelnd s produkci karotenoidii na glycerolu. Nemutovany kmen neni
schopny utilizace syrovatky a produkce metabolitt, jak je ziejmé z Graf 16, coz je potvrzeno
metodou ,,drop* test (viz kapitola 5.2.1). Az teprve po ozafeni UV svétlem byly mutované
kmeny schopné vyssi produkce karotenoidll a ¢aste¢né i lipida. Nejvice lipidi obsahuje kmen
S31 aS52 a nejvice karotenoidi kmen S33 a S34. Vybrané kmeny pro stanoveni
nadprodukénich vlastnosti byly S31 a S33 (Graf 16).
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Mutantni R. toruloides kultivovana na glycerolu
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Graf 15: Relativni mnozstvi karotenoidii a lipidii vztaZenych na jednu buitku produkovanych
mutantnim kmenem. KV popisku znamend kontrolni nemutovany kmen, prvni ¢islo za substratem (Y)
udava dobu osviceni UV zarenim a druhé cislo udava cislo vybrané kolonie kvasinky.
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Graf 16: Relativni mnozstvi karotenoidit a lipidit vztaZenych na jednu buiitku produkovanych
mutantnim kmenem. KV popisku znamenda kontrolni nemutovany kmen, prvni ¢islo za substratem (S)
udava dobu osviceni UV zdarenim a druhé cislo udava cislo vybrané kolonie kvasinky.
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5.3.3  Kaultivace mutantnich kmeni ve vét§im objemu

Po kultivaci mutantnich kment na tuhém substratu s glukdézou, odpadni syrovatkou a glycerolu
bylo vybrano osm kolonii, z toho Ctyfi nejsvétlejsi a Ctyfi nejintenzivngji zabarvené, které byly
rozetfeny na Petriho misku podle Obr. 26. Po 72 hodinach ristu samostatnych kolonii byly dale
pro selekci vybrany ¢tyfi kolonie, dvé nejsvétlejsi a dvé nejintenzivngji zabarvené, které byly
podrobeny kratké kultivaci a selekci nejlepSich producentit po vyhodnoceni dat ziskanych
Z prutokového cytometru.

Obr. 26: Zndzornéni roztéru osmi kolonii na Petriho misku S YPD médiem. Jedna miska odpovida
urcitému substratu a dobé ozareni.

Na Obr. 27 pozorujeme odlisné zabarveni vybranych kolonii mutantnich kment na mezi
glukdzovymi a glycerolovymi produkénimi médii. VSechna glycerolova média jsou zabarvena
ruzoveé s malymi rozdily v odstinech. Glukézova média jsou vSechna kromé G32 zabarvena
nejveétsi zasah do integrity genomu, tento fakt by mohla potvrdit ¢i vyvratit metoda DGGE
¢i sekvenace genu kodujici proteiny regulujici biosyntézu karotenoidii, zména barvy totiz
orienta¢né udava mnozstvi uréitych karotenoidi, napiiklad p-karoten je zbarven Zlutocerveng.

Obr. 27: Zbarveni mutantnich kmenii R. toruloides po 72 h kultivace na glukoze (G) a glycerolu (Y).
KV popisku znamend kontrolni nemutovany kmen, prvni c¢islo za substratem (G, Y) udava dobu
osviceni UV zarenim a druhé cCislo udava cislo vybrané kolonie kvasinky.
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Syrovatkova média do obrazku zahrnuta nebyla, jelikoz z diivodu pfipravy syrovatky se
vSechny tyto média jevila stejnym zabarvenim. Syrovatkova média o obsahu laktozy 30 g/l byla
sterilovana v autokldvu pii 130°C s cilem usmrceni spor bakterii a tak zabranéni ptipadné
kontaminaci. Dalsim zamérem pouziti této vysoké teploty byla hydrolyza disacharidu laktozy
na glukézu a galaktozu z diivodu zajisténi vhodného substratu, jelikoz bylo metodou ,,drop*
test zjiSténo, ze karotenogenni kvasinky laktozu neutilizuji.

S ohledem na orientacni charakter vysledka pratokové cytometrie byly vybrané mutantni
kmeny analyzovany i chromatograficky za uc¢elem kvantifikace produkovanych metaboliti (viz
kapitola 4.4.3). Z Graf 17 je patrné, ze glukdza je nejvhodnéj$im substratem i pro mutantni
kmeny. G33 je lepSim producentem celkovych karotenoidid a ergosterolu oproti kontrole
s produkei 7,14 mg/g biomasy karotenoidii a 44,13 mg/g biomasy. Vyssi produkci ergosterolu
prokazal také kmen Y34, mnozstvi ergosterolu &ini 47,72 mg/g biomasy. Zadny mutantni kmen
nedokazal syntetizovat vice B-karotenu ani TAG oproti kontrole. Z Graf 17 se jevi byt
nejvhodnéjsi doba ozafeni UV zéafenim 3 minuty pro glukézové i glycerolové substraty.
Produkce na syrovatkovém médiu byly nékolikanasobné mensi oproti kontrole.

Produkce metabolith u mutantnich kment

8000 90
o~
Z 80
g 7000 &
2 70 2
S, 6000 &
2 5000 00 i
5 =
2 50 @
2 4000 =
L 40 =
= 3000 g
E 30 8§
g 2
2 2000 o 2
—
2
[F]
SN 1 il | | 0

GK G33 G53 YK Y13 Y34 SK S31 33

M Celkove karotenoidy (pg/g biomasy)  p-karoten (ng/g biomasy) M Ergosterol (mg/g biomasy) M TAG (mg/g biomasy)

Graf 17: Shrnuti produkce karotenoidii, ergosterolu a triacylglycerolii mutantni R. toruloides.
KV popisku znamend kontrolni nemutovany kmen, prvni cislo za substratem (G, Y, S) uddvad dobu
osviceni UV zarenim a druhé c¢islo udava cislo vybrané kolonie kvasinky.

5.3.4  Stabilita genomu mutantnich kmeni — DGGE

Po vyhodnoceni analyzy oblasti ITS1, 5,8S-ITS2 a D1/D2 ribozomalni DNA nemutovanych
karotenogennich kvasinek byla vybrana jedna vysoce variabilni oblast — oblast 5,8S-1TS2, ktera
byla po amplifikaci denaturovana v akrylamidovém gelu s 50-80 % denaturanty DNA
formamidem a mocovinou. Tento Gisek DNA je z vySe jmenovanych nejdelsi, je tedy nejvyssi
pravdépodobnost, zZe bude také nejvice variabilni. Tuto skutec¢nost potvrzuje i publikace Leawa
et al. (2006), kde z 373 testovanych druhii kvasinek pouze jeden druh Rhodotorula glutinis
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nebylo mozné identifikovat analyzou sekvence ITS2 regionu. Tato data naznacuji, ze ITS2
sekvence jsou vice druhové specifické nez ITS1 sekvence [35].

S33 S31 Y34 Y13 G53G33 K

Obr. 28: Vizualizace DGGE 5,8S-ITS2 regionu rDNA mutantnich kmenui R. toruloides. K v popisku
znamena kontrolni nemutovany kmen, prvni cislo za substratem (G, Y, S) udava dobu osviceni UV
zarenim a druhé cislo udava cislo vybrané kolonie kvasinky.

DGGE je vhodna metoda k vyhledavani mutaci gent a v ptipadé rozdilu v jediném paru bazi
by doslo na akrylamidovém gelu v ur¢itém denaturacnim rozmezi k oddéleni vice rozdilnych
sekvenci DNA. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze ribozomalni DNA je v genomu karotenogennich
kvasinek v mnoha kopiich, 1ze usoudit, ze nedoslo ke zméné v sekveci 5,8S-1TS2, jelikoz by
DNA na gelu jevila vice zon a navic se mutantni kmeny se oproti kontrole nelisi (Obr. 28).
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6 ZAVER

Predkladana diplomova prace byla zaméfena piedevSim na molekularni charakterizaci
a identifikaci osmi druht karotenogennich kvasinek, které se vyznacuji produkci sekundarnich
metaboliti karotenoidi. Mezi vybrané druhy kvasinek patiily R. glutinis CCY 20-2-33,
R. glutinis CCY 20-2-26, R.toruloides CCY 20-7-28, S.salmonicolor CCY 19-4-6,
S. shibatanus CCY 19-20-3, S. roseus CCY 19-6-4, S. pararoseus CCY 19-9-6 a S. metaroseus
CCY 19-6-20 a ty byly identifikovany molekularnimi technikami za pouziti polymerazové
fetézové reakce, denaturacni gradientové gelové elektroforézy a sekvenaci ¢asti jejich DNA.
Cilenou oblasti pro identifikaci kvasinek byla oblast ITS1, 5,8S-ITS2 a region velké
ribozomalni podjednotky (26S) rDNA D1/D2. Tato dlouha oblast rDNA se vyznacuje vysokou
variabilitou v sekvenci a proto je ¢asto amplifikovana s cilem identifikace mikroorganismu.
Ziskana sekvence dlouhé oblasti DNA kédujici rDNA ve formatu FASTA byla vyhodnocena
pomoci algoritmu BLAST a porovnana s databazi NCBI. 5 druht karotenogennich kvasinek
bylo identifikovano jako Rhodotorula mucilaginosa, dalsi tfi kvasinky byly R. glutinis,
R.toruloides a S.roseus. Identifikace byla potvrzena také metodou DGGE,
kde v polyakrylamidovém gelu byly vidét ¢tyfi rizné trovné profily denaturace DNA. Gelovou
elektroforézou byla zjisténa velikost jednotlivych oblasti DNA, a to ITS1 250 bp,
5,8S-1TS2 450 bp a D1/D2 280 bp. DGGE bylo provedeno pro kazdou oblast variabilni DNA
zvlast, jelikoz je metoda omezena do velikosti 500 bp.

Dal$im cilem této prace bylo vybrat nejlepSiho producenta karotenoidd, triacylglyceroli
a ergosterolu, jimz byla prokazana karotenogenni kvasinka R. toruloides s produkci celkovych
karotenoidu 6,21 mg/g biomasy, p-karotenu 2,42 mg/g, TAG 76,32 mg/g a ergosterolu
34,33 mg/g. Tento druh byl podroben nahodné mutagenezi UV ozafenim po dobu 1, 3 a 5 minut
s cilem dale zvysit produkci metaboliti. Mutantni kmeny byly zaroven adaptovany na substraty
glycerol a odpadni syrovatku. V prvni fazi byla provedena selekce mutantnich kmenti
R. toruloides po kratké kultivaci a po orientatnim vyhodnoceni relativniho mnozstvi
karotenoidi a lipidd pomoci pritokové cytometrie. Bylo vybrano Sest mutantnich kment, dva
nejlepsi od kazdého substratu. Mutantni kmen G33, ktery byl ozaten po dobu 3 minut
a kultivovan na glukdéze, je nejlepSim producentem celkovych karotenoidii s produkci
7,14 mg/g biomasy. Nejvyssi produkci ergosterolu prokdzal mutantni kmen Y34, ktery byl
ozafen po dobu 3 minut a kultivovan na glycerolu, mnozstvi produkovaného ergosterolu ¢ini
47,72 mg/g biomasy. Zadny selektovany mutantni kmen nedokazal synterizovat vice
B karotenu ani TAG nez divoky kmen R.toruloides kultivovany na gluk6zovém médiu.
Metodou DGGE nebyla prokdzana zadna zména v sekvencioblasti DNA 5,8S-1TS2
U mutantnich kmeni.

K ziskani nadproducentli cilovych metabolitl pomoci ndhodné mutageneze je potieba
analyzovat velké mnozstvi mutantnich kment, coz by piesdhlo ramec této prace. Je to vSak
alternativni metoda k cilené genové manipulaci, kterd umoziluje selektovat produkéni kmeny
bez nutnosti umélého zédsahu do genomu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

26S
AA/BIis
AMP
ACL
AP
APS
ATP
BLAST
CoA
CoQ
CTP
CYTB
D1/D2
DEB
DGGE
DHA
DMAPP
dsDNA
EMS
EO
ERG
ETS
FACS
GC
GGPP
GMO
GTP
HMG-CoA
HPLC
ICTF

IPP
ITS
LALS
LSU
MVA
MMS

NADPH/NADP*

NTG
NTS
PAL
PAU
PCR
PDA
PGGE

Velka ribozomalni podjednotka
Akrylamid/N,N’-methylenbis(akrylamid)
Adenosinmonofostat

ATP citrat lyasa

Apurinic/apyrimidinic

Amonium persulfat

Adenosintrifosfat

Basic Local Alignment Search Tool
Koenzym A

Koenzym Q

Cytosintrifosfat

Mitochondrialni gen cytochrom b

Region velké ribozomalni podjednotky DNA
Diepoxybutan

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
Dokosahexaenova kyselina

Dimethylalyl pyrofosfat

Dvouvlaknova DNA

Ethylester kyseliny methansulfonové
Ethylenoxid

Geny zapojené v syntéze ergosterolu
External transcription spacer
Fluorescence-activated cell sorting
Plynova chromatografie

Geranyl-geranyl pyrofosfat

Geneticky modifikované organismy
Guanintrifosfat
B-hydroxy-B-methylglutaryl CoA
Vysokou¢inna kapalinova chromatografie
International Commission on the Taxonomy
(Mezinarodni komise taxonomie hub)
Isopentenyl pyrofosfat

Internal transcription spacer

Large angle light scattering

Velka ribozomalni podjednotka
Mevalonova kyselina

Methylester kyseliny methansulfonové
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin
Non-transcribed spacer

Fenylalanin amoniak lyasa

Polycyklicky aromaticky uhlovodik
Polymerazova fetézova reakce

Detektor fotodiodového pole
Polyakrylamidové gradientova gelova elektroforéza
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RFLP
RPB1 a RPB2
RT
SALS
ssDNA
SSuU
TAG
TCA
TEF-1
TEMED
TRIS
TTP
UTP
YPD

Restriction Fragment Length Polymorphism
Jednotky DNA polymerasy Il
Obracena faze

Small angle light scattering
Jednovlaknova DNA

Mala ribozomalni podlednotka
Triacylglycerol

Citratovy cyklus

Translacni elongacni faktor 1-a
N,N'-tetramethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tymintrifosfat

Uraciltrifosfat
Yeast-pepton-D-glukéza médium

80



