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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyvd moZnostmi provedeni avyuZiti molekularnich metod
k charakterizaci kvasinek rodu Metschnikowia atakeé aplikaci metod v biotechnologiich
pripadné v potravinarském primyslu. V teoretické casti je zamétena na struény popis kvasinek,
zejména vybranych druhi, které se pouzivaly béhem praktické ¢asti, moznosti jejich vyuziti,
a predev§im na detailni popis vSech pouZitych molekularnich technik. V praktické ¢asti se
zamétuje na optimalizaci pouzitych molekularnich metod, konkrétné metody pulzni gelové

elektroforézy (PFGE) a metody denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy (DGGE).

Na zac¢atku byla provedena kultivace kvasinek za optimalnich podminek, které jsou pro tento
rod specifické. Déle byla pomoci izolacnich technik izolovéana jejich DNA, ktera byla nasledné

podrobena zpracovani pomoci metod PFGE a PCR-DGGE.

Nejvice bylo tfeba optimalizovat postup izolace DNA. Bylo provedeno nékolik optimalizaci
koncentrace lyzacnich enzymi, zejména pak enzymu lytikdzy. Také bylo potfeba stanovit
spravny pomér low-melting agarosy aizolované DNA, coz bylo zasadni pro spravnou
konzistenci izolovanych DNA blockt a pro jejich dalsi uplatnéni pii PFGE analyze. Nakonec
byla provedena optimalizace metody PFGE, kterd pfinesla spravné rozdéleni chromozomii,
diky ¢emuz bylo mozné jednotlivé chromozomy popsat dle jejich velikosti podle pouzitého

standardu CHEF kvasinky Hansenula wingei.

Pro spravnou optimalizaci samotného procesu DGGE analyzy bylo tieba nejdiive izolovat
kvasinkovou DNA pomoci kitu, tato DNA byla nasledné pouzita jako templat pro PCR reakci.
Byla optimalizovana také teplota annealingu pro jednotlivé skupiny pouZitych primert.
Amplikony, které byly ziskdny pomoci této reakce byly separovany pomoci metody DGGE.
U této techniky bylo zapotiebi piedev§im optimalizace zakladnich parametri jako je rozsah

denatura¢niho gradientu ¢i celkovy Cas separace.

Dle vysledkti méfeni Ize urcit, ze postup izolace DNA kvasinek a jejich nasledna analyza
pomoci molekularnich metod pulzni gelové elektroforézy a denaturacni gradientové gelové
elektroforézy byla uspésna. Podafilo se nam alesponn ¢asteCné¢ popsat genom a urCit pocet

chromozomu U vSech pouzitych druhd kvasinek rodu Metschnikowia.

KLICOVA SLOVA
Kvasinky, Metschnikowia, DNA, biotechnologie, PFGE, PCR, DGGE



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the possibilities of implementation and use of molecular methods
for the characterization of yeasts of the genus Metschnikowia and the application of methods in
biotechnology or the food industry. The theoretical part focuses on a brief description of yeast,
specially selected species that were used during the practical part of the work, the possibilities
of their use, and especially on a detailed description of all molecular techniques used. The
practical part focuses on the optimization of the molecular methods, namely the method of

pulsed gel electrophoresis and the method of denaturing gradient gel electrophoresis.

Initially, yeast was cultured under optimal conditions that are specific to this genus.
Furthermore, their DNA was isolated using isolation techniques, which were subsequently
processed using PFGE and PCR-DGGE methods.

The DNA isolation procedure needed to be optimized the most. Several optimizations of the
concentration of lysis enzymes, especially the lyticase enzyme, were performed. It was also
necessary to determine the correct ratio of low-melting agarose and isolated DNA, which was
essential for the correct consistency of the isolated DNA blocks and their further application in
PFGE analysis. Finally, the PFGE method was optimized, which brought the correct
distribution of chromosomes, and it was possible to describe the individual chromosomes

according to their size according to the standard used CHEF of the yeast Hansenula wingei.

To properly optimize the DGGE analysis process itself, it was first necessary to isolate the yeast
DNA using a kit, then it was used as a template for the PCR reaction. The annealing temperature
was also optimized for the individual groups of primers. The amplicons obtained by this
reaction were separated by the DGGE method. This technique mainly required the optimization

of basic parameters such as the range of the denaturation gradient or the total separation time.

According to the measurement results, it can be determined that the process of yeast DNA
isolation and their subsequent analysis using molecular methods of pulsed gel electrophoresis
and denaturing gradient gel electrophoresis was successful. We were able to describe the
genome and determine the number of chromosomes in all used yeast species of the genus

Metschnikowia at least partially.

KEYWORDS
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UvoD

buriky, snadné manipulaci, moZnosti sekvenovani genomu a také kultivaci. Maji velky vyznam
V potravinaiském, biotechnologickém i farmaceutickém pramyslu. Mezi tyto vyznamné
organismy, které maji velky potencial v biotechnologickém uplatnéni patii i kvasinky rodu
Metschnikowia. Jejich vyjimecnost tkvi v jejich antifugalnim charakteru, ktery miuze slouzit
jako ochrana ploda ¢i kvéti ovoce, ¢imz dokazou prispét k udrZzeni biodiverzity ovoce

a uchranit ho pted plesnivénim pii péstovani i dlouhych transportech.

Tradi¢ni metody kultivace a popisu mikroorganismi zahrnuji az 90 rliznych testt, proces jejich
identifikace je Casové velmi naro¢ny ataké sloZity. Vysledky jsou v tomto ptipad¢ nejisté,
jelikoz mohou obsahovat velké mnozstvi chyb. Nejvétsi omezeni téchto tradi¢nich kultiva¢nich
metod je, ze se velmi t€Zko daji napodobit redlné podminky, pii kterych mikroorganismy rostou
Vv ptirodé. Proto se v dne$ni dobé snazime piedevSim o zlepSeni a zjednoduSeni metod

identifikace kvasinek. Zasadni pro toto zlepSeni bylo zavedeni molekularnich metod.

Tato diplomova préce se zabyva zejména pouzitim metod pulzni gelove elektroforézy a metody
denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy. Jsou to metody, které se pouZivaji k separaci
kvasinkoveho genomu, jeho zpracovani a naslednému pozorovani zmén genomu jako celku, ale
také velice konkrétnich useki DNA. Konkrétné metoda denaturacni gradientové gelové
elektroforézy slouZi k detekci jednonukleotidovych zamén v molekule DNA. Piedchazi ji
nested PCR reakce, ktera ma za tkol DNA rozstépit na jednotlivé fragmenty. Metody svym
rozsahem na kvasinkovy genom ¢ini tento vyzkum tolik specifickym a dilezitym pro polozeni

zakladi pti pozorovani tohoto zatim nedostatecné popsaného kvasinkového rodu.

Cilem diplomové préace je optimalizace pouzitych molekularnich technik pro kvasinky rodu
Metschnikowia. Vychazi z literarni reserSe zaméfené na princip a aplikace pouZitych metod,
stejn¢ jako na vybrané druhy téchto kvasinek. Zaméiuje se také na biotechnologické vyuziti

kvasinek a jejich aplikace v potravinaiském pramyslu.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Kuvasinky a kvasinkovité mikroorganismy

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotické mikroorganismy, které se systematicky zatazuji mezi
Fungi. Lze je charakterizovat jako organismy, které netvoii jednotnou taxonomickou skupinu.
Nejcastéji se vyskytuji v pudg, rostlinach a také v potravinach. Jejich pfirozené prostiedi je pro
né zdrojem Zivin aposkytuje jim utoCisté, kde mohou volné rist arozmnoZovat se.

Taxonomicky se rozd¢€luji dle zpisobu rozmnozovani podle toho, zda je pohlavni ¢i nepohlavni.

Souhrnné se oznacuji pohlavné se rozmnozujici kvasinky jako teleomorfni organismy, které
délime mezi Ascomycetes a Basidiomycetes. Kvasinky, které se rozmnozuji nepohlavné se
oznaCuji jako Deuteromycetes. Dle taxonomie Ize charakterizovat itzv. kvasinkovité
dominantni zastoupeni pravé kvasinkova faze, ktera se vyznacuje rozmnozovanim formou

puceni [1, 2].

Jsou to mikroskopické organismy, které dosahuji délky 3-15 mm, jsou tedy vétsi nez bakterie.
Tvar jejich bun€k je velmi rozmanity, jelikoz je obvykle zavisly na vnéj$ich podminkéach, ktere
buniky obklopuji a také na jejich vlastni funkci. V Eisté kultufe se také méni v zavislosti na
stadiu vyvoje. Je zde vysoka skala tvari od kulatych, vejcovitych, podlouhlych az po vldknité.
Bunky maji typickou eukaryotickou strukturu, kterd se sklada z n€kolika segmentd. Prvnim
segmentem je silnd bunécna sténa obklopujici povrch bunky. Pod ni se nachazi cytoplazmaticka
membrana, ktera zakryva vnitini struktury membranovych organel — jadro, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum, vakuoly, ribozomy, protoplasty a Golgiho aparat. Ve vnitinich
strukturach jsou také obsaZena zrniCka zasobnich latek napi. glykogenu, polymetafostatu ¢i

tuku [3, 4, 5, 6].

1.1.1 Rozmnozovéani kvasinek
Jsou to organismy, které rostou pievazné v koloniich z jednotlivych bunék, mohou se tedy

mnozit dvéma zpusoby — pohlavné (sexualn¢) a nepohlavné (vegetativng).

A. Pohlavni — redukéni déleni z diploidni bunky pii némz vznika askus, ve kterém se vytvari
askospory a bazidiospory. Askospory jsou umistény v asku a mohou mit rizny tvar,

bazidiospory jsou naopak umistény na vnéjsi strané sporovitych bunék. Pro jejich zékladni
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rozliSeni se pouziva test schopnosti produkovat uredzu nebo barveni naristu biomasy

diazoniovou modfi [7, 8].

B. Nepohlavni — je spoustu zptisobi, kterymi se mohou kvasinky nepohlavné rozmnozovat,
velkou mirou tento zpusob ovliviiuje tvar buriky. VétSina kvasinek se rozmnozuje
klasickym pucenim, ale mohou se rozmnozovat také jednoduchym zaSkrcenim ¢i délenim.
Nékteré rody vytvaii protdhnuté bunky pucici pouze na polech, které zlstavaji spojené
v dlouha zaSkrcena vlakna tzv. pseudomycelium. Mohou tvofit i prave mycelium, které

vznika ptiénym délenim protahnutych bunék [7].

1.1.2 Genetika kvasinek

U genetiky kvasinek jsou nejvice podstatné dva druhy genetické informace - jaderna
a mitochondrialni DNA, v nich jsou uloZeny vSechny podstatné vlastnosti kvasinek, které se
projevuji pfi jejich kultivaci a charakterizaci. Mezi tyto vlastnosti patii informace 0 struktuie
bunécnych proteini a molekul RNA, které se Ucastni syntézy proteinti a hraji dilezitou roli

v metabolismu kvasinek. UloZené geny se obvykle neméni vlivem vnéj$iho prostiedi [9].

Jaderna genetika je zasadni, jelikoZ v jadie se nachazi vétSina genetické informace, ktera je
uloZena v chromozomech. Poétem chromozomi se mezi sebou nasledné odlisuji i jednotlivé
druhy kvasinek, ¢imz se zabyva itato diplomova prace, ktera se snazi na zakladé poctu
chromozomu od sebe odlisit a popsat jednotlivé druhy kvasinek rodu Metschnikowia. Kromé
chromozomli mohou byt v jadie také obsazeny plazmidy ¢i cirkularni molekuly DNA.
Mitochondrialni genetika je zamétena na mitochondrialni DNA, které buiika kvasinek obsahuje
vétsinou mezi 20 a 100 molekulami a u jednotlivych druhti kvasinek se 1isi svou velikosti
jednotlivych molekul. Proménlivy pocet mitochondridlnich bunék je zplisoben riiznymi fazemi

bunééného cyklu ¢i rozdilnymi kultiva¢nimi podminkami [10].

1.2 Biotechnologicky vyznamné rody kvasinek

Pro to, abychom mohli kvasinky klasifikovat jako biotechnologicky vyznamné je tfeba nejdiive
porozumét jejich vyzivé, procesu fungovani a ovlivilovani jejich metabolismu, jejich ristu,

rozmnozovani a také jejich bunééné smrti [11].

Hraji vyznamnou roli v potravinaistvi, kde se pouzivaji k vyrobé dochucovadel, enzymu,

barviv, aditiv atd. Nesmime opomenout také jejich tradi¢ni aplikace pii vyrobé¢ lihovych napoja

11



¢i pekarského drozdi, kde se kvasinky povazuji za prapiedky dnesnich pramyslovych
fermentacnich procest. V dne$ni dobé jiz kvasinky zdaleka nenachazi své vyuziti pouze jako
mikroorganismy pro kvasné procesy, mohou se geneticky modifikovat avyuzZivat ve
farmaceutickém prumyslu pro produkci 1é¢iv, vakcin, probiotik, hormont ¢i krevnich faktort.
Vyuzivaji se také v environmentalnich technologiich, kde se zkouma jejich ucinek pfi
procesech bioremediace, likvidace odpadi a v neposledni fadé pii ochrané sklizné kde nachazi
své uplatnéni pravé kvasinky rodu Mestchnikowia. Pouzivaji se rovné€Zz jako modelové
organismy Vv bunééné a molekularni biologii pfi klinickém vyzkumu genotoxicity, 1é¢by

rakoviny nebo nemoci AIDS [11].

1.2.1 Rod Metschnikowia

Kvasinky patfici do ¢eledé Metschnikowiacea je rod tvofeny mnoha riznymi druhy kvasinek,
bohuzel zatim neni jejich taxonomie dostateéné prozkoumana a je jich tedy zatim znamo asi 40
druht, které se vyskytuji volné v piirod¢ i ve vodnim prostiedi. V piirodé je mozné kvasinky
1zolovat nejCastéji z ovoce, kvéti nebo hmyzu a maji vétSinou pozitivni vliv na své ptirozené
prostiedi. Naopak vodni druhy maji vétSinou spiSe negativni az patogenni ucinky na své
ptirozené prostredi a vyskytuji se v télech ryb ¢&i fasach. Jejich buniky maji také velkou Skalu
tvart, které vytvaii, nejcastéji tvar hruskovity ¢i sféricky. Pro sviij riist potiebuji predevsim
zdroj uhliku, ktery je pro né nepostradatelny, mizou k tomu vyuzivat naptiklad maltézu,
sacharozu ¢i sorbozu. Jejich jedineénym poznavacim znakem je jehlovity tvar askospory

v prodlouzenych askech [12, 13, 14].

1.2.1.1 Druh Metschnikowia pulcherrima

Metschnikowia pulcherrima je velmi rozsifeny druh kvasinek patfici do celed¢
Metschnikowiacea, ktery se vyznacuje produkci pigmentu pulcherriminu. Vyskytuje se na
na zkvaSeném ovoci. Z n¢j jsou nasledné kvasinky roznaseny hmyzem, kterému slouzi jako
zdroj potravy. Jeji butiky maji vejcovity az elipsoidni tvar a za standardnich podminek jsou
takika nerozlisitelné od bunc¢k Saccharomyces cerevisiae. K tomu, abychom je mohli
mikroskopicky rozlisit je tfeba stresovych podminek (napi. nedostatek N), pfi stresovych
podminkach totiz Metschnikowia pulcherrima vytvafi na za¢atku sporulaéniho procesu uvnitf

buniky tukovou kuli¢ku. Je schopna rist pti nizkych teplotach (15-20 °C) a velmi kyselém pH
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(3-6), nedafi se ji na YPD ani dusi¢nanovém médiu a jako zdroj uhliku vyuziva glukézu,
fruktdzu a dalsi cukry kromé laktozy [15, 16, 17].

Obrézek 1: Buika kvasinky rodu Metschnikowia pulcherrima [18]

Jejim nejveétSim potencidlem pro biotechnologické wvyuziti je schopnost fermentovat
v kombinaci s jinymi druhy kvasinek a modulovat syntézu sekundarnich metaboliti fermentace
ke zlepSeni senzorického profilu vina. Jeji fermentacni Uc¢innost sice neni tak velkd jako
u jinych druhi, ale Metschnikowia pulcherrima vynika spiSe svymi specifickymi vlastnostmi
pii fermentaci. Také ma potencidl jako biokontrolni cinidlo omezujici konkurenci ve
fermentacnim médiu s ostatnimi druhy kvasinek, coz se ukazuje jako velka vyhoda ve
vinafském pramyslu, kde by mohla fesit problém s nadmérnym obsahem alkoholu ve viné.
V posledni dob¢ se také za¢ina zkoumat jako mozné ndhrada palmoveho oleje, tento proces je
stale ve fazi vyzkumu, avSak vysledky se zatim ukazuji jako slibné. SloZeni mikrobialnich
lipidt je totiz velmi podobné rostlinnym olejiim a nékteré oleogenni kvasinky jsou dokonce
schopny produkovat lipidy s vysokym podilem nenasycenych mastnych kyselin. Pfipravuje
nam to také cestu k ekonomické vyrobé biopaliv, diky produkci antimikrobialnich slouc¢enin
spojené s rustem pii nizké teploté je totiz umoznéna kultivace olejnatych kvasinek v lacinych
a nesterilnich podminkach. Zajem o tyto kvasinky Uzce souvisi s rostoucimi cenami fosilnich

paliv a jejich negativnim dopadem na zivotni prostiedi [15, 16, 17, 19].
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1.2.1.2 Druh Metschnikowia andauensis

Kvasinka je morfologickou i fyziologickou stavbou velmi podobna druhu Mestchnikowia
pulcherrima. Bunky maji kulovity az ovalny tvar a mohou se vyskytovat samostatn¢ nebo ve
dvojicich. Také podobné jako M. pulcherrima vytvaii bilé az krémovité kolonie s hladkym
povrchem, kultivuje se na tuhém zivném médiu a jako zdroj uhliku vyuzZiva monosacharidy

(gluko6zu), disacharidy (maltézu), oligosacharidy (celobiozu) ¢i glykosidy (salicin) [20].

Obrézek 2: Buiika kvasinky rodu Metschnikowia andauensis [20]

M3 antagonistické ucinky, coz znamena, ze pii spoleném vyvoji organismi, jeden druh
inhibuje rustovy potencial druhého druhu. Diky svym antagonistickym vlastnostem se vyuZiva
Vv biotechnologiich jako biokontrolni ¢inidlo, Vv této formé se vyskytuje iV ptirodé. Ukazala
vynikajici ochranu u jader citrusovych plodi nebo jablek aje studovana i u dal$ich druht
ovoce. U nékterych druhu jablek jako Golden Delicious ¢i Bravo byla stanovena minimalni
iginna koncentrace M. andauensis proti Penicillium expansum na 1x10° cfu/ml. Jeji aplikace
ovSem vyznamn¢ inhibovala rist patogenu pii vSech testovanych koncentracich, které byly
i men$i neZz minimalni u¢inna. OvSem obecné plati, ze zvySeni koncentrace poctu bunék na
mililitr sniZilo vyskyt azavaznost patogenti v médiu. Cili je lepsi volit obecnd vyssi
koncentrace pro dostate¢nou ochranu. Tato vlastnost kvasinek M. andauensis by mohla vézt
Kk vyfeseni velkého problému s chemickymi postiiky a pesticidy, které jsou dodnes vyuZivany
ve velké mife a je velky tlak na jejich omezeni, ne-li Gplny zakaz pouZivani. Pokud se podati
prokazat dostate¢ny biokontrolni G¢inek ina jinych druzich ovoce ¢i zeleniny, mohl by se

kvasinkovy izolat zaCit vyuzivat jako bezpefna a uinna alternativa téchto nebezpecnych
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fungicidi. Kvasinka se vyuZziva v biotechnologiich také diky jejim dobrym senzorickym

vlastnostem, mezi né patii zejména chut’ a sladkost [20, 21, 22].

1.2.1.3 Druh Metschnikowia chrysoperlae

Bunky jsou kulovité, subkulovité nebo ovalné, vyskytuji se jednotlivé nebo ve dvojicich. Tvorii
bilé viskozni kolonie hladké na povrchu podobné jako M. andauensis. Hojné vytvafi

chlamydospory, ale viibec ne pseudohyfy. Patii mezi symbiotické kvasinky, které byly

izolovany z vaji¢ek a dospélych jedinci hmyzu ,,lacewings®, ktefi se fadi mezi Chrysopidae
[20].

Obrézek 3: Ukazka bun¢k rodu Metschnikowia chrysoperlae na obrazku a-c, na obrazku b-c mizeme

vidét zvétsené pucici bunky a zacinajici chlamydospory [20]

Bunky se podafilo izolovat z kazdé casti tohoto hmyzu kromé larev, coz by mohlo znacit
moznost vertikalniho pfenosu. Jsou s nimi Gdajné spojeny diky jejich zelené barvé a zkouma se
také jejich mozny specializovany vztah kvasinek a hostitele. Byly vyhledany na zakladé
BLAST jako dal$i mozné ptibuzné kvasinky poté, co se podafilo u stejneho druhu hmyzu
izolovat jiné druhy kvasinek rodu Metschnikowia. Od ostatnich se v3ak tyto kvasinky liSi nejen
genotypové, ale pomérné znac¢né iz hlediska morfologického a fyziologickeho. Mezi jeji

mozné biotechnologické vyuziti patii biologické kontroly, naptiklad pti likvidaci msic [20].
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1.2.1.4 Druh Metschnikowia shanxiensis, Metschnikowia zizyphicola a Metschnikowia
sinensis

Z povrchu ovoce jujuba sesbiranych v ¢inskych provinciich Shanxi a Shandong bylo izolovano
osm kvasinkovych kment, které za vhodnych podminek produkovaly jehlovité askospory, ale
pouze 3 samostatné skupiny se diky porovnani sekvenci rDNA aoblasti interniho
transkripéniho spaceru (ITS) ukazaly jako nové druhy kvasinek rodu Metschnikowia. Mezi né
patii druhy Metschnikowia shanxiensis, Metschnikowia zizyphicola a Metschnikowia sinensis.
Buriky téchto druhti jsou kulovité nebo ovalné a vyskytuji se jednotlivé nebo ve dvojicich, jako
tomu bylo u pfedchozich druhi kvasinek. Pii jejich kultivaci se vytvazi krouzek a sediment,
barva jejich kolonii je méslova, konzistence krémova a tvar je hladky a vypoukly. Na rozdil od
jinych druhii nejen, Ze netvoii hyfy, ale velmi ojedinéle tvofi i askospory. Od ostatnich druhi
se odliSuji také konven¢ni achemotaxonomickou charakaterizaci, napiiklad schopnosti
asimilovat D-xylozu pii asimilaénich reakcich s D-glukosaminem a ethylaminem ¢&i svou
neschopnosti asimilovat citrdt ardst na médiu bez vitamint. Jejich potencidlni vyuziti
v biotechnologiich je aplikace na ovocné rany, kde se prokazalo, ze dokazou ranu ochranit ptred

infikovanim patogeny [23].

1.3 Kultivace a rist mikroorganismu

Ucelem kultivace mikroorganismi v laboratornich podminkach je vypéstovat ¢isté kultury.
Cista kultura je populace miliont bunék stejného druhu, ktera vznikla mnoZenim z jedné buiiky.
Tyto kultury maji velky rozsah pouZiti: pouZivaji se k diagnostickym metodam, ke zjisténi
rastovych, biochemickym ¢i antigennich vlastnosti. Dale se pouZzivaji k identifikaci a rozliseni
jednotlivych druha, ke genetickym studiim a v neposledni fad¢ k zajisténi biotechnologickych
vyrob. Jednotlivé mikroorganismy maji velmi rtiznorody metabolismus, diky nému maji také
rizné naroky na kultivaci a musime tak pouzivat riizné slozeni a formu kultivacnich zivnych

pid [24].

1.3.1 Zivna média

Mikroorganismy se nejéastéji kultivuji v laboratornich podmink&ch na sterilnich Zivnych
médiich. SloZeni média se uréuje podle druhu kultivovaného organismu a musi vyhovovat viem
jeho pozadavkim na vyzivu, pH, osmoticky tlak a dalsi fyzikalné-chemické podminky. Aby
byl zajistén dobry rtist kultury na médiu je tieba, aby byly Ziviny ve spravné koncentraci, neni

vzdy pravdou, Ze vyS$S$i koncentrace zivin zajisti lepsi rist, mize to byt casto spiSe
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kontraproduktivni. Dllezity je také pomér kationtl a aniontd, jelikoz pfi nadbytku nékterého

Z nich mtize dochazet k inhibici transportu jinych iontd pfes cytoplazmatickou membranu nebo

muze byt uCinek nékterého zionth zastaven. Pfi sestavovani zivného média zalindme

s vytvoienim tzv. zdkladniho média z mineralnich soli, které zajistuje pozadavky daného

organismu na anorganické latky. Toto zakladni médium obsahuje ve velké mife vodu, K2HPOu,

MgS04x7 H20, CaCl; a stopové prvky jako Mn, Cu, Mo, Zn atd. K tomuto zakladnimu médiu

se dale piidava zdroj C, N a energie, popiipadé se mohou piidavat rastové latky [24].

Zivna média muzeme délit dle nékolika kritérii:

— podle pivodu a sloZeni:

a)

b)

c)

Prirozené — jsou to pfirozené substraty, které¢ jsou vhodné na kratkodobou kultivaci
nebo izolaci z ptirodnich zdrojd,

Polosyntetické — nejsou piesné chemicky definované, jako zdroj uhliku a dusiku se
pfidavaji proteiny a peptidy ve formé hydrolyzati, peptonti ¢i extrakti,

Syntetické — jsou ptesné chemicky definované, ptidavaji se do nich aminokyseliny,

vitaminy nebo rustové faktory.

— podle rustu mikroorganismi:

a)
b)

c)

1.3.2

Pojem

proces,

Univerzalni — jejich slozeni vyhovuje Sirokému spektru mikroorganismii,

Selektivni — jejich slozeni zvyhodnuje rist urcité skupiny ¢i druhu mikroorganismii diky
obsahu inhibicnich latek, které potlacuji riist ostatnich druhui,

Selektivne—diagnostické — jejich slozeni vyhovuje pouze velmi malé skupiné
mikroorganismii, jejich rist se ndsledné projevi charakteristickou biochemickou reakci

[7]

Kultivace mikroorganismu

kultivace oznacuje péstovani mikroorganismi pifi laboratornich podminkéch, tedy

ktery zahrnuje naockovani inokula do zivného média a jeho inkubaci pifi optimalni

teploté po riznou dobu, ktera odpovida vybéru kultivovaného organismu [9, 25].
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1.3.2.1 Zpusoby kultivace

Kultivaci délime na tii zakladni druhy:

a)

b)

Staticka — mikroorganismy jsou nao¢kovany bud’ do tekutého nebo na povrch tuhého média.
Béhem jejich riistu dochazi k vycerpéani zivin a hromadéni zplodin metabolismu, které ¢asto
mayji inhibujici vliv na rist,

Submerzni — zde jsou mikroorganismy nao¢kovany do tekutého média, které je neustale
protfepavano a provzdusiiovano, za téchto podminek probihd rist rychleji. Nevyhodou
stejné jako u statické kultivace je problém se spravnou specifikaci ristovych podminek
a zajisténim jejich konstantnosti,

Kontinuélni — u kultivace kontinualni je principem pfitékani Zivin k rostouci kultuie
a odvod stejneho objemu média s jiz narostlymi organismy. Zvolenim vhodnych parametrd
dosahneme stavu rovnovahy, pfi kterém se stav v kultivaénim tanku neméni a je tak
udrzovany konstantni pocet bunck. Je tedy ze zminénych zpiisob kultivace jedinym, ktery

se nejvice priblizuje pfirozenym podminkam rtstu mikroorganismd [7].

1.4 Molekularni charakteristiky kvasinek

Identifikace a charakteristika kvasinek v poslednich letech prosla zna¢nymi zménami. Dfive

bylo taxonomické zatazovani zalozeno na morfologickych, fyziologickych a biochemickych

vlastnostech. Tato zastarala metodologie zahrnovala cca 60-90 test, proces byl slozity

a Gasové naro¢ny a nesliboval jisté a presné vysledky. Z tohoto duvodu byly zavedeny nové

metody taxonomického zarazovani, které jsou nyni zaloZeny na molekulédrnich metodach. Tyto

metody sméfuji ke snadné arychlé identifikaci kvasinek. Jsou to metody zaloZené na
podobnosti a odlisnosti DNA, RNA nebo proteini [26].

Metody molekuléarni biologie jsou vyhodné, protoZe nejsou zavislé a ovlivnitelné vné&jSimi

podminkami. Nejcastéji se v dnesni dobé pouzivaji metody zalozené na analyze ribozomalni

DNA ¢i analyze genomové DNA, mezi tyto metody se fadi pravé metody PCR, DGGE a PFGE,

kterymi se tato literarni reSerSe zabyva [27, 28].

1.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jedna se o enzymatickou metodu vyuzivanou k syntéze definovaného useku DNA in vitro.

V dne$ni dobé probiha tento proces v termocykleru, ktery méfi teplotu v poZadovanych

intervalech. Dulezitou podminkou pro pouziti této metody je sekvencni analyza nukleové

18



kyseliny, ktera se pomoci PCR analyzuje. Na zéklad¢ ni se vytvoii komplementarni
oligodeoxyribonukleotidy, které ohrani¢uji zmnozovanou oblast a slouZi jako primery nasledné
polymerazové reakce. Zakladem této metody je enzymové katalyzovana reakce, béhem této
reakce dochazi k exponencialnimu ristu kopii daného useku DNA, ktery poticbujeme
analyzovat. Jiz béhem nékolika hodin se ziskdva potfebné mnozstvi amplikonu. Jedné se
0 metodu, ktera je mimotadné citliva v mezich detekce a diky tomu ji lze pouZit i pro zjisténi
jediné molekuly DNA ve vzorku. Je vSak tieba davat pozor na molekuly exogenni ¢i neznamé
DNA, jelikoZ mohou kontaminovat vzorek a tim ptispét k ziskani faleSného signalu. Abychom
tyto faleSné signaly a vysledky odstranili je mozné vyzit n€kolika doporuéenych standartnich
postupt. Tyto postupy zahrnuji napiiklad pouziti UV svétla, které odstrafiuje exogenni
nukleové kyseliny na pracovni ploSe, samoziejmosti je pouzivani jednorazovych rukavic a také

piidani DNA do reakce az jako posledni [29, 30, 31].

1.4.1.1 Princip polymerazové fetézové reakce

Zakladnim principem je opakovana fizend denaturace dvoufetézcové DNA a nasledna
renaturace samostatnych fetézcti obsahujicich specifické nukleotidy, které jsou v reakéni smeési
v nadbytku. Tyto oligonukleotidy nasledné slouzi jako primery pro syntézu nového fetézce

DNA. Amplifikace DNA probiha v neustale se opakujicich cyklech [29].

Kazdy cyklus se sklada ze tii krok, které se opakuji az 40x:

1. Denaturace — DNA se zahteje na teplotu 95 °C, diky tomu se rozpadnou vodikové mustky
mezi jednotlivymi vlakny DNA a dsDNA se rozdéli na ssDNA,

2. Hybridizace — probiha pfi teploté kolem 50-60 °C, ¢imz se molekuly DNA ochladi a dojde
k opétovné renaturaci. Je tieba, aby ve smési byly v nadbytku potiebné oligonukleotidy,
které nasledné¢ hybridizuji se svou komplementarni sekvenci rychleji nez dlouhé
jednofetézcové molekuly, které by mély byt ve smési v mnohem niZsi koncentraci. Teplota
musi byt specificky nastavend pro pouzity par primert, pokud by byla pfili§ nizkd mohly
by primery nasedat na sekvence, které jsou komplementarni jen z ¢asti a vytvoii se
nespecificky produkt. Pokud by byla naopak pfili§ vysoka mohly by primery byt malo
hybridizovany a nevytvofil by se pak dostatek produktu,

3. Elogance, extenze, synteticka faze — probiha pii teploté 65-75 °C, dochézi k syntéze novych
fetézcli pomoci oligonukleotidl, které dosedly na jednofetézcovou DNA neboli templat
v piedchozim kroku PCR. Tyto oligonukleotidy slouzi jako primery pro DNA-polymerasu.

Syntéza nového fetézce komplementarniho s templatem probiha od 3"-konce primert [29].
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Po prvnim cyklu PCR se pocet fetézci DNA zdvojnasobi. V dalSim cyklu mohou pak jako
templaty slouZit inové vytvorené fetézce, z ¢ehoz vyplyva, Zze se muze syntetizovat
dvojnasobné mnozstvi. Pti opakujicich se cyklech roste mnozstvi nové syntetizovanych fetézct
exponencialné, zatimco mnozstvi delSich fetézcl pouze linearné. Po 30 cyklech tohoto procesu
se vytvoii asi 10° vice specifického produktu, nez ostatnich tisekét DNA ¢ili je jejich podil ve

vysledné smési prakticky zanedbatelny [29].

1.4.1.2 Komponenty pro PCR

Reak¢ni smés, v niZ se standartni PCR provadi musi obsahovat nasledujicich 6 komponent:
termostabilni DNA polymerédza, oligonukleotidové primery, deoxyribonukleotidtrifosfat

(dNTP), templatova DNA, reakéni pufr s Mg?* ionty, deionizovana voda [32].
1.4.1.2.1 Termostabilni DNA polymeraza

Je kli¢ovym enzymem pro syntézu novych fetézcit DNA. Velmi dilezita je jeji teplotni stabilita
predevs§im z hlediska denaturace DNA, ktera probiha pfi teploté¢ az 95 °C. Jeji dostateCnou
aktivitu po celou dobu amplifikace zajistuje Taq-polymeraza, kterd je béhem denatura¢niho
kroku aktivni a nemusi se tak pridavat po kazdém denatura¢nim cyklu. Amplifikaéni cykly
akroky jsou tak fizeny pouze postupnym stiidanim teplot. Teplotni optimum pro Tag-
polymeréazu je 75 °C, pii 95 °C po 40 minutich dochazi k inaktivaci. Za velkou vyhodu je
povazovana schopnost syntetizovat dlouhé Gseky DNA o délce 10 kbp [33].

1.4.1.2.2 Oligonukleotidové primery

Oligonukleotidové primery jsou synteticky pfipravené oligonukleotidy o délce az 30 bp,
pficemz dvojice primert je navrhnutd, aby ohraniCovala oblast DNA, kterd ma byt
amplifikovana. Je velmi dilezité, aby byly primery spravné navrzeny, jelikoZz jejich navrh je
kriticky pro uspé€sné namnozeni specifické DNA sekvence. Je podstatné, aby cilova DNA
anukleova sekvence primert byly homologické, jelikoz bez toho nemulze dojit
K bezproblémovému nasednuti primeri na mista lemujici DNA oblast. Pokud by byly primery
navzajem komplementarni, dochazelo by Kk tvorbé dimerd. Aby hybridizace obou téchto
primera s komplementarni sekvenci DNA probihala bez problému je potieba, aby probihala pti
stejné teploté. Pro ndvrh primert se pouzivaji vhodné zasady. Orientacné se doporucuje, aby
primery obsahovaly 18-24 nukleotidl, nemély by obsahovat sekundarni struktury a obsah G/C
bazi v primeru by se m¢l pohybovat v rozsahu 40-60 %. Dilezity je také pomér G/C ku A/T

20



partiim bazi, mél by byt spravné vyvazeny, aby primery plnily svoji funkci. Findlni koncentrace
primert se doporucuje mezi 0,1-0,6 uM. Zaroven jejich teplota tdni musi byt pfijatelnd, aby

cely proces mohl fungovat bez komplikaci [34, 35, 36].
1.4.1.2.3 Deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTPSs)

Maji funkci stavebnich kament pro syntézu novych fetézci DNA podle templatu. Smés, ktera
se pouziva konkrétné pro PCR reakci obsahuje Ctyti deoxyribonukleotidtrifosfaty-dATP, dCTP,
dGTP adTTP. Tyto 4 slozky se vzdy piidavaji v ekvimolarnim mnozstvi, aby dosahly
optimalni koncentrace pro uspésnou amplifikaci, kterd se pohybuje od 20 do 200 uM.
Koncentrace je vyrazné ovlivnéna mnozstvim hotecnatych kationtt, ale také slozenim i délkou
vysledného produktu. Pro mnozstvi hofecnatych kationti & mnozstvi dNTPs plati pfimé umeéra,

pokud dojde ke snizeni mnozstvi jednoho musi i druheho [37].
1.4.1.2.4 Templatova DNA

Templatovd DNA je DNA, kterd obsahuje cilovou sekvenci aptidava se do PCR smési
V jednotetézcové ¢i dvouretézcoveé forme. Tato DNA muize byt bud’ purifikovana nebo ziskana
cely prabéh a také vytézek PCR reakce. Velikost jednotlivych amplifikovanych fragmenti je
v rozmezi 100-1000 bp [38].

1.4.1.2.5 Reakcni pufr s horecnatymi kationty

Reakéni pufr zajiStuje optimalni prostiedi pro prubéh celé PCR reakce. Jeho slozZeni je pro
pribéh reakce velmi podstatné a je zavislé na pouziti DNA polymerazy, kterou jsme zvolili jiz
v ptedchozich krocich. Jeho pH by mélo byt v rozmezi 8,3-8,4, tedy spiSe zasadité. Jeho hlavni
slozky jsou chlorid draselny a Tris-kyselina chlorovodikova. Hofe¢naté kationty slouzi jako
kofaktory DNA polymerazy a tvoii komplex s primery, produkty PCR reakce, templatem,
a predevsim s dNTPs. Jejich idealni koncentrace se pohybuje mezi 0,5-5 mM. Pokud je jejich
koncentrace nizka, vede k nizkému vytézku, a naopak pokud je koncentrace vysoka tvoii se
nespecifické produkty. Proto je velmi dilezité zachovat idedlni koncentraci téchto kationtd

béhem celého prubéhu PCR reakce [39].
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1.4.1.3 Termocykler

Je pfistroj, ktery automatizované zajist'uje sttidani cyklicke teploty reak¢ni smési, v podstate se
jedna o programovatelny termostat, ktery ptresné udrzuje tii inkubacni teploty a musi mezi
jednotlivymi teplotami ptechazet. V termocykleru jsou ulozeny mikrozkumavky s reakéni
smési v kovovém bloku, jehoz cyklické teploty jsou jiz nastaveny pfedem. Pouzité zkumavky
musi byt tenkosténné, aby byla mozna rychla zména teplot. Diky tomuto pfistroji je vlastné cely

pribéh PCR reakce umoznén, jelikoz v ném probiha a automatizuje ji [36, 40].

1.4.1.4 Modifikace PCR pouZivané pro detekci kvasinek

PCR reakce se vyuZiva v mnoha odvétvich a oborech od diagnostiky infek¢nich onemocnéni ¢i
dédi¢nych chorob az po namnozeni konkrétniho useku DNA pro pouziti v dalSich
biotechnologickych metodach. V nasem ptipadé se PCR vyuziva ptedev§im pro svou rychlost
a vysokou citlivost, vyhodou take je, Ze se da rizn¢ modifikovat podle cileného produktu, ale
stale je zalozena na své ptivodni formé&. Tyto modifikace PCR se rozlisuji na zakladé toho, zda
chceme provadét molekularni identifikaci €i typizaci organismi nebo provadét modifikace
sekvenci nukleovych kyselin. Jednotlivé varianty metody PCR se pak od sebe rozliSuji:
pouzitim specifickych sekvenci primert, riiznou detekci PCR produkta, piisnosti podminek pro
amplifikaci a v neposledni fadé pouzitim dalSich enzymatickych reakci kromé amplifikace

DNA polymerazou [41].

Nejcast¢jSimi modifikacemi metody PCR, které se vyuZzivaji pro analyzu DNA kvasinkovych
mikroorganismil jsou: RAPD, kterd se zamétuje na PCR s kratkymi primery do 10 nukleotida.
AFLP, ktera se zamétuje na St€peni DNA pomoci dvou specifickych restrikénich endonukleaz,
vzniklé molekuly jsou amplifikovdny pomoci PCR s vyuZitim specifickych AFLP-primert.
PCR-RFLP, ktera se také zamétfuje na Stépeni izolované DNA pomoci restrikénich
endonukleaz, ale v tomto piipadé metoda vyuziva takové, které $t€pi palindromatické sekvence,
coz jsou sekvence se stejnym potadi bazi. Pouziva se také nested PCR, coz je modifikace PCR,
kterd vyuziva dva sety primerd, které se amplifikuji ve dvou krocich, pouziva se z dtivodu lepsi

citlivosti a specifi¢nosti metody, nez je standartni jednokrokova PCR [41].
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1.4.2 Denaturacni gelova gradientova elektroforéza (DGGE)

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) je metoda, ktera se pouziva pii identifikaci
mikroorganismu a také k vyhledavani mutaci. Slouzi k detekci jednonukleotidovych zamén
v molekule DNA. Lze ji vyuzit také pii fylogenetické charakterizaci, kterou ale stézuje diky
schopnosti rozlisit pouze specifické PCR produkty do velikosti 500 bp, né¢kdy maximalné 1000
bp. Jednd se ometodu tzv. otisku prstu ajeji podstata spoéiva v postupné denaturaci
vodikovych mistkd mezi vlakny DNA. Uziva se zde polyakrylamidovy gel s denaturacnim
gradientem, ktery obsahuje denaturacni latky — formamid a mocovinu, jejichz koncentrace se
postupné zvysuje. Tyto latky denaturuji vodikové vazby mezi nukleotidovymi pary dsDNA.
Rozlisuje se také denaturace mezi AT a GC pary, AT pary jsou totiz spojeny dvéma vodikovymi
mistky a GC pary tfemi, ztoho divodu lze 1épe denaturovat useky bohaté na AT pary.
Predchézi ji amplifikace pozadovanych usektit DNA pomoci PCR, pfi niZ jsou pouzity specidlni
primery s tzv. GC svorkami, ty obsahuji nékolik GC part, které se velmi téZce denaturuji a drZi
tak oddélené ssDNA, aby netvotily rozmazané prouzky [42].
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Obrazek 4: Ukazka priibéhu DGGE [52]

1.4.2.1 Princip metody DGGE

Jejim principem je separace amplifikovanych fragmentti rDNA s ptiblizn€ stejnou velikosti, ale
rozdilnou sekvenci neboli teplotou topeni Tm. Separace je zalozena na klesajici pohyblivosti

fragmentu v polyakrylamidovém gelu, ktery je elektroforetickym médiem v této technice.
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Tento gel je tvofeny zakladnim monomerem akrylamidem a N,N-methylen-bis-akrylamidem,
ktery se nahodné zabudovava do linearniho fetézce polymeru a slouzi jako ¢inidlo tvofici
sitovanou strukturu gelu. Nasledna polymerizace gelu je radikdlovou reakci, kterd probiha
v prosttedi TAE pufru pti laboratorni teploté. Pro spravny prubéh polymerizace je tieba, aby
bylo zajisténo spravné pH reak¢ni smési a odstranéni vzduchovych bublin. Pokud by bylo pfilis
nizk¢ ¢i by nebylo zamezeno pfistupu kysliku k reakéni smési, polymerizace by se

neuskutecnila [44, 45].

Ve vytvoreném gelu dochédzi krastu linearniho gradientu denaturantii. Koncentrace
polyakrylamidového gelu se 1i8i dle velikosti separovanych DNA fragmenti a urcuje také jeho
mechanické vlastnosti. Abychom dosahli optimalniho rozliseni fragmentt v gelu je treba
vzajemné upravit pomér akrylamidu ku N,N-methylen-bis-akrylamidu dle potieby metody.
Rychlost denaturace a tim i elektroforeticka pohyblivost fragment nasledné zavisi na typu,
distribuci a mnoZstvi dusikatych bézi mezi vodikovymi vazbami dsDNA. Denatura¢ni
podminky v pribéhu celé DGGE metody jsou zajistény kombinaci stabilni teploty mezi 50-60
°C alinearniho gradientu tvofeného mocovinou a formamidem. Molekula putuje gelem tak
dlouho, dokud nedosahne urcité koncentrace denaturantti, v ten moment se zac¢ne rozplétat
a vytvaret vétvené struktury s lokalnimi jednofetézcovymi oblastmi. Nésledné¢ dochazi ke
konformacni zméné tercidlni struktury DNA, kterd migraci fragmentu nejprve zpomali,

a nakonec uplné zastavi [43, 44, 45, 46, 47, 48].

Denaturac¢ni gradient mize byt vytvoreny kolmo nebo paralelné ke sméru elektroforézy.
V piipadé¢ kolmych gradientovych gelli, U kterych gradient vzristd kolmo ke sméru
elektroforézy se pouziva Siroky rozsah gradientu od 0 % az ke 100 %. Tento experiment slouzi
ke zjisténi optimalniho rozsahu gradientu U jediného vzorku (napiiklad smés amplikont). Pii
nizkych koncentracich denaturanti v gelu si fragmenty DNA zachovaji dvoufetézcovou
strukturu Cili se nerozpletou a na gelu nasledné nejsou detekovany lokalni jednofetézcové
oblasti. Naopak pfi vysokych koncentracich je molekula kompletné denaturovana a migrace
fragmentu se upln¢ zastavi. Je tedy ziejmé, ze optimalizace rozsahu gradientu je pro spravné
provedeni DGGE experimentu naprosto klicova. U paralelnich gradientovych gelti vzrusta
gradient ve sméru elektroforézy, diky cemuz jsou vhodné pro analyzu vice vzorkl. Rozsah
gradientu zde neni tolik rozsahly jako u kolmych variant, ¢imz se zabezpeci lepsi separace

fragmentt analyzovaného vzorku [46, 47, 48].
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Kvalita experimentu vSak nezdvisi pouze na spravné volbé denaturacniho rozmezi, je zde
mnoho dal$ich faktort, které mohou kvalitu provedeni DGGE experimentu ovlivnit. Mezi dalsi
faktory patii piitomnost nespecifickych produktu, existence vice variant sledovaneho genu
Vv genomu a samoziejme také spravna velikost analyzovanych PCR produktt, jelikoz jak zde
jiz bylo popsano, limity detekce velikosti molekuly DNA jsou u denaturaé¢ni gradientové gelové
elektroforézy maximalné do velikosti 500 bp [72, 73].

Tato technika se da zdokonalit pfidanim takzvané GC-svorky, coZ je sekvence bohatad na GC
pary piipojena na 5°-konec jednoho z primert, ktery byl pouzity pii reakci PCR. Je obvykle
tvoiena 30-50 nukleotidy, které jsou koamplifikované s cilovou sekvenci a jsou tak spolu s GC-
svorkou zaclenény do vysledného amplikonu. Jejim pouzitim se dd zamezit Gpln€ disociaci
dsDNA na jednofetézcové formy, ¢imz se zvysi rozliSovaci schopnost DGGE metody, ktera

umozni detekci téméf vSech zmén v DNA sekvenci [43, 46].

Optimalni Cas elektroforézy je také velmi dilezitym faktorem, miize byt uréeny pomoci tzv.
time travel experimentu, pfi kterém jsou rizné vzorky nanaseny na gel v ur¢itych konstantnich
Casovych intervalech. Pokud proces trva pfiliS dlouho muize dochazet k nestabilité
denatura¢niho gradientu, diky pfili§ dlouhé inkubaci gelu v prostfedi se zvySenou teplotou.
Vysledkem je tak zkreslena separace jednotlivych fragmentd a nespravna interpretace DGGE
profilu ziskaného procesem, z tohoto divodu by mél byt Cas elektroforézy minimalizovany

s ohledem na optimalni rozliSeni pouzitych fragmentu [46, 47, 49].

1.4.2.2 Priabéh metody DGGE v praxi

Tato technika se uplatiiuje zejména v mikrobiologickych odvétvich, kde je jeji hlavni pfednosti
moznost pfimé extrakce DNA z realnych vzorkl napt. riiznych druhii potravin. Prvnim krokem
je izolace komplexni DNA sm¢si, tato smés se dale pouziva jako templat v PCR amplifikaci
konkrétnich variabilnich useki DNA, které umoznuji rozliSeni mezi jednotlivymi druhy
mikroorganismu. Vysledkem PCR reakce je smés amplikontl nékolika druht organismd, které
jsou pritomny v analyzovanem vzorku. VSechny tyto amplikony maji stejnou velikost, ale
odlisné sekvence ¢ili mohou byt separovany pomoci DGGE metody. Kone¢nym vysledkem je
tak fingerprint neboli DNA otisk mikrobialni komunity daného prostiedi, ktery je specificky
pro dany analyzovany vzorek. Po separaci DGGE metodou je moZzné pozorovat v gelu DNA
fragmenty, které mohou byt zgelu izolovany, reamplifikovany s pouZzitim podobnych

podminek aPCR primera ¢i sekvenovany a porovnany se sekvencemi dostupnymi
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v databazich. Celym timto postupem je mozné urcit identitu pivodné nezndmého fragmentu

[47, 50].

1.4.3 Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Principem klasické elektroforézy je ptfimocary plynuly pohyb molekul DNA v gelu ve sméru
od katody k anodé¢. Rychlost pohybu téchto molekul je zavisla na jejich velikosti, z ¢ehoz
vyplyva, Ze mensi molekuly putuji gelem rychleji a z toho divodu je umoznéna jejich separace.
Tento princip se vSak uplatiiuje pouze u mensich molekul do velikosti 50 kbp. Abychom mohli
separovat vétsi molekuly je tfeba pravé pulzni gelové elektroforézy, bez jejiho pouZiti by
molekuly uvizly uvnitt gelu v sitovité struktufe a nerozdélily by se. Metoda PFGE umoziiuje

separovat az 12 miliont part bazi [32, 43, 51].
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Obrézek 5: Znazornéni prabéhu PFGE [52]

1.4.3.1 Princip metody PFGE

U této metody se analyzovand DNA agarosovym gelem nepohybuje pouze jednim smérem, ale
periodicky ho méni v pravidelnych pulzech, coz je umoznéno aplikaci dvou nebo vice
elektrickych poli do systému. Molekuly DNA méni sviij smér podle toho, které elektrické pole

je aplikované, ale musi nejdiive zmeénit svou orientaci, nez se zacnou pohybovat smérem
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druhého elektrického pole. VZdy musi byt jedno deaktivované adruhé k nému musi byt
aplikované v 90-180° thlu. Pti aktivaci prvniho pole se molekuly nejdifive srovnaji do
spravného sméru a zacnou se pohybovat gelem, nasledné se toto pusobeni pierusi a zacne
aktivace druhého elektrického pole, ¢imz jsou molekuly donuceny zménit smér pohybu,
nejdiive ale museji zménit svou orientaci. Cas, ktery je potiebny k jejich reorientaci, je zavisly
na velikosti jednotlivych molekul. Vétsi molekuly potiebuji ke zméné sméru vice Casu a diky
tomu je mozna jejich separace. PFGE dokéaze separovat molekuly DNA s délkou fetézce do 10
Mbp, uZiva se tedy k separaci celych chromozomu. Pistroj uréeny k této metod¢ se sklada ze
dvou nebo vice part elektrod, které jsou ulozeny okolo desky s gelem a postupné jsou na né
pfivadény napétové pulzy. Tato analyza vSak zdvisi na mnoha faktorech, jako je napt. doba
separace, pulzni Cas, velikost elektrického napéti, running time, koncentrace gelu a pufru atd.

[53, 54].

Parametry pulzni gelové elektroforézy:

a) Pulzni ¢as — pulznim Casem lze regulovat velikost molekul tim, ze ho béhem separa¢niho
procesu nechame konstantni nebo jej zvySujeme. Lze tak vSak regulovat pouze molekuly,
které se pohybuji, jelikoZ jejich reorientacni ¢as je nizsi nez doba pulzu. Molekuly, které
nedosdhnou limitu dané¢ho rozmezim pulznich ¢ast ziistanou po elektroforéze pobliz startu.
Z toho vyplyva, ze pokud chceme separovat mensi molekuly pouzivame kratsi pulzni ¢asy
(100-1000 s) a pokud vétsi molekuly tak delsi pulzni ¢asy (1-100 s) [43, 55].

b) Velikost napéti — se zvySujicim se elektrickym napétim stoupa mobilita molekul, aby bylo
dosazeno maximalni elektroforetické mobility je tfeba, aby byly molekuly plné
reorientovany potfebnym smérem. Je vSak tfeba dodrzet optimalni napéti pro dany druh
izolované DNA. Plati, ze pokud je napéti piilis vysoké je sice vysoka i mobilita, ale zony
bandil jednotlivych chromozomil jsou neostré a rozmazané. Velikost napéti také souvisi
S pulznim ¢asem a to tak, ze pokud chceme izolovat mensi molekuly je tfeba zvolit vyssi
napéti a kratsi cas a opacné pro izolaci vétsich molekul je tfeba niz§iho napéti a delsiho casu
[55, 56].

¢) Cas béhu — odviji se podobné jako pulzni ¢as od velikosti molekul, pro vétsi molekuly se
voli delsi ¢asy (napt. nad 2 Mb vice nez 17 hodin) a pro mensi molekuly ¢asy kratsi (napf.

do 2 Mb minimalné 17 hodin) [57, 58].

d) Teplota — je tieba nizsich teplot od 4 do 15 °C, je velmi dulezité tento parametr dodrzovat,

v v

protoZe pokud je teplota vyssi klesa rozliSitelnost jednotlivych zén [64].
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e) Reorientacni uhel elektrickych poli — stimto parametrem je také velmi Uzce spjatd
rozliSitelnost jednotlivych zén. Cim vé&tsi (thel ménicich se elektrickych poli je, tim ostiejsi

jsou jednotlivé zony [59].

f) Koncentrace agarosového gelu — s ni souvisi pfedevsim rychlost pohybu molekul, ¢im je
koncentrace vyssi, tim se pohybuji pomaleji. Je vSak tieba dodat, ze pti vyssi koncentraci

je ostiejsi rozliSeni jednotlivych zon [59].

V Tabulce 1 jsou zobrazeny parametry navrzené vyrobcem PFGE aparatury, které se pouzivaly

V experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Tabulka 1: Ptiklad doporuc¢enych parametri PFGE aparatury [57]

Size (Mb) 0.01- =<0.1 0.1-2 2-6 6-12
0.05

% agarose 1.2 12 1.2 0.8~ O™

Buffer (xTBE) 0158 0.15/0.585 0.5 0.5 0.50

Temperature,*C

=in MultiTemp 11 8-0 8-9 5-9 3-0 8-9

[set value)

=inelpho. unit 12-14 12-14 12-14 12-14 {1 2<14

“oltageM (HEX) 450 ca 300 165 40- 25-50
200 100

Voltage (point) 4850 ca 370 300- G- ca 30
B0 100

Pulse time (s} 0.3-1.0 1=-10 10=-120 3-7T5 50-100

fmin} [rmn}
Run times (h} 1= 18 17 =24 24 h- 3-8

3davs (days)

i L x »
3.8 % agarosewill gres e faster sanboaton at e oo st of rasaiuton

1.4.3.2 PoufZiti metody PFGE v praxi

Metod¢ pulzni gelové elektroforézy predchazi slozity proces izolace DNA, ktery se rizni na
zaklad¢ pouzitych mikroorganismt. Konkrétné u kvasinek je problém s velikosti jejich
molekul, jelikoz je vétsi nez 50 kbp. Z tohoto divodu se piistupuje k jejich imobilizaci
VvV agarosovém gelu jesté pred samotnou izolaci a také pred odstranénim jejich bunécné stény.
Nasledné je tieba jejich bunécnou sténu enzymaticky rozrusit napiiklad pomoci enzymu
lytikdzy. Po tomto kroku je tfeba odstranit zbytek rusivych elementi pomoci inkubace ve
smési EDTA pufru a B-merkaptoethanolu, findlnim krokem je piidavek proteinazy K, ktera
odstrani celularni membrany, proteiny a RNA. Bunky jsou tak pfipraveny pro izolaci pomoci

PFGE analyzy. Pro spravny prib&éh metody je tfeba nejdiive ptipravit agarosovy gel, ktery se
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obecné sklada z Tris-acetat-EDTA pufrovych systému a ponofenych bunék. Pufr se necha
cirkulovat a vychladi se obvykle na teplotu 11 °C. Nasledné se vlozi hexagonalni elektroda do
PFGE zafizeni a nastavi se potfebné parametry pro spravny prubéh izolace. Napf. u standardu
kvasinky Schizosaccharomyces pombe se vyzaduji delsi pulzni Casy, protoZe jeji velikost
chromozomt je nad 2 Mbp. Pro separaci kvasinkové DNA se uziva reorienta¢niho uhlu

elektrickych poli 110 az 165 ° [53, 57, 58, 59, 60, 61].

1.4.4 Dosavadni dosazené vysledky v charakterizaci kvasinek rodu Metschnikowia
pomoci molekularnich metod

Technika PFGE se dé pouzit kromé stanoveni velikosti chromozomt také ke stanoveni iplnosti
replikace ¢i opravy DNA, definici molekularniho karyotypu bunck, analyze chromozomalnich
ptreskupeni, pfifazeni geni nebo konstrukci konkrétnim chromozomum a izolaci DNA od
specifickych chromozomu [62]. Ve vyzkumech, které se doposud zabyvaly analyzou kvasinek
pomoci techniky PFGE byly popsany podminky pro separaci a vizualizaci chromozomt mezi
0,5 a 6 Mbp a pro kratSi chromozomalni prvky mezi 50 a 600 kbp asi 530 kbp [62]. V prvotnich
vyzkumech byla PFGE vyuZita spiSe pro meéfeni reprezentativnich kmenti kvasinek
Saccharomyces z pivovarnictvi ¢i destilace. Pozdéji se vSak tato metoda ukazala vhodna také
pro analyzu kvasinek rodu Metschnikowia, je ovSem tieba k tomu pouZivat jiz definované
standardy, napiiklad dobie znamé a popsané kvasinky rodu Saccharomyces, nejcastéji se
pouziva pro tyto Ucely Schizosaccharomyces pombe. Pozd¢ji se pti vyzkumech ukazala jako
standard vhodné i kvasinka Hansenula wingei patiici rovnéz mezi Saccharomycetaceae. Vyse
zminéné kvasinky se pouzivaji pii pulzni gelové elektroforéze diky svym elektroforetickym
karyotypum [64]. Pro M. pulcherrima byla identifikovana celkova velikost genomu cca
16,1 Mb. U M. fructicola byla v nejnov¢jsich studiich stanovena velikost jejiho genomu na 26
Mbp aobsahuje 8 629 genovych kddujicich sekvenci. Vysledkem bylo vysoce kvalitni
sestaveni genomového profilu skladajiciho se z 93 kontigti — nejdelSi z nich méa 2 548 689 bp —

se 439ndsobnym pramérnym pokrytim genomu [67, 68, 69].

Vyzkumem kvasinek rodu Metschnikowia jsem se zabyvala také v praktické casti mé
bakalarské prace, ktera byla zaméfena na charakterizaci kvasinek pomoci pulzni gelové
elektroforézy. Pfi mém experimentalnim vyzkumu jsem piisla na nové poznatky tykajici se
po¢tu chromozomu jednotlivych druhti kvasinek. BohuZel se ukézalo, Ze pro spravnou separaci
chromozomt kvasinek je jednozna¢né potieba delsi doba separace, ale i tak se z dosazenych

vysledku dalo ur¢it, ze kvasinky rodu Metschnikowia maji pravdépodobné 4 az 5 chromozomti.
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Tohoto vysledku jsme dosahli na zakladé separace 4 az 5 bandu pfi zvolenych podminkach
analyzy. Z divodu pouziti nevhodného standardu nebo pouziti nespravnych separacnich
podminek nebylo mozné idedlné velikostné popsat separované chromozomy kvasinek rodu
Metschnikowia. Na napravu téchto skuteCnosti vcetné zavedeni charakterizace kvasinek

pomoci DGGE metody se zaméiuje pravé tato diplomova prace [74].

Metoda PCR-DGGE byla aplikovana na studii eukaryotickych spolecenstev, které jsou velmi
vyznamné pro fermenta¢ni procesy v potravinarstvi. Ribozomalni DNA kvasinek se sklada
z malych podjednotek 18S rDNA a velkych podjednotek 26S rDNA. Spacery, coZ jsou
konzervativni nekodujici useky vypliuji oblasti mezi témito podjednotkami. Oblast ITS potom
obsahuje sekvenci kodujici oblast 5,85 rDNA, coZ je podjednotka o nejmensi velikosti.
RozliSeni mezi jednotlivymi druhy je zaloZeno na velikosti polymorfismu amplikonti, aby bylo
mozné identifikovat arozliSit kvasinkové druhy je tieba dosahnout vyhovujiciho stupné
variability ITS oblasti mezi malou podjednotkou 18S a velkou podjednotkou 26S. Pro kvasinky
se tak zprvu zdala tato metoda jako nevhodna, jelikoZ byl amplifikovany Gsek 18S rDNA., coZ
je mala podjednotka anesta¢i k identifikaci a vzajemnému rozliSeni jednotlivych druhu
kvasinek. Pro studium kvasinek byl tak vyvinut novy postup, ktery separuje amplifikované
produkty variabilnich Gsekll 26S rDNA z DNA kvasinek. Tento postup byl nasledné ovéreny
pro modelové organismy V laboratornich podminkach, ukazalo se, Ze umoznuje detekci
mnozstvi az 102 bunék/ml a identifikaci alespon &tyt riznych druhii kvasinek. Po ovéieni byl
aplikovany do primyslovych fermentacnich procesti, zejména pii vyrob¢ vina, kde slouzil ke
sledovani kvasinkové populace. V kazdém stupni kvasného procesu byla profilovana
mikrobidlni komunita, ¢imz byly identifikovany druhy kvasinek patfici k rodim
Metschnikowia, Candida a Pichia, které se objevovaly zejména za zacatku fermentace
a kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktera se objevovala zejména v poslednich stadiich
fermentace. Podobné byla metoda aplikovana pro urceni diverzity kvasinek pii fermentacnich
procesech, tato analyza potvrdila, Ze teplota kvasného procesu méa vyznamny vliv na rust
kvasinek, jelikoZ pti vyssich teplotach vyznamné poklesl. Zajimavou skute¢nosti zejména bylo,
Ze i piesto, ze Metschnikowia pulcherrima byla izolovana v koncentracich 10° CFU/ml, tak
amplikon pfislusici tomuto druhu nebyl v DGGE profilu pozorovéan. Pravdépodobné z diivodu

neuplné amplifikace pouzitim univerzalniho paru primerd NL1/LS2 [47, 65, 66].

Dle nejnovéjsich studii zabyvajicich se rozdélenim jednotlivych druhli kvasinek rodu

Metschnikowia bylo zjisténo, ze pomérné novy druh Metschnikowia viticola se snadno da
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rozli$it od druht M. pulcherrima a M. fructicola z fylogenetického i fenotypového hlediska. Je
vSak pomérné tézké rozlisSit druhy M. pulcherrima a M. fructicola z hlediska jejich DNA
pomoci ¢astecného sekvenovani ITS nebo 26S rDNA, piislo se vSak na to, ze se daji rozlisit
vzajemné pomoci nukleotidové sekvence markeru EF2, ktery vykazuje ptiblizné 9 % sekvenc¢ni
divergenci mezi témito druhy. Uplné genomové sekvence riiznych kment M. pulcherrima a M.
fructicola, izolované z riznych prostiedi (puda, hmyz, hrozny atd.), jsou jiz k dispozici [67, 68,
69].

Dle studie Akira S. Hario provedené v roce 2019 se z ¢melaciho nektaru podatilo izolovat uplné
novy druh kvasinek rodu Mestchnikowia, ktery neni doposud popsan. Ziskany genom sestaval
220 114 833 bp ze 165 kontigt, s obsahem G+C 43,5 %. Nejdelsi kontig byl dlouhy 1 028
286 bp a hodnota N50 byla 208 628 bp. Fylogeneticky strom odhalil, Ze kmen byl odlisny od
vSech popsanych druhti Metschnikowia. Sekvence D1/D2 z kmene byla ovéfena Sangerovym
sekvenovanim avykazovala 6,3 % odchylku od sekvence blizce piibuzného druhu
Metschnikowia lachancei. Pro kvasinky pfedstavuje vice nez 1% divergence v oblasti D1/D2
prah pouzivany K rozliSeni druhu, diky tomu je tento kmen velmi pravdépodobné novym
druhem [70].

V posledni dobé se ukazuje obrovsky vyznam téchto studii, jelikoz mohou dat zéklad pro
budouci vyzkum v oblasti transkripéni regulace riznych druhti kvasinek rodu Metschnikowia,
coz je zakladni krok pro jejich SirSi a kontrolovangjsi pouziti v riiznych odvétvich pramyslu.
Kazdopadné to ukazuje na fakt, ze tyto kvasinky jsou v dneSni dobé& atraktivni nejen ve
vinafském pramyslu, ale také pro védeckou sféru, ktera se jimi zabyva postupné vice a vice [67,

68, 69, 70].

1.4.5 Aplikace pouzitych molekularnich metod

PCR-DGGE ma velkou vyhodu pfi aplikacich, jelikoz je velmi ptizpisobivou a univerzalni
metodou. Diky tomu nasla uplatnéni v mnoha oblastech mikrobialni ekologie, kde se pouziva
ke studiu struktury a vyvoje mikrobiadlnich komunit z pudy, vody, gastrointestinalniho traktu,
bioreaktori odpadnich vod, hmyzu ¢i klinickych vzorki. Obrovsky potencial této metody se
projevil pfi analyze pfirodnich vzork, ktera byla nasledné podnétem k zavedeni této metody
pfi studiich mikrobialnich fermentaci v potravinach a ekosystémech jim blizkych. Mezi nejvice

studované patii bakterie mlécného kvaseni, konkrétni aplikace této metody je napiiklad

31



studovani bakterialni diverzity v mléénych vyrobceich ¢i analyza acetobakterii v balzamikovém
octu [47].

PFGE ma Siroké uplatnéni pfianalyze genomu vSech Zivych organismd. K odliSeni
jednotlivych kmenii je nejcastéji pouzivand kombinace St€épeni DNA pomoci restrikénich
endonukleaz na malé mnozstvi fragmentu a analyzy pulzni gelovou elektroforézou. Jednotlivé
kmeny se pak od sebe lisi svymi riznymi sekvencemi DNA. Ukézala velky potencial
V potravinaiském prumyslu k piesné identifikaci pouzivanych mikrobidlnich kmenti, konkrétné
vV mlécném, pivovarském ¢i vinném odvétvi. Velmi vyznamné vyuziti nasla tato technika také
pii piipravé geneticky modifikovanych potravin, pouziva se zde k analyze potravinového
genomu a kK piipravé transformantt, protoze rostlinné chromozomy maji vétSinou vysoké
molekulové hmotnosti. Pfikladem je izolovana DNA rajcCete, kterd dosahuje velikosti vice nez

2 Mbp [71].
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2 CILE PRACE

Cilem ptedlozené¢ diplomové prace je pomoci vybranych molekuldrnich technik provést
srovnavaci charakterizaci genomu kvasinek rodu Metschnikowia, ato pomoci splnéni

nasledujicich dilCich ¢asti:

1. Vypracovani reSerSe na téma moznosti provedeni avyuZiti molekularnich metod
k charakterizaci kvasinek, aplikace metod v biotechnologii ptipadné potravinarstvi

2. Optimalizace izolace DNA a podminek analyzy vybranymi molekularnimi technikami

3. Analyza genomu vybranych kvasinek rodu Metschnikowia

4. Srovnavaci charakterizace genomu kvasinek rodu Metschnikowia
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a materialy

3.1.1 Chemikalie pouzité pri realizaci experimentalni ¢asti diplomové prace

Bakteriologicky agar, Himedia (India)

Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lachema (CR)
D-gluk6za monohydrat p.a., Penta (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Hydrogenfosfore¢nan didraselny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

Siran horeénaty p.a., Lach-Ner s.r.0. (CR)

Siran amonny p.a., Lachema (CR)

Pepton aus Casein, Roth (SRN)

Agarosa low melting, Serva (SRN)

Agarosa Premium, Serva (SRN)
Beta-merkaptoethanol, Serva (SRN)

Ethanol, Lachema (CR)

Chelaton 3 (EDTA) p. a, Lachema (CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Penta (CR)
Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Ethidium bromid, Serva (SRN)

Lytikéza, Sigma-Aldrich (SRN)

Proteinaza K, Sigma-Aldrich (SRN)

PPP Master Mix, Top-Bio (CR)

D-Sorbitol, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina citronové, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina borita, Sigma-Aldrich (SRN)

Akrylamid, Sigma (SRN)

Bis-akrylamid, Sigma (SRN)

Bromfenol blue, Serva (SRN)

Xylene cyanal, Serva (SRN)
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Glycerol, Signa-Aldrich (SRN)

Formamide, Sigma-Aldrich (SRN)

Urea, Sigma-Aldrich (SRN)

DNeasy UltraClean Microbial Kit, QTAGEN (CR)

CHEF DNA Size Marker H. wingei, Bio-Rad (CR)

DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp ladder), Sigma-Aldrich (SRN)

Primery (NL1, NL1-GC, NL4, LS2, ITS1, ITS4, ITS1-GC, ITS4-GC, ITS2, ITS3), Generi
Biotech (CR) MQ voda, FCH VUT (CR)

3.2 Pouzité pristroje a pomicky

3.2.1 Pomiicky pouzité pri realizaci experimentalni ¢asti diplomové prace

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro (SRN)

Plastové Petriho misky, Verkon (CR)

Trepacka IKA, Yellow Line (SRN)

Centrifuga U-32R, Boeco (DE)

Vodni lazen, TW2 Julabo Labortechnic GmbH (SRN)
Vortex, Labnet (USA)

Vortex Experion, Bio-Rad (USA)

Inkubator s tiepackou, Heidolph (SRN)

MikrovInné trouba, MT1705 B Professor (CZ)
Thermostatic cooler Julabo, F12 Labortechnic GmbH, (SRN)
Software Scion Image, Biotech (CR)

Transluminator Ultra Viewer, Ultra Lum (USA)

Sestava pro PFGE analyzu:

- PFGE, Pharmacia Biotech (SWE)

- Gene Navigator, Pharmacia Biotech, (SWE)
-GN Controller, Pharmacia Biotech, (SWE)

- Programmable Power Supply, MP-500 V, (SWE)

Termocykler Palm Cycler TM, Corbett Research (Australie)
Detection System, Bio-Rad (USA)
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DGGE aparatura DCodeTM Universal Mutation Detection System, Bio-Rad (USA)

28 Horizontalni elektroforetickd vana Owl, model B2, Owl Separation Systems (USA)
NanoPhotometer TM UV/VIS, Implen (SRN)

Software Scion Image, Biotech (CRTransluminator Ultra Viewer, Ultra Lum (USA)

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

Zdroj napéti pro elektroforézu SH-300, Shelton Scientific (USA)

3.3 PouZité kmeny kvasinek

Pro realizaci experimentéalni casti této diplomové prace byly pouzity nésledujici kmeny
kvasinek rodu Metschnikowia:

Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-145
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-149
Metschnikowia andauensis CCY 029-002-129
Metschnikowia chrysoperlae CBS 9803 11-1158
Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 11-1250
Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 11-1247
Metschnikowia andauensis NA1657 11-1241
Metschnikowia sinensis CBS 10357 11-1244

3.4 Analyza DNA kvasinek pomoci metody pulzni gelové elektroforézy

3.4.1 Kultivace kvasinek

Vsechny pouzite kmeny kvasinek byly kultivovany na optimalnim tekutém meédiu, jehoz
sloZeni je uvedeno v Tabulce 2. VSechna média byla sterilovana v tlakovém hrnci s otevienym
ventilem po dobu 30 minut pfi teplot¢ 140 °C. Kultivace kvasinek probihala submerzné
Vv Erlenmeyerovych baiikach za neustalého tiepani pti 110 rpm a laboratorni teploté po dobu 24
hodin.

3.4.1.1 Kultiva¢ni medium
Pred samotnou kultivaci kvasinek bylo tfeba ptipravit kultivaéni média o objemu 20-30 ml, do

nichz byly za aseptickych podminek naockovany tfi o€kovaci klicky kultury jednotlivych druhti
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kvasinek rodu Metschnikowia uchovanych na pevném meédiu v Petriho miskach. Po zao¢kovani

byla média umisténa na tfepacku a ponechéna ke kultivaci.

Tabulka 2: Slozeni kultivaéniho média

Slozka Mnozstvi
glukosa 2,009
bakteriologicky pepton 0,50 g
kvasni¢ny autolyzat 1,009
KH2POq4 0,109
K2HPO4 0,029
NaCl 0,01g
CaCl; 0,01¢g
MgSO4 0,059
destilovana voda 100 ml

3.4.2 Postup izolace kvasinkové DNA

Pro proces izolace DNA byly pouzity buiiky kvasinek kultivované 24 hodin za podminek, které
jsou uvedeny Vv predeslé kapitole (3.4.1). Nejdiive bylo nutné stanovit pocet bunék v médiu
pomoci metody pocitani bun€k Biirkerovou komtirkou. Pomoci této metody bylo urceno, kolik
ml média je tfeba odebrat, abychom ziskali pfesny pocet bun¢k potiebny pro izolaci DNA.
Roztok bylo tieba vhodné natedit, aby byl v jednotlivych ¢tvereccich optimalni pocet bunék,
tedy 8-12 bunék na jeden &tverec. V tomto piipadé bylo pouZito fedéni roztoku 1072, které bylo
provedeno nasledujicim zptsobem: ze vzorku byl odebran 0,1 ml roztoku a byl pfidan k 0,9 ml
sterilni MQ vody, timto zptisobem bylo dosazeno fedéni 102, Z nafedéného roztoku bylo opét
odebrano 0,1 ml a pfidano k 0,9 ml sterilni MQ vody, ¢imz bylo dosazeno pozadovaného
fedéni. Nafedény roztok se pomoci pipety kapnul do urceného prostoru Biirkerovy komurky,
kryci sklo se ptichytilo pomoci dvou pruZin a takto pfipravena komurka se nechala asi 5 minut
odstat. Nasledné se vlozila pod mikroskop pfi zvétSeni 40x a byly spocitany jednotlivé bunky
ve 20 ¢tvercich. Nakonec se pomoci vzorce x = MO -z - X - 1000, kde MO je primérny pocet
bun&k v jednom &tverci, z je pouzité fedéni, X je prepocet na 1 mm?® a¢islo 1000 slouzi
k ptepoctu z mm?3na ml, ur¢il presny pocet bunék v roztoku. Pozadovany pocet bunék 1,3.10°
byl podélen po¢tem bun¢k v roztoku atim byl vypocitan pfesny objem, ktery bylo potieba

z roztoku odebrat pro dalSi postup.

37



Za sterilnich podminek bylo odebrano 1,3.10° bunék kvasinkové kultury do centrifugaénich
zkumavek. Bunky byly zcentrifugovany po dobu 5 minut pti 5000 rpm za laboratorni teploty.
Nasledn¢ byly bunky promyty 5 ml MQ vody a opét byly zcentrifugovany. Ze zkumavek byl
odlit  supernatant abuinky  byly  rozsuspendovany v TE  pufru  (100mM
tris(hydroxymethyl)aminomethanu, 100mM EDTA pufru), jehoz pH bylo upraveno na pH 8.
Zkumavky byly doplnény 2,1 ml MQ vody tak, aby byl vysledny objem 3,5 ml. K tomuto
objemu bylo napipetovano 17,5 ul beta-merkaptoethanolu. Timto zptisobem piipravena smés
byla nasledné inkubovana pti 30 °C po dobu 30 minut za mirné¢ho tfepani. Po inkubaci byly
buiiky opét zcentrifugovany a nasledné rozsuspendovany ve 4 ml CPES pufru (40 mM kyseliny
citronové, 120 mM Na;HPO4, 20 mM EDTA pufru, 1,2 M sorbitolu) jehoz pH bylo upraveno
na pH 6. Po centrifugaci byly buriky rozsuspendovany v CPES pufru, jehoZ pH bylo upraveno
na 7,5. K buitkkam bylo pfidano 28,8 ul roztoku enzymu lytikazy (>2000 jednotek/mg proteinu),
ktery byl Cerstvé pripraven. Smes byla mirné protiepana a nasledné inkubovana za mirného
ttepani po dobu 30 minut pii 25 °C. Po ukonceni inkubace bylo ke v§em vzorkiim napipetovano
0,5 ml pfipraveného 2 % roztoku low melting agarosy v CPES pufru. Takto pfipravené vzorky
byly napipetovany do formicek urcenych na piipravu blockl a nasledné¢ byly umistény do
lednice, kde byly ponechény do Uplného zatuhnuti. Jakmile doSlo k zatuhnuti bloc¢ku, byly
postupné vyloupavany do mikrozkumavek typu Eppendorf a zality 1 ml lyza¢niho pufru
s Proteinazou K.

Obrézek 6: Ukazka hotovych gelovych DNA blocka
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Nasledné byly blocky ponechany k inkubaci po dobu 24 hodin pii teploté 50 °C. Po ub&hnuti
doby inkubace byl lyzacni pufr slit ze zkumavek a blocky byly promyty 2 ml TE pufru. Blocky
s roztokem TE pufru se nechaly inkubovat po dobu 20 minut p#i 50 °C. Cely postup promyvani
TE pufrem byl proveden celkem tiikrat. Jakmile byly bloc¢ky dostatecné promyty, byly
uchovéany v TE pufru v lednici pro dalsi pouziti.

3.4.3 Metoda pulzni gelové elektroforézy

Pro spusténi pulzni gelové elektroforézy bylo nutné pfipravit 0,08 M TBE pufr (50 g
tris(hydroxymethyl)aminomethanu, 27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5 EDTA pufru a 1000 ml
MQ vody). Takto ptipraveného pufru bylo odebrano 480 ml a nasledn¢ byl dopInén do 3 1 banky
sterilni MQ vodou. Asi 2,5 | takto pfipraveného pufru bylo nalito do elektroforetické vany, ktera
byla chlazena vodni 14zni nastavenou na 10 °C, pufr se nechal chladit. Mezitim byl piipraven 1
% agarosovy gel v 0,08 M TBE pufru, ktery byl pfipraven nasledovné: 1,1 g premium agarosy
ve 110 ml 0,08 TBE pufru se nechalo celkem 3x prohtat v mikrovinné troubé, po prohiati se
nechala agarosa vychladnout na 60 °C a byla nalita do formy s hiebenem na pfipravu gelu. Po
ztuhnuti gelu byly do drazek po hiebenu zavedeny blocky obsahujici kvasinkovou DNA. Do
gelu byl na predem vyznaCené misto zaveden také standard velikosti separovanych
chromozomt. V nasem ptipad¢ byl pouzit CHEF standard kvasinky Hansenula wingei. Takto
piipravena aparatura s gelem byla vloZzena do vychlazene elektroforetické vany ana sklo
s gelem byla vloZzena hexagonalni elektroda. Po nastaveni optimalizovanych podminek pro
zapnuti na pfistroji Gene Navigator, a nastaveni vloZzeného napéti a proudu byla elektroforéza

spusténa.

3.4.4 Vizualizace vysledkii na pripraveném gelu

Po ukonceni pulzni gelové elektroforézy byl gel s blocky umistén do vodného roztoku, ktery
obsahoval 50 pl ethidium bromidu o koncentraci 10 mg/ml a 250 ml destilované vody. V takto
pripraveném barvicim roztoku byl gel ponechan po dobu 30 minut za neustalého tifepani
anasledné¢ byl promyt destilovanou vodou. Na zavér byl gel pfemistéen do komory

vizualiza¢niho zafizeni Azure biosystems c200 a vyfotografovan.
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3.5 Analyza DNA kvasinek pomoci metody PCR a denaturac¢ni gradientové
gelové elektroforézy

3.5.1 Postup izolace DNA pomoci kitu DNeasy UltraClean Microbial Kit

Z ptipravenych kultiva¢nich médii, které se kultivovaly po dobu 24 hodin bylo odebrano 1,8
ml kvasinkové kultury. Tento objem byl napipetovan do mikrozkumavky Collection tube
a zcentrifugovan pii 10000 x g po dobu 30 s apfi laboratorni teploté. Supernatant byl slit
a centrifugace byla jeSté¢ jednou zopakovédna. K usazenym bunikdm bylo pfidano 300 pl
PowerBead solution, coz je roztok obsahujici soli a pufr. Buiiky byly rozsuspendovany pomoci
vortexu a ptresunuty do dals$i mikrozkumavky PowerBead tube obsahujici drobny pisek. Do
roztoku bylo pifidano 50 ul Solution SL, ktery obsahuje SDS a jina ¢inidla potiebna k lyze
bunék. Mikrozkumavky byly zahtivany pii teploté 65 °C po dobu 10 minut. Nasledné byly
pfesunuty na horizontalni vortex, kde se vortexovali pfi maximalni rychlosti po dobu 10 minut.

Potom byly zcentrifugovany pii 10000 x g po dobu 30 s.

Supernatant obsahujici DNA byl piesunut do nové mikrozkumavky Collection tube a bylo
k nému piidano 100 pl Solution IRS, ktery srazi organické i anorganické necistoty. Roztok byl
vortexovan asi 5 sekund a inkubovan pti 4 °C po dobu 5 minut. Nasledné byl opét centrifugovan
1 minutu pfi 10000 x g. Supernatant byl pfesunut do nové mikrozkumavky Collection tube
abylo k nému piidano 900 ul Solution SB obsahujiciho vysoce koncentrovany roztok soli
potiebny k navazani DNA na filtr. Roztok byl 5 sekund vortexovan a byl piesunut do specialni
mikrozkumavky MB Spin Column s filtrem. Nasledn¢ byl centrifugovan za stejnych podminek
jako pfi pfedchozich centrifugacich. Tento postup byl opakovan, dokud nebyl ptefiltrovan cely
objem puvodniho roztoku. Kapalina, ktera prosla filtrem neobsahovala DNA a mohla tak byt
odstranéna. Filtr byl dale precistén 300 pul Solution CB obsahujicim ethanol, ktery je schopen
rozpustit piipadné kontaminanty DNA. Roztok byl centrifugovan a filtr byl pfesunut do nové
mikrozkumavky. Ke srazenin¢ DNA na filtru bylo pfidano 50 pl Solution EB, ktery obsahuje
eluéni pufr uvolnujici srazeninu DNA z filtru. Po konecné centrifugaci byl prazdny filtr
odstranén a roztok obsahujici DNA byl uskladnén v mrazaku pii teploté - 20 °C. Koncentrace
a Cistota vzorkua byla ur¢ena pomoci ptistroje NanoDrop 2000c, ktery urcil koncentraci DNA

v ng/ul a ¢istotu DNA pomoci pomért absorbanci pti vinové délce 260 a 280 nm.
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3.5.2 Nested PCR

DNA kvasinek vyizolovana pomoci komeréné dodavaného kitu byla pouzita jako templat pro
polymerazovou fetézovou reakci. Reakce probihala ve dvou amplifikac¢nich krocich — tzv.

nested PCR.

3.5.2.1 Priprava reakcni smési pro nested PCR

Reakéni smés byla slozena z komponenti uvedenych v Tabulce 3. Kazda slozka reakéni smési
byla pfed vlastnim pouzitim kratce zvortexovana. VSechny PCR komponenty byly smichany
Vv daném poradi v ockovacim boxu, ktery byl fadné vysterilovan ethanolem a UV zafenim
minimalné¢ 30 minut pfed samotnym michanim smeési. Reakéni smés byla pfipravena
Vv piislu§ném objemu dle toho, zda se jednalo 0 prvni ¢i druhou amplifikaci ve sterilni zkumavce
typu Eppendorf a nasledné rozpipetovana do 0,2 ml PCR zkumavek. Teprve na zavér byla do
PCR zkumavek piidana i templatova DNA ¢i vhodné nafedény produkt prvni amplifikace.
Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zplisobem, ale namisto templatové DNA byl piidan
ekvivalentni objem PCR vody. Smés byla kratce zvortexovana a vlozena do termocykleru

s pfredem nastavenym PCR profilem, ktery se lisil pro konkrétni pary pfidanych primert.

Tabulka 3: Slozeni reak¢éni smési pro PCR reakci

komponenty PCR smési

objem pro prvni
amplifikaci [pl]

objem pro druhou
amplifikaci [pl]

sterilni PCR voda 11,24 22,48
mastermix 12,5 25
piimy primer 0,13 0,26
reverzni primer 0,13 0,26
templatova DNA 1 2
Celkovy objem smési [ul] 25 50

DNA byla nafedéna, pokud to bylo mozné na objem cca 10 ng/ul. Pro amplifikaci D1/D2 oblasti
26S rDNA i pro ITS oblasti rDNA byly pouZity univerzélni eukaryotické primery. Sekvence
téchto primert jsou uvedeny Vv Tabulce 4 a Tabulce 5. Pro ovéfeni Cistoty vSech pouzitych
komponentti byla do reakce zatfazena také negativni kontrola, kterd méla stejné slozeni PCR

smési, ale neobsahovala templatovou DNA.
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Tabulka 4: Sekvence primert pro PCR reakci (1)

Nested PCR pro oblast D1/D2 26S rDNA

prim
er

sekvence

1. NL1 | 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3
amplifik
acni krok | NL4 | 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’

5.
2. I_\IGL(::L CGCCCGCCGCGLCGLCGGLCGGEGLCGGEGGLCGGGGGCCATATCAAT
amplifik AAGCGGAGGAAAAG-3’

acni krok

LS2 | 5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’

Tabulka 5: Sekvence primert pro PCR reakci (2)

Nested PCR pro oblast ITS1 a 5,8-1TS2 rDNA
prim sekvence
er
1. ITS1 | 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
amplifika | \ro /) | 5. T6CTCCGCTTATTGATATGC-3"
¢ni krok
2. ITS1 2
amplifika GG | CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGTCCGTAGGTGA
¢ni  krok ACCTGCGG-3’
:E‘T’\}A ITS2 | 5°- GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’
) ITS3 | 5°- GCATCGATGAAGAACGCAGC -3’
amplifika ,
¢ni  krok | ITS4 o
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGTCCTCCGCTTA
58-1TS2 | -GC ,
"DNA TTGATATGC-3

3.5.2.2 Pribéh amplifikace

Ptipravena PCR reak¢ni smés byla vlozena do termocykleru, kde byl spustén nastaveny vhodny
teplotni profil pro oblast D1/D2 26S rDNA i pro ITS regiony. Teplota nasedani primerd, trvani
jednotlivych cykla a pocet cykli byl pievzat z publikace, kde byly také analyzovany kmeny
kvasinek rodu Metschnikowia, ¢ili bylo mozné tyto vyzkumy vyuzit i pro ucely této prace,
jelikoz pro konvenéni PCR se tyto parametry stanovuji obecné pro vSechny druhy jednoho rodu

[22, 77]. Teploty annealingu pro jednotlivé oblasti DNA byly ovéfeny vypoctem pomoci
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ptislusného softwaru NEB Tm Calculator, ktery zohlediiuje pouzité komponenty jako typ DNA
polymerazy, koncentraci primerd, kterd byla pocetné urcena na 520 nM, reakéni pufr apod.

Veskeré parametry reakénich cykli pro jednotlivé oblasti jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Prehled reakénich cykla PCR reakce

Teplota jednotlivych cykli [°C] / doba trvani cyklu [s]
D1/D2 26S rDNA oblast ITS1, 5,8-1TS2 rDNA oblast
1. 2. 1. 2. 2.
amplifika¢ni | amplifika¢ni | amplifika¢ni | amplifikaéni | amplifika¢ni
krok krok krok krok krok
) NL1- ITS1- ITS3/ITS4-
Primery NL1/NL4 GC/LS2 ITS1/ITS4 GC/ITS? GC
Pocatecni 95/180 94/180 95/180 95/180 95/180
denaturace
Denaturace 95/40 94/60 95/40 95/45 95/45
Annealing 5250 51/60 50/30 56/60 56/60
Elongace 72/50 72160 72145 72160 72160
Zaveretna 721420 721420 721420 721420 721420
elongace
Pocet cykla 33 30 33 30 30

3.5.3 Kontrola PCR produkti pomoci horizontélni gelové elektroforézy

Uspésnost obou krokii amplifikace byla ovéfena pomoci horizontalni elektroforézy
Vv agarosovém gelu. Pro piipravu 1,2 % agarosového gelu bylo pouzito 1,2 g agarosy a 100 ml
0,5x TBE pufru, coz je 10x nafedény 5x TBE pufr (50 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu,
27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5 EDTA pufru a 1000 ml MQ vody), ktery se pouziva naptiklad
také pii PFGE. Agarosa byla rozpusténa zahiatim v mikrovinné troub¢. Po ochlazeni bylo do
roztoku pfiddno 10 pl GelRed c¢inidla. Gel byl jemné promichan anasledné byl nalit do
elektroforetické vany, vlozil se hieben pro vytvofeni jamek a gel byl ponechan ke ztuhnuti pfi
laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po ztuhnuti gelu byl hieben vyjmut a do vytvorenych
jamek byly naneseny vzorky produktii PCR reakce spolu se standardem 100 bp DNA Ladder.
Elektroforetickd vana se vzorky byla zalita 0,5x TBE pufrem po vyznacenou rysku. Aparatura
se piikryla vikem a K elektrodam byl pfipojen zdroj napéti. Elektroforéza byla spusténa pii
podminkach: 80 V, 90 mA po dobu 2 hodin. Po skonceni elektroforézy byl gel piesunut do
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komory vizualizacniho zafizeni Azure biosystems c200 a vyfotografovan. Pomoci UV svétla

se zviditelnily bandy sledovanych PCR produktu, které odpovidaly své velikosti.

¥ Wew

3.5.4 Precisténi PCR produkti pomoci ethanolu

Ke 20 pl amplifikované DNA byla ptfidany 2 pl octanového pufru, smés byla zvortexovana.
Nasledné bylo pfidano 60 ul 96 % ethanolu vychlazeného na - 20 °C. Smés byla centrifugovana
pii 15 000 otackach a 4 °C 30 minut. Po centrifugaci byl odlit supernatant. Bylo ptidano opét
60 pl, ale tentokrat 80 % ethanolu vychlazené¢ho na - 20 °C, smés byla opét zvortexovana
a zcentrifugovana za stejnych podminek. Opét byl odlit supernatant a zkumavky byly suseny
v exikatoru po dobu 15 minut. K procisténé DNA bylo ptidano 20 pl sterilniho TE pufru.

3.5.5 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Po provedeni kontroly PCR produkti pomoci ELFO byly produkty druhé amplifikace, které
byly podrobeny PCR reakci s vyuzitim vnitinich primert dale analyzovany pomoci denatura¢ni
gradientove gelové elektroforézy (DGGE). Tato metoda je schopna detekce fragmentt pouze
do velikosti 500 bp.

3.5.5.1 P#iprava polyakrylamidového gelu s denaturacnim gradientem

Pro DGGE byl pouzivan 8 % a10 % gel skoncentra¢nim gradientem denaturanti. Jako
denaturanty byly pouzivany formamid a moc¢ovina. Nejdiive byl pfipraven 40 % AA/BIS
v poméru 19:1 (38 g akrylamidu a 2 g bis-akrylamidu na 100 ml MQ vody priefiltrované ptes
filtra¢ni papir). Dle Tabulky 7 a Tabulky 8 byly nasledn¢ ptipraveny 0 %, 20 %, 30 %, 40 %
a 60 % zéasobni roztoky denaturanti. Pro michani roztoku byl také pouzit 50x TAE pufr (242 g
Tris, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA pufru, pH 8 na 1 | MQ vody).
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Tabulka 7: Slozeni zasobnich roztoki pro 8 % polyakrylamidovy gel

Slozka 0% 20 % 30 % 40 % 60 %
denaturac¢niho | denaturanti | denaturanti | denaturanti | denaturanti | denaturanti
roztoku [ml] [ml] [ml] [ml] [ml]

40 % AA/BIS 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
50x TAE pufr 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Formamid - 8,0 12,0 16,0 24,0
Mocovina - 8,4 12,6 16,8 25,2
MQ voda doplnéna do | doplnéna do | doplnénado | doplnénado | doplnéna do
100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
Celkovy objem 100,0 100 100,0 100,0 100,0
Tabulka 8: Slozeni zasobnich roztokt pro 10 % polyakrylamidovy gel
Slozka 0% 20 % 30 % 40 % 60 %
denaturac¢niho | denaturanti | denaturanti | denaturanti | denaturanti | denaturanti
roztoku [ml] [ml] [ml] [ml] [ml]
40 % AA/BIS 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
50x TAE pufr 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Formamid - 8,0 12,0 16,0 24,0
Mocovina - 8,4 12,6 16,8 25,2
MQ voda doplnéna do | doplnéna do | doplnéna do | doplnénado | doplnéna do
100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
Celkovy objem 100,0 100 100,0 100,0 100,0

Do pftipravenych kadinek bylo nalito 15 ml jednoho z méné koncentrovanych denaturacnich

roztoki a 15 ml jednoho z koncentrovangjsich denaturacnich roztokti. Koncentrovanéjsi roztok

byl obarven 2 ml barvi¢ky na zviditelnéni gradientu (0,05g bromfenolblue, 0,05 g Xylene cyanal

a 10 ml 1xTAE pufru). Takto pfipravené roztoky se daly na 5 minut na ultrazvukovou cisticku

pro odstranéni veSkerych vzduchovych bublinek. Do kazdého z roztoki bylo ptfed pouzitim

ptidano 15 ul TEMEDu (N, N'- tetramethylendiaminu) a 90 ul APS (0,1 g persiranu amonného

v1 ml MQ vody). Kazdy denaturac¢ni roztok byl jemné promichdn anasan do injekéni

stiikacky, ze které byly nasledné vytésnény bubliny a vysledny objem byl upraven na 14 ml.

Injekéni stiikacky byly upevnény po strandch aparatury na piipravu gradientu a hadickami
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ptipojeny k jehle, ktera byla zavedena mezi sklenéné desky v nalévacim stojanu. Pomalym
otaCenim kolecka aparatury byl vytvoien linearni gradient denaturantii v gelu. Po napusténi
téchto dvou roztokil byl nakonec ptidan 0 % roztok denaturantli a vloZen hieben pro vytvoteni
jamek. Aparatura s gelem byla ponechana cca 1-2 hodiny v lednici k polymerizaci. Pied
samotnym provedenim elektroforézy byl hieben vynat a jamky se proplachly 1x TAE pufrem
(140 ml 50x TAE pufru, 6 860 ml MQ vody).

3.5.5.2 Priprava vzorkii pro DGGE a jeji samotné provedeni

Produkty z druhého amplifika¢niho kroku nested PCR reakce byly obarveny signalni barvickou
PCR loading buffer v poméru 10:3 anasledné naneseny na gel. Elektroforeticka vana byla
naplnéna 7000 ml 1x TAE pufru a ptikryta vrchnim krytem, pomoci n¢hoz bylo zapnuto
zahfivani pufru na 60 °C ataké nepfetrzité michani. Sklenéné desky s nalitym gelem byly
pfesunuty na kazetu. Do jamek vytvofenych v gelu po vyjmuti hfebenu byly naneseny vzorky
0 objemu 13 pl. Zahtivani pufru bylo ptferuseno a kazeta s gelem se vloZila do elektroforeticke
vany. Pfrerusené zahtivani spolu s michanim bylo opét zapnuto. Jakmile bylo dosazeno teploty
60 °C, aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti. Podminky, pti kterych elektroforéza probihala
byly: 120 V, 90 mA po dobu 3-7 hodin.

3.5.5.3 Obarveni DGGE gelu

Pro naslednou vizualizaci separovanych fragmenti v DGGE gelu bylo pouZito barveni pomoci
ethidium bromidu. Barvici lazen byla pfipravena nasledujicim zpisobem: do 250 ml 1x TAE
pufru bylo pfidano 50 ul EtBr tak, aby jeho kone¢na koncentrace ¢inila 20 pug/ml. Gel byl za
pomalého tiepani ponechan 15-20 minut v lazni. Nasledné¢ byl vyjmut a proplachnut
destilovanou vodou. Takto pripraveny gel byl pienesen do komory vizualiza¢niho systému

Azure biosystems ¢200 a vyfotografovan.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace metody PFGE

4.1.1 Optimalizace izola¢niho postupu DNA do gelovych bloc¢ku

Jako prvni bylo pfi izola¢nim postupu optimalizovdno mnozstvi enzymu lytikazy, kterd ma za
ukol dezintegrovat bunécnou sténu kvasinek. Vysledné mnozstvi bylo stanoveno na 28,8 ul
Iytikdzy (2000 U/mg bilkoviny), je vSak vysledkem nékolika optimalizaci. Byly zkouSeny rtizné
koncentrace enzymu lytikazy, aby doslo k potiebné dezintegraci. Nejdiive byly vyzkouSeny
slabsi koncentrace, k bunikam kvasinek tedy bylo ptfidano 15 ul enzymu lytikazy, toto mnozstvi
se projevilo jako nedostatecné, jelikoz nedoslo k uspokojivé dezintegraci bunék. Ve druhém
pokusu bylo pouzito dvojndsobné mnozstvi enzymu tedy 30 pl, toto mnozstvi se ukazalo jako
dostatecné, ale bunky nckterych druht kvasinek jiz byly dezintegrované piiliS. Mnozstvi
enzymu tedy bylo optimalizovano na vyslednych 28,8 ul, jelikoz se ukéazalo jako nejlepsi pro

vSechny pouzité druhy kvasinek.

Nasledné bylo optimalizovano také mnozstvi low melting agarosy, ktera se pipetuje v mnozstvi
0,5 ml ke vzorkiim a tvoii zaklad pro vyrobu gelovych DNA blockt. Nejdiive byl pouzit 3 %
roztok low melting agarosy a CPES pufru, coZ se ukézalo jako neoptimalni. Déle byl vyzkousen
pom¢ér low melting agarosy ku CPES pufru 1:1, ktery se ukazal jako dostacujici, ale neprakticky
pfi nasledné manipulaci pfi piipravé blockt. Nasledné byl pouzit 2 % roztok s CPES pufrem,
ktery se ukazal jako spravny, jelikoz blocky velmi pékné ztuhly a zaroven se daly bez problému

napipetovat do vzork.

4.1.2 Optimalizace podminek metody PFGE

Pro optimalizaci velikosti elektrického napéti a délky pulznich ¢ast byla pulzni gelova
elektroforéza spusSténa napied s kratSimi pulznimi Casy pro separaci malych chromozomt
a nasledné¢ s delSimi pulznimi ¢asy pro separaci vétSich chromozomt. Srovnanim obou analyz
se stanovily optimalni podminky separace molekul chromozomalni DNA kvasinek rodu
Mestchnikowia. Podminky pro zapnuti PFGE byly optimalizovany nékolikrat, jelikoz méteni
ovlivitovalo mnoho vnéjSich faktorii. Po né¢kolika métfenich se ukazalo, Ze se vzorky ned¢li na
gelu spravné véetné standardu, coz evokovalo chybu v pfistroji nikoliv v izolacnim postupu.

Pro dalsi méfeni byla tedy zaptijéena nova hexagonalni elektroda od Akademie véd, ktera jiz
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dokazala dodat dostate¢né pulzy k rozdéleni vzorkit DNA na jednotlivé bandy. Po vyméné
a pomérné razné optimalizaci s vyuZitim pufru 0,5x TBE namisto klasického 0,08 M TBE
Kk tvorbé gelu, ktery byl vytvofen jako 0,8 % namisto klasického 1,1 % se finalné podatilo

metodu PFGE optimalizovat na poZzadované vlastnosti.

Tabulka 9: Podminky pro zapnuti PFGE pii kontrolnim screeningu s deli dobou separace

Doba separace Pulzni Sasy VloZené napéti | VloZené napéti | VleZené napéti
[h] [s] 1. doby 2. doby 3. doby
separace [V] separace [V] separace [V]
48 2400 80 80 80
35 3000 80 80 80
35 3000 80 80 80
48 3300 80 80 80

Obrézek 7: Kontrolni screening PFGE analyzy: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis 129, ¢islo
2—Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3-Metschnikowia pulcherrima 147, cislo 4—
Metschnikowia pulcherrima 149, c¢islo 5-Metschnikowia chrysoperlae 1158, ¢islo 6-
Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 7-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 8—Metschnikowia

zizyphicola 1247, ¢islo 9-Metschnikowia shanxiensis 1250

Pti kontrolnim screeningu byla PFGE spusténa na 166 hodin a bez pouziti standardu, ucinilo se
tak z diivodu ovéfeni spravnosti izolacni postupu DNA azaroven se ptredpokladalo lepsi
rozdéleni chromozomi 0 vétsi velikosti. Jak mtizeme vidét na Obrazku 7 chromozom o vétsi

velikosti se izolovat podafilo. Pii izolaénim postupu bylo pouZito v tomto ptfipadé 15 ul enzymu

48



lytikazy, coz se ukazalo jako nedostatecné, jelikoz se podatilo separovat pouze jednu frakci. Pti
dal$im pokusu tedy byla koncentrace tohoto enzymu navysena. Také zvolené napéti 80 V bylo
ziejme piilis vysoké, jelikoz nejsou ostatni bandy na gelu zietelné viditelné. Cilem vSak bylo
ovetit funk¢nost izolacniho postupu a funkénost PFGE aparatury, coz se pii této optimalizaci

povedlo.

Tabulka 10: Podminky pro zapnuti PFGE pii analyze s kratSi dobou separace

Doba separace Pulzni dasy VloZené napéti | VloZené napéti | Vlozené napéti
[h] [s] 1. doby 2. doby 3. doby
separace [V] separace [V] separace [V]
24 2400 65 65 65
23 3000 65 65 65
23 3300 65 65 65

Obrézek 8: PFGE analyza s kratSi dobou separace: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis 129,

¢islo 2—Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3—Metschnikowia pulcherrima 147, ¢islo 4—
Metschnikowia pulcherrima 149, cislo 5-Metschnikowia chrysoperlae 1158, ¢islo 6—
Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 7-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 8—Metschnikowia

shanxiensis 1250

Po optimalizaci izola¢niho postupu DNA byla opét spusténa zkusebni PFGE, u niz byla celkova
doba separace sniZzena na 70 hodin z divodu sledovani spravnosti izola¢niho postupu a take
bylo snizeno napéti z 80 V na 65 V z divodu lepsi viditelnosti bandt. Z Obrazku 8 mizeme
vidét, ze se izolovana DNA kvasinek rozdélila na nékolik bandii neboli chromozomt.

U kvasinek Metschnikowia andauensis 1241, Metschnikowia sinensis 1244 a Metschnikowia
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shanxiensis 1250 v bézich cislo 6, 7 a 8 se zieteln¢ podafilo izolovat 3 chromozomy. Diky

snizené dobé separace se tak béhem tohoto experimentu podafilo rozdélit chromozomy

0 mensich velikostech ataké se ukazalo, Ze zvolené podminky jsou pro separaci vhodne.

Kvasinky v bézich 1-5 maji minimalné dva chromozomy.

Tabulka 11: Podminky pro zapnuti PFGE pfi analyze s krat$i dobou separace pti pouziti CHEF

standardu kvasinky Hansenula wingei

Doba separace Pulzni Easy VloZené napéti | VloZené napéti | VloZené napéti
[h] [s] 1. doby 2. doby 3. doby
separace [V] separace [V] separace [V]
24 2400 65 65 65
23 3000 65 65 65
23 3300 65 65 65

Obrazek 9: PFGE analyza s kratsi dobou separace: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis 129,

¢islo 2-Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3—Metschnikowia pulcherrima 147, ¢islo 4-

Metschnikowia pulcherrima 149, c¢islo 5-Metschnikowia chrysoperlae 1158, ¢islo 6—

Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 7-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 8—Metschnikowia

zizyphicola 1247, cislo 9-Metschnikowia shanxiensis 1250, ¢islo 10-CHEF standard

Hansenula wingei
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Pti této analyze byly zachovany podminky z pfedeslé analyzy, jelikoz se ukazaly jako vhodné
pro separaci chromozomii 0 mensich velikostech, které jsou potfebné k optimalizaci metody
PFGE. Zde byla pfi ptipravé gelu pouzita low melting agarosa jiného vyrobce pro separaci
PFGE, dle vysledku se vSak ukazala jako nevhodna. Na Obrazku 9 nicméné mizeme pozorovat
rozdeleni DNA kvasinek na 2-3 frakce. Bohuzel nelze urcit velikost jednotlivych chromozom,
jelikoZz nedoSlo k separaci standardu ani optimalni separaci DNA jednotlivych kvasinek.
K tomuto jevu mohlo dojit z divodu pouziti nevhodné agarosy pii piipravé gelu nebo
posSkozeni hexagonalni elektrody, kterd nedoddvala spravné napéti apulzy pii PFGE
experimentu, toto vysvétleni naznacuje predevsim Spatné rozdéleni standardu, které nemutze

souviset s optimalizacnim procesem izolace DNA.

Tabulka 12: Podminky separace pfi finalni optimalizaci PFGE s pouzitim CHEF standardu

kvasinky Hansenula wingei

Doba separace VloZené napéti | VloZené napéti | VloZené napéti
[h] Pulzni Casy [s] 1. doby 2. doby 3. doby
separace [V] separace [V] separace [V]
48 2400 50 50 50
35 3000 50 50 50
35 3300 50 50 50

Pro finalni optimalizaci PFGE metody byla pouZita novd PFGE hexagonalni elektroda
zapujéena z Akademie véd CR. Zaroven byly pouZity zcela nové postupy a podminky separace,
které vyplynuly z dikladného studia literatury. Byl zvolen ¢as separace 118 hodin, ukazal se
jako optimalni pfi porovnani vysledki z ptedchozich experimentl pro separaci jak malych, tak
I velkych chromozomu. Napéti bylo snizeno na 50 V z toho divodu, aby byla separacni draha
chromozomt dostate¢né dlouhd a zaroven, aby bandy byly zfetelné atim padem lépe
identifikovatelné. Nejvétsi zmeéna zde probeéhla pii priprave gelu, jelikoz byl namisto 0,08 TBE
pufru pouzit 0,5x TBE pufr. Byl také pouZit 0,8 % agarosovy gel namisto 1 % gelu. Pufr se
velmi dobie osvedcil na ptipravu gelu pii klasické horizontalni elektroforéze a také byl popsan
jako optimalni pfi pouziti u metody PFGE a kvasinek s vétSimi chromozomy ve studii dle
Mathew K. et al. Optimalni podminky doporucené studii pro dva nejpouzivanéjsi standardy pro
kvasinky s vétsimi chromozomy, ze které bylo pfi této optimalizaci ¢erpano jsou zobrazeny

v Tabulce 13 [75].
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Tabulka 13: Doporuéené parametry ze studie dle Mathew K. et al [75]

DNA size PL.Jlse Run Time | Voltage Buffer
DNA sample range Time [h] V] [XTBE]
[kb] [min]
Hansenula wingei 1000-3000 40/20 140 165 0,5
Schizosaccharomyces
3000-6000 75 160 36 0,5
pombe
r 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |

>3,13 Mbp

H. wingei

3 Mbp

2,70 Mbp

1,2 Mbp

Obrazek 10: Finalni optimalizace PFGE s pouZitim CHEF standardu kvasinky Hansenula
wingei: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis 129, ¢islo 2—Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo
3-Metschnikowia pulcherrima 147, cislo 4-Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo 5-
Metschnikowia chrysoperlae 1158, ¢islo 6—Metschnikowia andauensis 1241, ¢&islo 7—
Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 8—Metschnikowia zizyphicola 1247, ¢islo 9—Metschnikowia

shanxiensis 1250, ¢islo 10-CHEF standard Hansenula wingei

Na Obrazku 10 je mozné vidét, Ze finalni optimalizace PFGE metody se jevi zatim jako
nejzdatilejsi pokus. Podafilo se ndm u vSech kvasinek izolovat 4 bandy, tedy chromozomy
0 riznych velikostech. V bézich ¢islo 4 a7 v8ak muzeme vidét, ze u druhi Metschnikowia

pulcherrima 149 a Metschnikowia sinensis 1244 je naznak i patého bandu, coz by znamenalo
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odli$nost jejich genomu od vSech ostatnich pouzitych druhti kvasinek. Jelikoz jsou u téchto
kvasinek chromozomy o vétsi velikosti intenzivnéj$i svitivosti, je mozné uvazovat, ze separacni
doba byla kratka, a tim padem doslo k jejich nedostate¢nému rozdéleni v gelu. Velikost tohoto
bandu muzeme také identifikovat jako vétsi nez 3,13 Mbp, stejné jako nejvétsi chromozom,
ktery je spolecny pro vSechny druhy kvasinek je vétsi nez velikost pouzitého standardu.
Nejmensi chromozom ma dle pouZzitého standardu H. wingei velikost 1,2 Mbp, dal$i 2,70 Mbp
atreti cca 3 Mbp. Intenzivnéjsi svitivost je mozné sledovat i u nejmensiho chromozomu
0 velikosti ptiblizné 1,2 Mbp témét U vSech vybranych kmend. Je tedy mozné, Ze pokud by Cas
separace byl nastaven vétsi nez 118 hod, mohlo by dojit jednak k lepSi separaci, ataké
k detailn¢jsi charakterizaci jednotlivych kvasinkovych kment. Z ¢asovych divodi bohuzel
nebylo mozné realizovat dalSi optimalizace. V navazujicich experimentech by bylo vhodné
navysit ¢as separace, jelikoz by se mohlo podafit izolovat dalsi velké chromozomy a navysit
tak pocet dosud izolovanych chromozomi kvasinek rodu Metschnikowia. Také je mozné

vyzkouset rizné koncentrace agarosy v gelu nebo riizné koncentrace TBE pufru.

4.2 Optimalizace nested PCR reakce

Vv

Pro wvysSi citlivost a specifitu byla zvolena jako optimalni pro molekularni analyzu
dvoukrokova nested PCR. Optimalizace nested PCR reakce byla velmi dilezitd, jelikoz byla
klicovym krokem k charakterizaci kvasinek metodou denaturaéni gradientové gelové

elektroforézy.

4.2.1 Zpracovani a kontrola ¢istoty izolované templatové DNA

DNA, kterd byla izolovana pomoci DNeasy UltraClean Microbial Kit byla po izolaci
spektrofotometricky ovéfena pomoci pfistroje NanoDrop 2000c. Pomoci néj byla stanovena jeji
koncentrace ve vzorku a zaroven jeji ¢istota pomoci poméru absorbanci pii vinové délce 260
nm a280 nm. Vysledky tohoto méfeni jsou zobrazeny v Tabulce 14. Kromé kvasinky
Metschnikowia pulcherrima 149, jejiz pomér absorbanci je 1,09, coz je znaéné pod hodnotou
1,8, ktera je optimalni pro DNA, aby mohla byt povazovana za dokonale ¢istou, jsou hodnoty
ostatnich druhti kvasinek této hodnoté blizké ¢ili obecné 1ze izolovanou DNA povazovat za
pomérné ¢istou. Koncentrace DNA kvasinky Metschnikowia pulcherrima 149 byla také
nejnizsi, coz mize byt zpusobeno nékolika faktory — mohlo dojit k poskozeni DNA béhem
izola¢niho postupu, dale mohla byt DNA nedokonale pfeciSténd, coz by znacilo kontaminaci

nadmérnym zbytkovym mnozstvim proteinti, také to v§ak mohlo byt zplisobeno faktem, Ze
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kvasinka v médiu, z n¢hoz byla izolovana jesté nedosahla optimalni faze rdstu, pro izolaci
DNA. Z hlediska ¢istoty i koncentrace se nejlépe jevily kvasinky Metschnikowia andauensis
129, Metschnikowia pulcherrima 145, Metschnikowia pulcherrima 147, Metschnikowia

andauensis 1241 a Metschnikowia sinensis 1244. Obecné tedy plati, Ze vySSi koncentrace DNA

vvvvv

Tabulka 14: Koncentrace a ¢istota DNA izolované pomoci komeréniho kitu

) Koncentrace DNA A 260/280
Druh kvasinky

[ng/u] -]
MA 129 27,3 1,69
MP 145 39,1 1,85
MP 147 12,2 1,80
MP 149 1,4 1,09
MA 1241 215 1,77
MS 1244 32,8 1,72
MZ 1247 7,2 1,58
MS 1250 6,0 1,63

4.2.2 Prvni amplifika¢ni krok

Pro prvni amplifikaci nested PCR byla pouZita jako templat DNA izolovana z ¢istych kultur
kvasinek rodu Metschnikowia. Pfi prvnim pokusu 0 prvni amplifikacni krok byla DNA
ponechéna v koncentraci uvedene v Tabulce 14. Byl pouzit par primert ITS1/ITS4 pro oblast
ITS1 a5,8-1TS2 rDNA a NL1/NL4 pro oblast D1/D2 26S rDNA. Celkovy objem vzorku
V jedné zkumavce ¢inil 25 pl. Po prvnim pokusu 0 amplifikaci téchto primera a kontrole
pomoci horizontalni gelove elektroforézy se ukazalo, Ze bude optimalni vysSi koncentrace
DNA naredit. Jako optimalni se uké&zala koncentrace 10 ng/ul. Pti druhém pokusu 0 amplifikaci
tedy vzorky, které mély koncentraci vyssi nez 10 ng/ul byly nafedény PCR vodou pravé na tuto
koncentraci. Vzorky, které mély koncentraci nizs$i byly ponechany v ptivodni koncentraci.
Vhodné natedit bylo tifeba také jednotlivé primery, dle jejich koncentraci bylo do
mikrozkumavek pfiddno adekvatni mnozstvi PCR vody. Teprve z téchto nafedénych roztokl

se odebiralo uvedené mnozstvi potiebné do PCR smési.
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4.2.3 Druhy amplifika¢ni krok

Pti druh¢ amplifikaci nested PCR byla koncentrace produktti prvni amplifikace natfedéna 100x.
Takto natedény produkt byl pouzit jako templat pro druhy amplifikacni krok. Pro druhou
amplifikaci byly pouzity dva pary primerd ITS1-GC/ITS2 a ITS3/ITS4-GC pro oblast 1TS1
a5,8-1TS2 rDNA a NL1-GC/LS2 pro oblast D1/D2 26S rDNA. Celkovy objem vzorku v jedne
zkumavce ¢inil 50 pl. Vysledky elektroforetické detekce fragmentt produktt prvni a druhé
amplifikace PCR reakce jsou shrnuty v kapitole 4.2.4.

4.2.4 Elektroforeticka detekce fragmentii produkti PCR reakce

Uspé$nost amplifikace byla vzdy po prvni idruhé amplifikaci ovéfena elektroforetickou
separaci ziskanych PCR produkti. Podrobny popis této kontroly je uveden v kapitole 3.5.3.
Podminky, které¢ byly pouzity pro zapnuti horizontdlni gelové elektroforézy pii vSech
kontrolach jsou zobrazeny v Tabulce 15. Metoda horizontalni gelové elektroforézy se pro
kontrolu ukézala byt vysoce specificka, jelikoz PCR produkty detekované pomoci této metody

vykazovaly intenzivni charakter po vizualizaci UV svétlem.

Tabulka 15: Podminky pro zapnuti horizontalni gelové elektroforézy

VloZené napéti Vlozeny proud Doba separace
V] [MA] [h]
80 90 2

4.2.4.1 Prvni amplifikace nested PCR oblasti ITS1

Jako prvni byla provedena elektroforeticka kontrola prvni amplifikace oblasti ITS1 s vyuZitim
primera ITS1/ITS4, §lo o prvni pokus o amplifikaci pomoci PCR reakce, ucelem bylo
predev§im optimalizovat koncentraci izolované DNA, aby byla vhodnd pro naslednou
amplifikaci jednotlivych oblasti. Pro kontrolu distoty byla vzdy zatfazena také negativni

kontrola, kter& neobsahuje DNA matrici.

55



12345678 9 10 ITS1/1TS4 1|

Obrazek 11: Ovéieni produkti PCR po prvnim pokusu 0 amplifikaci ITS1/ITS4 primert: ¢islo
1-Metschnikowia andauensis 129, ¢&islo 2-Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3-
Metschnikowia pulcherrima 147, cislo 4—Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo 5-
Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 6-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia
zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia shanxiensis 1250, ¢islo 9-standard 100 bp DNA

Ladder , ¢islo 10-negativni kontrola

Na Obrazku 11 je mozné vidét, ze amplikon, ktery je produktem prvni amplifikace byl
elektroforeticky zachycen pouze uvzorku ¢islo 6-Metschnikowia sinensis 1244 a ¢islo 8-
Metschnikowia shanxiensis 1250. | tak se koncentrace DNA v jednotlivych vzorcich ukazala
jako velmi nizka, coz mohlo byt zptisobeno Spatnou optimalizaci koncentrace DNA. Nicméné
I diky vzorkim, u kterych se amplikon zdafilo elektroforeticky zachytit je mozné diky
velikostnimu standardu urcit, ze velikost produktli prvni amplifikace nested PCR pro ITSI
oblast je cca okolo 350 bp. Také se podafilo optimalizovat koncentraci DNA na 10 ng/ul
u vzorkd, u kterych nebyla koncentrace DNA pod touto hodnotou jiZz po samotné izolaci.
Negativni kontrola je v potadku, jelikoz se u jejiho vzorku Zadny band neobjevil, vzorky tedy

nejsou kontaminovany.

Nasledné byl proveden druhy pokus o prvni amplifikaci oblasti ITS1 s vyuzitim primert

ITS1/ITS4, koncentrace DNA vzorkt jiz byla 1€pe optimalizovana.
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12345678 9 10 ITS1/ITS4

- — — - -

Obrazek 12: Kontrola pomoci ELFO po druhém pokusu o amplifikaci ITS1/ITS4 primera: ¢islo
1-Metschnikowia andauensis 129, c¢islo 2-Metschnikowia pulcherrima 145, ¢&islo 3-
Metschnikowia pulcherrima 147, cislo 4—Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo 5-
Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 6-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia
zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia shanxiensis 1250, ¢islo 9-standard 100 bp DNA

Ladder, ¢islo 10—negativni kontrola

Na Obrazku 12 je mozné vidét, ze pti druhém pokusu o amplifikaci, kdy doSlo k lepsi
optimalizaci vstupni koncentrace DNA ataké nafedéni jednotlivych vzorku se zdafilo
elektroforeticky zachytit amplikon, ktery je produktem prvni amplifikace ITS1 oblasti u vSech
druhti kvasinek. Stejn¢ jako pii prvnim pokusu lze urcit, ze velikost amplikonu je dle pouzitého
velikostniho standardu 100 bp DNA Ladder okolo 350 bp. Tyto PCR produkty se tedy ukazaly
jako vhodné pro pouziti pfi druhém amplifikaénim kroku nested PCR, je vSak vidét cast
nespecifickych produkti které budou muset byt v nasledujicich krocich odstranény piecisténim
PCR produktd. Negativni kontrola je v poradku, jelikoz se u jejiho vzorku Zzadny band

neobjevil, vzorky tedy nejsou kontaminovany.

4.2.4.2 Druha amplifikace nested PCR oblasti ITS1 a 5,8-1TS2 rDNA

Jako dalsi byla provedena elektroforeticka kontrola druhého amplifika¢niho kroku oblasti ITS1
aITS2 nested PCR, ktera byla realizovana s vyuzitim dvou part primert ITS1-GC/ITS2
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a ITS3/ITS4-GC. Pii vyuziti paru primerd ITS1-GC/ITS2, které se ucastni druhého
amplifika¢niho kroku PCR reakce pro ITS1 oblast se stejné jako u prvni amplifikace této oblasti
ukazaly ¢asti nespecifickych produkti, které se budou muset odstranit v nasledujicich krocich
jejich precisténim. U oblasti ITS2, ktera byla amplifikovana s vyuzitim primert ITS3/ITS4-GC
nejsou tyto nespecifické produkty tolik patrné, coz muze vypovidat 0 zvolené teploté

annealingu jako o vice specifické pro oblast ITS2.

| 12345678 910 11 ITS1-GC/ITS2 |

12345678 910 ITS3/ITS4-GC

Obrazek 13: Kontrola pomoci ELFO druhé amplifikace DNA pro primery ITS1-GC/ITS2
a ITS3/ITS4-GC: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis 129, ¢islo 2-Metschnikowia pulcherrima
145, c¢islo 3—Metschnikowia pulcherrima 147, ¢islo 4-Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo
5-Metschnikowia andauensis 1241, d¢islo 6-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-
Metschnikowia zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia shanxiensis 1250, ¢islo 9—negativni
kontrola, ¢islo 10-standard 100 bp DNA Ladder, ¢islo 11-standard FastGene 50 bp DNA
Marker

Z Obrézku 13 je ziejmé, Ze se podafilo spravné amplifikovat v§echny vzorky kvasinek pro
oblast ITS1 a 5,8-ITS2 rDNA. Dle vlozenych velikostnich standardii 100 bp DNA Ladder
a FastGene 50 bp DNA Marker je mozné urcit, Ze velikost vyslednych amplikonti je cca 150
bp pti pouziti primerta ITS1-GC/ITS2 a cca 200-250 bp pii pouziti primera ITS3/ITS4-GC.
Takto ptipravené produkty druhé amplifikace nested PCR jsou vhodné k dalSimu zkoumani

pomoci metody DGGE.
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4.2.4.3 Prvni amplifikace nested PCR D1/D2 oblasti 26S rDNA

Po dokonceni amplifikaci oblasti ITS1 a ITS2, byly zahajeny amplifikace oblasti 26S rDNA,
konkrétné usek s geny kodujicimi D1/D2 domény. Pro PCR reakci byly vyuZity univerzalni
eukaryotické primery NL1/NL4. Prubéh amplifikace byl realizovan za stejnych podminek jako
pii analyze oblasti ITS1 a ITS2, tedy ve dvou krocich nested PCR reakce. Amplifikace oblasti
26S se ukazala jako uspé$na, jelikoz se pomoci elektroforetické kontroly podafilo stanovit
ptibliznou velikost produkti prvni amplifikace takika u vSech pouzitych druhii kvasinek.
Nebyly také patrné ¢asti nespecifickych produktii, coz vypovida 0 optimalné zvolené teploté

annealingu pro tuto oblast.

| 12345678 9 10 NL1/NL4 |

Obrazek 14: Kontrola pomoci ELFO prvni amplifikace DNA pro primery NL1/NL4: ¢islo 1-
Metschnikowia andauensis 129, ¢islo 2-Metschnikowia pulcherrima 145, ¢&islo 3—
Metschnikowia pulcherrima 147, cislo 4-Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo 5-
Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 6-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia
zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia shanxiensis 1250, ¢islo 9-negativni kontrola, ¢islo
10-standard 100 bp DNA Ladder

Na Obrazku 14 je mozné vidét, Ze pii pokusu 0 prvni amplifikaci D1/D2 oblasti se podatilo
amplifikovat spravné vSechny vzorky kromé vzorku vbéhu ¢&islo 8, ktery odpovida
Metschnikowia shanxiensis 1250. Po ovéieni koncentrace DNA na piistroji Nanodrop 2000c¢ se
vSak prokazalo, ze DNA je ve vzorku pfitomna ¢ili vzorky jsou vhodné k pouZiti ve druhém
amplifikacnim kroku PCR reakce. Diky pouZziti velikostniho standardu 100 bp DNA Ladder je
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mozné urcit, Ze velikost vysledného amplikonu oblasti 26S rDNA se pohybuje cca mezi 500 az
600 bp. Negativni kontrola je v potadku, jelikoz se u jejiho vzorku Zadny band neobijevil,

vzorky tedy nejsou kontaminovany.

4.2.4.4 Druha amplifikace nested PCR D1/D2 oblasti 26S rDNA

Ve druhém amplifika¢nim kroku nested PCR D1/D2 oblasti 26S rDNA byl vyuzit univerzalni
par primera NL1-GC/LS2. Amplifikace se ukazala jako tuspéS$na, jelikoz se pomoci
elektroforetické kontroly podatilo stanovit pfibliznou velikost produktti druhé amplifikace
u vSech pouzitych druhii kvasinek. Nebyly také patrné Casti nespecifickych produktl, coz

vypovida o optimalné zvolené teploté annealingu pro tuto oblast.

| 12345678 9 10 NL1-GC/LS2

Obrazek 15: Kontrola pomoci ELFO druhé amplifikace DNA pro primery NL1-GC/LS2: ¢&islo
1-Metschnikowia andauensis 129, ¢islo 2—Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3—
Metschnikowia pulcherrima 147, cislo 4-Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo 5-—
Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 6-Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia
zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia shanxiensis 1250, ¢islo 9—-negativni kontrola, ¢islo
10-standard 100 bp DNA Ladder

Z Obrazku 15 je vidét, ze se podafilo zdarné amplifikovat vS§echny pouzité vzorky kvasinek.
Diky pouZziti velikostniho standardu 100 bp DNA Ladder je moZné urcit, ze velikost vysledného
amplikonu druhé amplifikace oblasti D1/D2 se pohybuje cca mezi 220 aZz 250 bp. Negativni
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kontrola je v poradku, jelikoz se u jejiho vzorku Z&dny band neobjevil, vzorky tedy nejsou

kontaminovany.

4.3 Optimalizace metody DGGE

Pro detekci produktti z druhého amplifikacniho kroku nested PCR byla vyuzita molekularni
technika DGGE. Tato metoda je vhodnd pro analyzu vSech ziskanych produktt druhé
amplifikace, jelikoz jejich velikost nepiesahuje limit 500 bp, coz je maximdlni velikost
fragmentt, kterou je tato metoda schopna stanovit. Velikost jednotlivych amplikoni byla
experimentalné stanovena mezi 150 a 250 bp. Optimélni separace analyzovanych fragmentii
metodou DGGE je mozné dosahnout optimalizaci jednotlivych parametrt, které jsou pro
metodu denaturacni gradientové gelové elektroforézy klicové. Mezi tyto parametry patfi:
rozsah denaturacniho gradientu, celkovy ¢as separace ¢i také postup barveni gelu pied findlni
vizualizaci. Vyrazny podil na kvalité provedeni experimentu ma také samotna amplifikace
fragmentt pii PCR reakci, jelikoz miize byt velkym zdrojem chyb, které se do experimentu

promitnou.

4.3.1 Optimalizace denatura¢niho gradientu

Dle publikaci s aplikaci techniky DGGE pro kvasinky byl vychozi denatura¢ni gradient zvolen
v rozsahu 30-60 %. Polyakrylamidovy gel byl pfipraven ze zasobniho roztoku AA/BIS
Vv poméru 19:1, jelikoZ se vyznacuje vys$§im podilem bis-akrylamidu, ktery slouzi jako sitovaci

¢inidlo a je tak dosazeno mensi velikosti port ¢ili by mély byt ziskané fragmenty 1€pe rozliSeny.

Byl ptipraven 8 % polyakrylamidovy gel, ktery odpovida velikosti produkti druhé amplifikace
200-400 bp.
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Obrézek 16: DGGE profil s denaturaénim gradientem 30-60 %, 8 % polyakryalmidovy gel,

120 V, 3 hodiny, produkty 2. amplifikace oblasti ITS1: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis 129,
¢islo 2-Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3—Metschnikowia pulcherrima 147, &islo 4-
Metschnikowia pulcherrima 149, c¢islo 5-Metschnikowia andauensis 1241, ¢&islo 6-
Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia

shanxiensis 1250

Z piilozeného DGGE profilu na Obrazku 16 je zfejmé, Zze zvoleny denaturacni gradient ma
prilis Siroké rozmezi, jelikoz se nejvice viditelné zony fragmentl zachytily ve vrchni Casti gelu.
Diky tomu, ze jsou nejlépe viditelné jsou ptisuzovany pravé samotnym kvasinkam. Kazdy
referen¢ni druh kvasinky je reprezentovan nekolika fragmenty, je mozné pozorovat celkoveé 5

az 6 zon, které jsou spolecné pro vSechny drahy. Tento jev mohl nastat ze dvou ditvodi.

Prvnim diivodem mtiZe byt vzajemnd kontaminace zdrojové DNA kvasinek pii pfiprave reakcni
smési pro PCR reakeci. Tato teorie je vSak velmi mélo pravdépodobna z diivodu dodrzeni vSech
doporucenych postupti pro zamezeni kontaminace jako je prace ve sterilnim ockovacim boxu,
ktery byl pfedem vysvicen UV zafenim, pouziti sterilnich zkumavek a $pic¢ek na pipety a také

pouziti samostatnych Spic¢ek pro kazdy druh kvasinky.

v

Druhym divodem, ktery je pravdépodobné;jsi je, Ze teplota annealingu nebyla pii PCR reakci
zvolena dostatecné specificky a pfipojeni primeru tak neprobéhlo dokonale a v reakéni smési

se vytvorily nespecifické produkty, které hybridizovaly nejen s cilovou sekvenci templatu, ale
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také s podobnymi sekvencemi, které se lisily parem nukleotidi. Méné viditelné fragmenty jsou
tedy pravdépodobné fragmenty jednovldknové DNA, kterd migrovala gelem, aniz by se
ukotvila v misté gradientu nebo také zbytky primerd, které se nenaamplifikovaly béhem PCR

reakce.

Diky této skutecnosti byl pro dalsi optimalizaci zvolen denaturacni gradient 20-40 % a take byl
ptipraven 10 % polyakrylamidovy gel namisto 8 %, jelikoz 1épe odpovidal rozmezi velikosti
produkti druhé amplifikace PCR reakce. Toto rozmezi je 100-300 bp, coZz odpovida léepe
velikosti produktti obou ITS regionti. Nicméné jako optimalizacni se experiment zdafil, jelikoz
se nam podafilo ur€it spravné rozmezi denatura¢niho gradientu i jaky zvolit gel, optimalizace

probihala s pouzitim produktd druhé amplifikace regionu ITSI.

4.3.2 Optimalizace délky trvani separace fragmenti

Pro urceni optimalniho Casu elektroforetické separace pomoci metody DGGE byl uskute¢nén
tzv. time-travel experiment. V ¢asovych intervalech jedné hodiny byly na DGGE gel nanaseny
vzorky v potadi Metschnikowia pulcherrima 147, Metschnikowia sinensis 1244 a jejich sm¢s,
ktera vznikla smichdnim alikvotnich objeml jejich amplikoni. Vzorky byly pfipraveny
nasledovné: referenéni vzorky 147 a 1244 byly klasicky smichany 10 ul produktu PCR reakce
s 3 ul barvicky PCR loading buffer a naneseny do jamek gelu, smés byla pfipravena smichanim
5 ul kvasinky 147 a 5 ul kvasinky 1244, k této smési uz byla pfidana pouze barvic¢ka v objemu
3 ul anasledné byl vzorek také napipetovan do jamek gelu. Tyto dva druhy kvasinek byly
vybrany, protoZe jsou nejvice metabolicky odliSné a byla tak nejvétsi Sance, ze se prokaze
rozdilna sekvence jejich DNA. Cas separace pro jednotlivé série vzorki se pohyboval v rozmezi

3 az 7 hodin. Optimalizace probihala s pouzitim produktt druhé amplifikace regionu ITS1.

Z piilozeného DGGE profilu na Obrazku 17 je mozné vy¢ist, Ze optimalizace gradientd byla
uspésna, jelikoZz se zony fragmentd piesunuly z vrchni ¢asti gelu atakeé jsou od sebe Iépe
oddéleny. Time-travel experiment ndm rovné€z umoznil urcit jako optimalni Cas separace 6
hodin, jelikoZ pti 7 hodinéch jiz nebyly jednotlivé zony tak ostré a zacaly se jemné rozmyvat,
a naopak pii mén¢ hodinach se jesté nestihly spravné nebo dostatecné od sebe odseparovat.
Stejné jako jiz bylo popsano v kapitole 4.3.1. se zde vyskytl jev, kdy kazdy referen¢ni druh
kvasinky je reprezentovan né€kolika fragmenty. Je mozné pozorovat celkové 4 az 6 zon, které
jsou spolecné pro ¢asy 5—6 hodin, pii 3—4 hodinéach se tento jev nevyskytl zfejmé z divodu

nizkého Casu separace, kdy se fragmenty nestihly oddé¢lit. Z diivodu vyskytu nespecifickych
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produktli byl pro dal$i experimenty zvolen pfed samotnou separaci postup piecisténi PCR

produktii pomoci ethanolu.

3 hod

Obrézek 17: Time-travel experiment DGGE metody: ¢islo 1- Metschnikowia pulcherrima 147,

¢islo 2— Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 3—-mix téchto dvou druhi kvasinek

4.3.3 Vlastni analyza referen¢nich kmeni kvasinek rodu Metschnikowia

Kvasinky rodu Metschnikowia byly podrobeny analyze pomoci DGGE metody. Pied samotnym
provedenim analyzy jednotlivych oblasti ITS1, 5,8-1TS2 i D1/D2 podjednotek proSla metoda
optimalizaci, aby tyto finalni vyzkumy jednotlivych oblasti jiz probihaly v optimalné
koncentrovaném gelu s optimalnim rozhrani gradientti i ¢asovém rozhrani experimentu, jak je
uvedeno v kapitolach vySe. Abychom byli schopni od sebe odlisit jednotlivé druhy kvasinek
bylo tfeba provést vyzkum oblasti ITS1, 5,8—1TS2 i D1/D2 podjednotek.

4.3.3.1 Fragmenty oblasti ITS1 rDNA

Pouzity univerzalni par primera ITS1-GC/ITS2 spadé do regionu ITS, ktery se u eukaryot déli
na dva regiony ITS1 a ITS2 a ma pramérnou délku 600 bp. Je to kratky tsek sekvence DNA
pouzivany pro uréovani a objevovani druhti, oznacuje se také jako ¢arovy kod DNA. Primer

ITS1-GC se nejcastéji kombinuje s ITS2 pro amplifikaci oblasti 1TS1, kterou maji pokryt.
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Oblast ITS1 se nachazi mezi geny 18S a 5,8S [76]. Oblast ITS1 je, jak jiz bylo zminéno kratkym
Usekem v ramci ITS regionu, velikost produktii PCR reakce dosahovala piiblizné 150 bp. Jiz
diky své malé velikosti se tato oblast jevi jako nepiiliS§ vhodna k bliZSi a specifi¢téjsi
charakterizaci jednotlivych druhti kvasinek. Nicmén¢ byly na tyto produkty aplikovany stejné
podminky jako pfi pfedchozich experimentech.

8 7 6 5 4 3 21 |
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Obrézek 18: DGGE profil s denatura¢nim gradientem 20-40 %, 10 % polyakryalmidovy gel,
120 V, 6 hodin, produkty 2. amplifikace oblasti ITS1: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis 129,
¢islo 2-Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3—Metschnikowia pulcherrima 147, &islo 4-
Metschnikowia pulcherrima 149, c¢islo 5-Metschnikowia andauensis 1241, ¢&islo 6-
Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia
shanxiensis 1250

Z ptilozeného DGGE profilu na Obrazku 18 Ize ur¢it pfitomnost vét§iho mnozstvi fragmentd,
nez je pro DGGE metodu bézné. Bohuzel se ani po vicenasobném piecisténi veskerych PCR
produktl, které byly v této analyze pouzity nepodafilo prokézat souvislost mezi mnozstvim
fragmentd a produktem obsahujicim zbytky pouZitych primeru ¢i jejich dimert. Jako neobvykla
skutecnost se vSak nejevi jen pocet jednotlivych frakci, ale také jejich vzorec interpretace banda
na gelu, ktery je odliSny pro kazdy pouzity druh kvasinek, je tedy mozné, Ze jednotlivé druhy
v oblasti ITS1 maji na svych sekvencich zastoupené kopie o odliSném zastoupeni bazi.

Sekvence jednotlivych druht kvasinek se nicméné jevi jako velmi podobné, je mozné, ze pokud
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by se snizil ¢as trvani experimentu na 3—4 hodiny, tak by se neprojevily jako jednotlivé frakce,
nybrZ jako jeden diskrétni band, coz se prokazalo i pii time-travel experimentu. Bylo snahou
zjistit jaky je divod rozdé€leni sekvenci kvasinek v oblasti ITS1 do tolika frakei, vysvétleni bylo

nalezeno po dukladném prostudovani dostupné literatury.

Z dostupnych publikaci dle Lachance M. et al, Naumov G. et al ¢i Boekhout T. et al je mozné
odvodit, ze oblast ITS1 zfejm¢ neni vhodna k odliSeni jednotlivych druht kvasinek rodu
Metschnikowia. Oblast ITS1 se ukéazala vhodna spiSe k prvotnimu odliSeni mezi skupinami
kvasinek, tedy k rodové a druhové identifikaci. Je tomu tak diky velikosti sekvenci, ktera se
miuze lisit v zavislosti na druhu a rodu mikroorganismu ¢ili u stejného rodu zlstava vétSinou
totoZzné a také diky vys$si mife divergence, kdy se mtizou vyskytovat ve vicero divergentnich
kopiich, nemusi tak byt dostatecna k odliSeni blizce ptibuznych druhii, coz v naSem piipade
pouzité¢ kvasinky jsou. Oblast je sice diky velkému poctu kopii na genom snadno
amplifikovatelnd, coZ je vyhoda, ale v nasem ptipadé se nekodujici ITS1 oblast kvali tomu, Zze

muze poskytnout identifikaci pouze na trovni rodt a druhti ukazala jako nevhodna [77, 78, 79].

Vysvétleni, které uvadi dostupna literatura lze povazovat za piicinu, zejména pokud se jedna
o divergenci v ramci oblasti ITS1 pro stejny taxonomicky druh. Jiz v amplifikaéni ¢asti bylo
patrné pii vizualizaci produktd amplifikace dané oblasti, Ze se na gelu vyskytuji take dalSi
frakce, které vSak byly povazovany za nespecifické produkty, které Ize odstranit precisténim

pomoci ethanolu, které je schopné odd¢lit od PCR produktu zbytky primert i dalsi necistoty.

4.3.3.2 Fragmenty oblasti 5,8-1TS2 rDNA

Primer ITS3 se nejcastéji kombinuje s ITS4 pro amplifikaci oblasti 1TS2 operonu fungélni
rRNA. Oblast ITS2 se nachazi mezi geny 58S a28S rRNA. Tyto pary primera byly
v poslednich dvaceti letech pouZity v mnoha odvétvich mykologického vyzkumu a jsou také

oblibenymi néstroji v nedavnych studiich houbovych komunit [80].

Oblast 5,8-ITS2 je delSim usekem rDNA neZ vySe popsana oblast 1TS1, produkty jeji
amplifikace PCR reakce dosahovaly velikosti 200-250 bp, diky tomu se jevi vyuZiti této

metody jako vhodné pro specifi¢téjsi charakterizaci sekvenci jednotlivych druht kvasinek pro
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danou oblast. Na produkty byly aplikovany stejné podminky jako pii piedchozich

experimentech.

Obrézek 19: DGGE profil s denatura¢nim gradientem 20-40 %, 10 % polyakryalmidovy gel,
120 V, 6 hodin, produkty 2. amplifikace oblasti 5,8-1TS2: ¢islo 1-Metschnikowia andauensis
129, ¢islo 2—Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3—Metschnikowia pulcherrima 147, ¢islo
4-Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo 5-Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo 6—
Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia zizyphicola 1247, ¢islo 8—Metschnikowia
shanxiensis 1250

Z vysledki DGGE analyzy na Obrazku 19 je patrné, Ze pii pouziti rozmezi denatura¢niho
gradientu 20-40 % lze od sebe jednotlivé druhy kvasinek odlisit jen téZce. Kvasinky jsou
navzajem v ramci sekvenci svych DNA velice ptibuzné nebo maji mezi sebou v oblasti 5,8—
ITS2 minimalni odliSnosti. K tomu, aby se rozdily jesté vice zviditelnily by bylo tfeba ziejmé
jesté uzsiho rozmezi denaturacniho gradientu, ktery by mohl byt zuZen jesté na 25-35 %. Ve
srovnani s oblasti ITS1 nejsou vSak v tomto pfipad¢ pfitomné Zzadné mnohonasobné frakce
bandli, coz znaci Ze pro charakterizaci jednotlivych druhti kvasinek je DGGE analyza této
oblasti pfesn&jsi a spolehlivéjsi. Co vSak muzeme zvysledki uréit je, ze kvasinka
Metschnikowia shanxiensis 1250 ma jasné rozdilnou sekvenci sledovaného tseku DNA a jako
jediné se tedy i pti rozmezi gradientu 20-40 % projevila jako druhové odlisna v oblasti 5,8—

ITS2 od ostatnich kvasinek rodu Metschnikowia pouzitych pfi tomto experimentu.
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4.3.3.3 Fragmenty D1/D2 oblasti 26S rDNA

Univerzalni par primerd NL1-GC/LS2 spadd do regionu D1/D2, coZz je oblast o600
nukleotidech na 5 konci velké podjednotky 26S rDNA. Studie Kurtzmanna a Robnetta
ukézala, ze vétSinu druhti kvasinek Ize identifikovat na zéklad¢ jejich sekvencni divergence
praveé na zakladé D1/D2 oblasti. Pro tplnou charakterizaci kvasinek metodou DGGE je tfeba
D1/D2 oblast doplnit také oblastmi ITS1 a ITS2, jelikoZ oblast D1/D2 se pouZiva spiSe pro
identifikaci kvasinek na taxonomické a fylogenetické trovni. Mize se stat, Ze U jednoho
Z téchto regioni nebudou mezi jednotlivymi druhy mikroorganismii odliSnosti. Je tieba je
hodnotit jako celek, abychom byly schopni mikroorganismy, v naSem piipadé kvasinky
druhov¢ rozlisit [81]. V ptedlozené praci byla provedena DGGE analyza uvedené oblasti,
produkty jeji amplifikace PCR reakce dosahovaly velikosti 220-250 bp, coZ je podobna
velikost jako u oblasti 5,8-ITS2, coz mtze iV ramci oblasti 26S rDNA znacit specifictéjsi
charakterizaci sekvenci jednotlivych druhti kvasinek pomoci DGGE. Na produkty byly

aplikovany stejné podminky jako pii pfedchozich experimentech.

Obrézek 20: DGGE profil s denatura¢nim gradientem 20-40 %, 10 % polyakryalmidovy gel,
120 V, 6 hodin, produkty 2. amplifikace D1/D2 oblasti 26S rDNA : ¢islo 1-Metschnikowia

andauensis 129, ¢islo 2—Metschnikowia pulcherrima 145, ¢islo 3—Metschnikowia pulcherrima
147, ¢islo 4—Metschnikowia pulcherrima 149, ¢islo 5—Metschnikowia andauensis 1241, ¢islo
6—Metschnikowia sinensis 1244, ¢islo 7-Metschnikowia zizyphicola 1247, ¢islo 8-

Metschnikowia shanxiensis 1250

Dle Obrazku 20 je z vysledktit DGGE analyzy patrné, Ze kvasinky v rdmci svych sekvenci DNA
nevykazuji dostateCnou sekvenéni divergenci, aby je bylo mozné pomoci DGGE mezidruhové

rozlisit. K tomu, aby se rozdily jesté vice zviditelnily by bylo tfeba zfejmé jesté uzsiho rozmezi
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denatura¢niho gradientu, které¢ by mohlo byt zuZeno na 25-35 %. Co vSak mlizeme z vysledki
urcit je, ze kvasinka Metschnikowia shanxiensis 1250 ma jasné rozdilnou sekvenci sledovaného
useku DNA a jako jedina se tedy i pii rozmezi gradientu 20-40 % projevila jako druhové
odlisna od ostatnich kvasinek rodu Metschnikowia pouzitych pii tomto experimentu. OvSem
dle ptilozenych vysledkt miizeme pomérné jasné ucit, Ze pouzité kvasinky jsou v ramci D1/D2
domény druhové velice piibuzné, coz se projevuje na jejich sekvencich, které jsou jen

minimalné odli$né.

Vzhledem k minimalni druhové odlidnosti kvasinek, ktera se projevila u zkoumani pomoci
DGGE metody by bylo vhodné kvasinky podrobit dale také metodé sekvenovani, kde by se
daly jednotlivé druhy kvasinek porovnat na urovni priméarni struktury DNA mezi sebou a se
sekvencemi stejnych nebo podobnych druhi kvasinek rodu Metschnikowia uvedenych
v databazi pro blizsi identifikaci. Tato metoda by nam mohla pfinést piesnéjsi vysledky o jejich

sekvenéni divergenci a mohli bychom tak jednotlivé druhy mezi sebou Iépe odlisit.

Také by se jako dalsi metoda mohlo pouZit AFLP-PCR neboli amplified fragment length
polymorphism PCR. Je to metoda zalozena na PCR, ktera vyuziva restrikéni enzymy ke Sté€peni
genomove DNA s naslednou ligaci adaptéri na konce restrikénich fragmenti. Nasledné se
vybere podskupina restrikénich fragmenttli, které budou amplifikovany. Aby bylo dosaZeno
optimalni selekce musi byt vybrany primery komplementarni k sekvenci adaptéru, sekvenci
restrik¢niho mista a také k nukleotidim uvniti fragmenti restrik¢éniho mista. Amplifikované
fragmenty jsou podrobeny elektroforetické separaci na gelové matrici a nasledné vizualizovany
pomoci fluorescencnich metodologii (napf. fluorescenéné znacena sonda) nebo pomoci
automatizovanych kapilarnich sekvenaénich pfistroji. AFLP-PCR je vysoce citliva
a reprodukovatelnd metoda, ktera se vyuZziva pro identifikaci genetickych variaci u kmenti nebo
velice blizce ptibuznych druht. Oproti jinym metodam uvedenych v kapitole 1.4.1.4 ma vysSi
reprodukovatelnost, rozliSeni a citlivost na drovni celého genomu. Vysledkem této analyzy je
dendrogram [82, 83]. Napftiklad D. Spadaro pouzili ve své studii techniku AFLP pii hodnoceni
genetické diverzity kmenu M. pulcherrima z riznych izola¢nich zdroju ataké k posouzeni
genetické diverzity skupiny antagonistickych kmend M. pulcherrima, které jsou u¢inné proti

riaznym poskliziiovym patogentim ovoce [84].
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ZAVER

Piedlozena diplomova prace se zabyva charakterizaci kvasinek rodu Metschnikowia pomoci
molekularnich metod. Mezi pouzité¢ molekuldrni metody patii nested PCR, horizontéalni gelova
elektroforéza, denaturaéni gradientova gelova elektroforéza a pulzni gelova elektroforéza.
Témito technikami byly analyzovany kmeny kvasinek rodu Metschnikowia: Metschnikowia
andauensis 129, Metschnikowia pulcherrima 145, Metschnikowia pulcherrima 147,
Metschnikowia pulcherrima 149, Metschnikowia chrysoperlae 1158, Metschnikowia
andauensis 1241, Metschnikowia sinensis 1244, Metschnikowia zizyphicola 1247

a Metschnikowia shanxiensis 1250.

K uréeni karyotypu kvasinek rodu Metschnikowia pomoci metody PFGE bylo tieba nejdiive
optimalizovat postup izolace kvasinkové DNA, pro separaci jednotlivych chromozomu bylo
tteba také optimalizovat parametry pro spusténi PFGE jako pulzni ¢asy, doba separace, vlozené
nap¢ti, koncentrace agarosového gelu ¢i koncentrace pouzitého TBE pufru. Idealni podminky
separace, pii nichz byly vysledky nejlepsi a podatilo se izolovat nejvétsi pocet chromozomul
byly: doba separace 118 hodin, pulzni ¢asy 2400 s/48 h, 3000 s/35 h, 3300 s/35 h; 0,8 %
agarosovy gel ve 0,5x TBE pufru, vloZzené napéti 50 V. Pti téchto podminkach bylo separovano
4-5 chromozomalnich frakci u vSech pouzitych kment. Z vysledkt separace je patrné, ze se od
ostatnich druhti nejvice lisily druhy Metschnikowia pulcherrima 149 a Metschnikowia sinensis
1244, u nichz byl naznak i paté chromozomalni frakce, zatimco u ostatnich byly pouze ¢tyfi.
Velikost jednotlivych frakci byla dle standardu H. wingei od nejmensi 1,2 Mbp, 2,70 Mbp, tieti
cca 3 Mbp a ob¢ nejvétsi frakee, tedy Ctvrta a pata presahovaly maximalni velikost pouzitého
standardu ¢ili jsou vétsi nez 3,13 Mbp. Pro leps$i rozd€leni a analyzu karyotypti vSech kmenti
kvasinek rodu Metschnikowia by méla byt v ptistich experimentech prodlouzena doba separace,
jelikoz by se mohlo podafit izolovat dal$i velké chromozomy a navysit tak pocet dosud

izolovanych chromozomu kvasinek rodu Metschnikowia.

Spojeni metod PCR a denaturaéni gradientové gelové elektroforézy bylo vyuzito k analyze
konzervovanych tseki rDNA, kterymi byly regiony ITS1 a 5,8-1TS2 a také D1/D2 oblast velké
ribozomalni podjednotky 26S. Pro analyzu usekti rDNA byla nejdiive provedena optimalizace
jednotlivych kroki nested PCR, zejména pak teplot annealingu, které musely byt zvoleny tak,
aby prob¢hla spravné amplifikace dané oblasti za pouziti univerzalnich eukaryotickych primera
a zaroven, aby se nevytvarely nespecifické produkty amplifikace. Dale bylo tfeba optimalizovat

metodu DGGE pro rozliSeni jednotlivych oblasti v denatura¢nim gradientu. Jako optimalni
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denatura¢ni rozmezi bylo experimentalné stanoveno 20—40 % denaturaéni ¢inidel a optimalni
y p

doba separace pii napéti 120 V na 6 hodin pro vSechny analyzované oblasti rDNA.

Z vysledku DGGE vyplyva, Ze oblast ITS1 rDNA vykazovala vysokou miru divergence a bylo
mozné pozorovat fragmenty ve vicero divergentnich kopiich, ITS1 oblast piedstavuje velice
variabilni Usek ribosomalniho operonu, coz bylo v praci doloZeno publikacemi, kde byly tyto
skute¢nosti objasnény. Dle nejnovéjsi studie M. Sipiczkého, kterd se zaobira stejnym tématem
bylo zjisténo, Ze sekvence kvasinek rodu Metschnikowia, které byly podrobeny molekularnimu
fylogenetickému, genetickému a genomickému vyzkumu, konkrétné se jednalo o skupinu
oznacovanou jako klad pulcherrima, byly rizné v segmentech ITS1, ale téméf identické
v segmentech ITS2. Segmenty ITS1 byly prakticky necitelné a plné nejednoznacnych pozic
vysokého poctu nukleotidl, v téchto sekvencich byly detekovany jednonukleotidové indely,
které svym posunem be€hem procesu sekvenovani vedly khromadnym nejasnostem
v kone¢nych amplikonovych sekvencich. Na zéklad¢ téchto vysledkil bylo stanoveno, Ze
jednotlivé druhy od sebe nelze odliSit podle kritérii Z&dného z fenotypovych ani
fylogenetickych koncept biologickych druhi [85]. Tato publikace tedy potvrzuje vysledky
vyzkumu oblasti ITS1 analyzované pomoci metody DGGE, které jsou soucasti piedlozené
prace. Pro ostatni analyzované oblasti 5,8-1TS2 ataké D1/D2 oblast velké ribozomalni
podjednotky 26S vyplyva, Ze vSechny analyzované kmeny kvasinek maji velmi podobnou
sekvenci téchto oblasti. Vyjimku tvoifi pouze druh Metschnikowia shanxiensis 1250, ktery
jediny vykazoval odliSnost od ostatnich druhti kvasinek v oblasti 5,8-1TS2 iD1/D2
podjednotky oblasti 26S rDNA.

| kdyz v predlozené praci nebylo dosazeno upln¢ uspésné charakterizace jednotlivych druhi
a popsani jejich odlisnosti, jelikoZz se pomoci dostupnych metod ukazalo, Ze vSechny pouzité
druhy kvasinek maji skuteéné¢ velmi podobny genom, pomoci jednotlivych optimalizaci
dochéazelo k postupnému zlepSeni separaci u vSech pouzitych molekularnich metod. Prace tak
ptedstavuje slibny zaklad pro navazujici experimenty, ve kterych by bylo vhodné se zaméfit na
delSi dobu separace u PFGE a na lepsi optimalizaci teploty annealingu pro ITS1 region u PCR-
DGGE. Také by bylo vhodné vysledky dosaZzene v ptedlozené praci doplnit 0 metodu
sekvenovani, ktera by byla schopna lépe popsat rozdily sekvenci mezi jednotlivymi druhy
kvasinek, popfipadé se zaméFit i na jiné molekularni metody jako AFLP-PCR, kterd je diky své
citlivosti a specifi¢nosti schopna identifikovat genetické variace i mezi velmi ptibuznymi druhy

mikroorganisma.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA/BIS
APS

bp
DGGE
DNA
RNA
YPD
rDNA
PCR
PFGE
dsDNA
SSDNA
dNTP
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
G-C
A-T
RAPD
AFLP
PCR-RFLP
TEMED
Mbp
EDTA
TAE
uv
EtBr

akrylamid/N,N-methylen-bis-akrylamid

persiran amonny

pary bazi (anglicky base pairs)

denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza
deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

(anglicky yeast-extract-peptone-dextrose medium)
ribozoméalni DNA

polymerazova fetézova reakce

pulzni gelova elektroforéza

dvouretézcova deoxyribonukleova kyselina
jednovlaknova deoxyribonukleové kyselina
deoxyribonukleosidtrifosfat

deoxyadenosintrifosfat

deoxycytidintrifosfat

deoxyguanosintrifosfat

deoxythymidintrifosfat

guanin-cytosinova vazba

adenin-thyminova vazba

(anglicky random amplification of polymorphic DNA)
(anglicky amplified fragment length polymorphism)
(anglicky PCR-restriction fragment length polymorphism)
N,N'-tetramethylendiamin

mega pary bazi (anglicky mega base pairs)
polyaminokarboxylové kyselina

tris-acetatovy pufr

ultrafialové zaieni

ethidium bromid
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