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Abstrakt

Kompeticia je vel'mi vyznamny prirodny jav, pri ktorom dochadza k supereniu
organizmov V pripadoch, ako je obmedzenie priestoru ¢i nedostatok zivin. Nastava hlavne
Vv pripadoch ked’ organizmy, vratane mikroorganizmov ziji v poc¢etnych populéaciach. K
takymto populéciam sa radia aj mnohobunkové kvasinkové koldnie, ktoré vytvara
Saccharomyces cerevisiae. V okamihu, ked populacia kvasinkovych buniek vycerpa
ziviny z okolia, st bunky v kolonidch schopné reagovat’ na tieto zmeny produkciou
signalnych molekul amoniaku. Vd’aka jeho produkcii su bunky schopné zmenit’ svoju
morfoldgiu a metabolizmus a v zavislosti na umiestneni v kolonii vytvorit’ subpopulaciu
buniek so Specifickymi vlastnost'ami a rozdielnou funkciou.

Je pravdepodobné, ze v pripade zmieSanych koldnii tvorenych dvoma kmenmi,
moze medzi bunkami tychto kmeniov dochadzat’ ku kompeti¢nej rivalite, a tym modze
dgjst’ k zmene pomeru buniek oboch kmetiov v populécii kolonie, takze nakoniec pocet
buniek jedného kmena prevazi nad druhym.

V tejto praci som porovnavala rast a vyvoj gigantickych kolonii a kompeticiu
medzi bunkami vybranych dvojic kmenov tvoriacich takito zmieSani koloniu.
Vychadzala som z rodi¢ovského kmena kvasinky S. cerevisiae BY a jeho variant
znacenych fluorescenénymi proteinmi. Pre $tidium kompeticie medzi rodicovskym
kmeniom a kmenom neschopnym produkovat transkripcny faktor Sok2p, ktory vyrazne
ovplyviiuje vyvoj a diferenciaciu kolonie, boli deléciou génu SOKZ2 v znacenych
rodicovskych kmenoch vytvorené nové kmene sok2A. Ako marker pre odliSenie buniek
dvoch kmenov tvoriacich zmieSani koloniu som pouZila ich rozdielnu citlivost’ voci
antibiotikdm nourseothricinu a kanamycinu. Potvrdila som, Ze neschopnost’ buniek
syntetizovat’ Sok2p tieto bunky znevyhodnila, v pripade, ze vytvarali giganticka koloniu
s rodi¢ovskym kmeniom, ktory Sok2p produkuje. Podla predpokladu, pokial’ zmieSanti
koléniu tvorili dve skuto€ne izogénne varianty rodiCovského kmena, ku kompeticii
nedochadzalo. Ukazalo sa, Ze niektoré vysledky tykajlice sa kompeticie buniek

Vv populécii kolonie ovplyvnila nehomogenita buniek v konzervach pouzivanych kmeiov.

KPacové slova: Saccharomyces cerevisiae, kvasinkova kolonia, signalizacia
amoniakom, diferencidcia a kompeticia buniek v kolonii, rast, fluorescenny protein,

rezistencia k antibiotikdm



Abstract

Competition is a very important natural phenomenon, which causes the rivalry of
organisms, in cases such as space limitation or lack of nutrients. It occurs mainly in
situations where organisms, including microorganisms live in large populations.
Multicellular yeast colonies represent an example of such a population. After the
population of yeast cells spends nutrients from the environment, the cells in colonies are
able to respond to these changes by production of ammonia functioning as a signaling
molecule. Subsequently, the cells are able to change their morphology and metabolism
and, dependently on their location within the colony, to create a subpopulation of cells
with specific characteristics and functions.

It is likely that in the case of mixed colonies formed by the two different strains,
a competition between the cells of these two strains could exist. Such rivalry can result in
changes in the ratio of cells of the two strains within the colony population, so that the
cells of one strain outweigh the other.

In this diploma thesis, | compared the growth and development of giant colonies
and competition between the cells of selected pairs of strains forming mixed colonies.
| focused on the parental strain Saccharomyces cerevisiae BY and its variants labeled
with fluorescent proteins. For the study of competition between the parental strain and
the strain deficient in Sok2p transcription factor (i.e., the factor that significantly
influences the development and differentiation of colonies), new strains sok2A were
prepared by SOK2 gene deletion in labeled parental strains. As markers distinguishing
two strains forming a mixed colony, | used different sensitivity of these strains to
antibiotics kanamycin and nourseothricin. | confirmed that the inability of cells to
synthesize Sok2p is a disadvantage for these cells when forming mixed giant colonies
together with the parental strain producing Sok2p. As supposed, when mixed colony
consisted of the two isogenic labeled variants of the parental strain, no competition
occurred. Some of the results showed that competition of cells within populations can be

affected by inhomogeneity of cell strains in stocks.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, a yeast colony, ammonia signaling, cell
differentiation and competition in the colony, growth, fluorescent protein, antibiotic

resistance
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Zoznam pouzitych skratiek:

BKP - bromkrezolova purpur

DsRed - ¢erveny fluorescencny protein
FP - fluorescencny protein

(G418 - geneticin (kanamycin)

GFP - zeleny fluorescenény protein
GM - glycerolové médium

MES - 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
PBS - Phosphate buffered saline

PCR - polymerazova retazova reakcia
ROS - reaktivne formy kyslika

SSDNA - jednoretazcovd DNA

SDS-PAGE - polyakrylamidova gélova elektroforéza v pritomnosti dodecylsulfatu

sodného
TBE - Tris-borat-EDTA
TEMED - tetramethyl-ethylen-diamin
TGM - Tris-glycin-methanol
YEPG - kvasni¢ny autolyzat - pepton - glukdza

YPD - kvasni¢ny autolyzat - pepton - glukoza



1 Uvod

Jednobunkovy mikroorganizmus kvasinka Saccharomyces cerevisiae sa stala vd’aka
svojim vlastnostiam vybornym modelom pre Stidium zakladnych bunkovych procesov
prebiehajucich v eukaryotickych bunkéch vratane cicavcich buniek , ako st napr. priebeh
a regulacia bunkového cyklu, autofagia a pod.

Napriek tomu, Ze st jednobunkové organizmy, v prirode mikroorganizmy vratane
kvasiniek dévaju prednost mnohobunkovému sposobu zivota. Ziskavaji tym mnohé
unikatne vlastnosti, ktoré pri jednobunkovom sposobe zivota postradaju, a ktoré im
zabezpeCuju VAcSiu Sancu na prezitie v neustdle sa meniacom ekosystéme. Medzi
mnohobunkové Struktiry tvorené kvasinkami sa radia biofilmy a kolonie. Kvasinkové
biofilmy st ¢astym zdrojom problémov v zdravotnickych zariadeniach. Ako priklady mézu
byt uvedené biofilmy tvorené patogénnymi kvasinkami Candida albicans ¢i Cryptococcus
neoformans, ktoré byvajt ¢astymi zdrojmi pretrvavajucich infekcii, nakol’ko sa vyznacuju
vysokou rezistenciou voc¢i antimikrobialnym latkam. Kvasinkové bunky st v Koloniach
rovnako ako v biofilmoch zlozito usporiadané, komunikuji spolu a vzijomne sa
ovplyviiujli, ¢o z nich robi vyznamny model pre Stadium procesov prebiehajlicich vo
vys§ich mnohobunkovych organizmoch.

NaSe laboratorium sa zaobera S$tudiom fyzioloégie a molekularnej biologie
mnohobunkovych kvasinkovych spolocenstiev (koldnii a biofilmov), a v rdmci toho aj
vyskumom regulaénych a signdlnych mechanizmov zucastnujucich sa diferenciacie
mnohobunecnej komunity v priebehu vyvoja a starnutia. Medzi signidlne mechanizmy
sliZiace na medzibunkovii komunikiciu patri okrem inych aj signalizdcia plynnou
molekulou — amoniakom, vd’aka ktorej st bunky v koldonii schopné zosynchronizovat’ svoj
vyvoj a podl'a potreby diferencovat’ a menit’ metabolizmus. Procesov spojenych s vyvojom
a diferenciaciou kolonie sa zacastiiuje mnoho génov. V pripade delécie niektorého z nich
dochadza u buniek k problémom s adaptaciou na zmeny prostredia a s bunecnou
diferencidciou, a znizuje sa tym schopnost’ ich prezivania. Medzi gény potrebné pre
diferenciaciu buniek v kvasinkovych koloniach, zmenu ich metabolizmu a produkciu
signalnych molekul patri aj gén SOK2.

V tejto praci som sa snazila zistit’, aky dopad moze mat’ delécia génu SOK2 na bunky
kmena pri jeho spolo¢nom raste v kolonii s rodi€ovskym kmetiom, ktorého prechod do

adaptivneho metabolizmu nie je obmedzeny ziadnou deléciou.
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2 Ciele prace

1. Vypracovanie a optimalizacia metddy pre sledovanie kompeticie medzi jednotlivymi

bunkami behom vyvoja a diferenciacie gigantickej kolonie

2. Priprava fluorescen¢ne zna¢enych kmenov odvodenych od nového rodi¢ovského kmena

BY"™" a priprava dele¢ného kmenia sok2A

3. Sledovanie vyvoja gigantickych kolonii a kompeticie medzi bunkami v ich populacii
Vv kontrolnych koldniach tvorenych len variantami rodi¢ovského kmena a dele¢ného

mutanta sok2A
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3 Literarny prehl’ad

3.1 Mnohobunkové spoloCenstva
mikroorganizmov

Mnohé druhy mikroorganizmov eukaryotickych aj prokaryotickych sa pouzivaji
vo vyskumoch ako laboratérne modely. V laboratornych experimentoch byvaja kvasinky
a dalsie mikroorganizmy vacSinou kultivované vzdusné kultury v bohatych tekutych
médiach. V takychto podmienkach vsak ¢asto nedochadza k aktivacii génov, ktoré su
potrebné pre prezitie v prirodnych podmienkach, ktoré sa diametralne odliSuju od tych
laboratérnychv (Palkova, 2004).

V prirodzenych ekosystémoch st mikroorganizmy neustale vystavené meniacim sa
podmienkam. Bunky Zijice v tomto prostredi vykazuju pozoruhodnu flexibilitu expresie
génov, ktora je nevyhnutna pre prezitie v roznych podmienkach. Hlavnou tulohou
zapinania/vypinania funkcie r6znych génov v zavislosti od podmienok je adaptacia buniek
na dlhotrvajuce ¢i kratkotrvajice zmeny v prostredi. Regulécia sa vyskytuje ako na
transkripénej tak na post-transkripénej urovni. Signaly z prostredia si pomocou bunkovych
signalnych drah prevedené do Specifickych intraceluldrnych a extracelularnych odpovedi.
Medzi ne patri napriklad produkcia extracelularnych enzymov, zmena metabolizmu alebo
zmena rastovych funkcii (Lopez-Maury et al., 2008).

Z vysS§ie uvedenych dovodov davaju mikroorganizmy, vratane kvasiniek, prednost’
zdruzovaniu sa do mnohobunkovych utvarov, ktoré¢ im poskytuji mnozstvo vyhod pred
individudlnych rastom buniek. Bunky rastiice spolocne v mnohobunkovych Struktirach
disponuju vlastnostami absentujucimi u jednobunkovych organizmov. Medzi tieto
vlastnosti patri napriklad schopnost’ buniek dorozumievat’ sa medzi sebou, ako v ramci
populécie, tak aj medzi jednotlivymi populdciami pomocou signdlnych molekul. Vd’aka
tomu dokazu interagovat’ a synchronizovat’ svoj vyvoj. DalSou vlastnostou typickou pre
mnohobunkové populécie je vytvaranie Specializovanych buniek, ktoré funguju v prospech
celku (Cép et al., 2012; Vachova et al., 2013). Mnohobunkové populécie taktiez dokazu
vytvarat ochranné Struktury, ktoré dokazu ochranit’ populédciu a zvysit' tak jej Sancu na
prezitie. Medzi typické mnohobunkové Struktary sa zarad’uji povlaky, biofilmy a kolonie

(Palkova, 2004;Vachova et al., 2009).
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3.1.1 Biofilmy

Pojmom biofilm sa oznaCuje spoloCenstvo mikroorganizmov, ktoré je
charakteristické bunkami ireverzibilne prichytenymi k povrchu, alebo navzajom medzi
sebou (Donlan & Costerton, 2002). V porovnani s voI'ne sa vyskytujicimi bunkami biofilm
poskytuje organizmom vyhodu tym, ze udrzuje urity stupein homeostazy prostredia. lde
0 najCastejSic sa vyskytujucu formu mikroorganizmov v prirode. Biofilmy osidl'uju
povrchy a rozhrania réznych prostredi. Vyskytuju vo vodnom prostredi, na povrchoch pod,
umelych povrchoch, telach rastlin ale aj na roznych Castiach zivociSnych tiel.

Biofilm (priklad je visiet na Obr. 1) je tvoreny bunkami a nimi produkovanou
mimobunkovou hmotou nazyvanou extracelularny matrix, ktora je zlozend z vysoko
hydratovanych polysacharidov. Matrix vytvara ucinny systém na zachytenie a
koncentrovanie esencialnych mineralnych latok a zivin z okolia (Costerton et al., 1978).

Takto vytvorena vrstva biofilmu predstavuje i1 bariéru, ktora chrani bunky v biofilmu od

vplyvu okolia.

Obr. 1 Biofilm kvasinky Candida
albicans vytvoreny na medicinskom
polyméri (http://www.insight.mrc.ac.uk
[2012/10/16/breathing-new-life-into-

medical-devices/)

Vznik biofilmu prebieha vd’aka expresii génov, ktorych produkty st nevyhnutné
pre adhéziu buniek k povrchu, na ktorom biofilm vznika a pre formovanie samotného
biofilmu. Tieto gény st transkribované pocas skorej fazy prichytenia buniek k povrchom
(Donlan & Costerton, 2002). Biofilm nie je $truktirne homogénna monovrstva buniek
prichytenych k povrchu, ale naopak, architekttira biofilmu je heterogénna v priestore a ¢ase
a neustale sa meni kvoli procesom prebiehajlicim vo vnutornom aj vonkajSom prostredi
(Donlan, 2002). Formovanie biofilmu mozno rozdelit’ do troch faz: skorej, strednej a fazy

maturacie. U kvasiniek sa v skorej faze bunky vyskytujii vo forme blastomér, ktoré
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adheruji k povrchu. Stredna faza vyvoja biofilmu je charakterizovand tvorbou
nebunkového materialu. V maturanej faze sa mnozstvo mimobunkového materidlu
zvysuje, az kym nepokryje vSetky bunky. Vysledkom je komplexna trojdimenziondlna
Struktura (Stoodley et al., 2002).

Tvorba biofilmu je pod kontrolou chemickych signalov - molekul, ktoré vyvolavaja
tzv. quorum sensing, t.j. zvlastny sposob regulacie génovej expresie, ktory bol popisany
u baktérii (Fuqua et al., 1994). Tieto regulacné molekuly indukuja vytvaranie atvarov ako
st mikrokolonie a vodné kanaly. Vodné kanaly pripominaji primitivny cirkula¢ny Systém
umoznujuci efektivhu vymenu zivin, metabolitov a odstrafiovanie Skodlivych latok
(Costerton et al., 2003).

Ci uz hovorime o biofilmoch tvorenych bunkami jedného druhu mikroorganizmov,
alebo o0 viac druhovych komunitach, ich $truktira je univerzalna, az na niektoré malé
vynimky (Tolker-Nielsen & Molin, 2000). Biofilmy st vel'mi réznorodé, v prirodnych
ekosystémoch st vicsinou tvorené viac ako jednym druhom mikroorganizmov (Yang et
al., 2011). Zakladnou vnttornou strukturalnou jednotkou biofilmu st mikrokolonie buniek.
Vzdialenost’ buniek v ramci mikrokolonie, alebo medzi jednotlivymi mikrokoloniami
poskytuje idedlne podmienky pre vytvorenie nutricného gradientu, vymenu génov a
quorum sensing. Prostrednictvom redoxnych reakcii moze dochadzat’ medzi bunkami k
cirkulacii réznych zivin, akymi st napriklad dusik, sira a uhlik (Donlan, 2002).

Medzi organizmy rastuce vo forme biofilmu patria aj patogénne baktérie
a kvasinky. Ich typickou vlastnostou je vysoka rezistencia na pdsobenie antibiotik pri
liecbe, ¢o sa z hladiska klinickej mikrobiologie povazuje za dolezity faktor virulencie.
Biofilmy tak mdzu vytvorit’ zdroj pretrvavajucej infekcie organov a organovych ststav,
odolnej tiez vo¢i imunitnému systému hostitel'a. Znamym pripadom je patogénna kvasinka
Candida albicans, ktora vytvara povlaky na povrchoch implantovanych chirurgickych
nahrad a zariadeni. Vyskum objasniujici rezistenciu biofilmov je vSak vel'mi naro¢ny,
vzhl'adom k ich obtiaZnej kultivacii v laboratornych podmienkach (Donlan & Costerton,
2002).

3.1.2 Kvasinkové kolonie

Rovnako ako pri tvorbe biofilmu, aj u mikroorganizmov tvoriacich kolonie mézeme
pozorovat’ zna¢né rozdiely medzi bunkami zijicimi v ramci tohto spolocenstva a medzi
samostatne existujucimi bunkami. Zivot kvasiniek v koloniach poskytuje ich bunkam

moznost’ efektivneho rastu v nepriaznivych podmienkach, ktorym st v prirodnom prostredi
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neustdle vystavené (Palkova, 2004). Patri sem napriklad posobenie roznych chemickych
latok, zmeny teploty a nedostatok zivin. Bunky v kolonii su schopné diferenciacie na
Specializované typy buniek, ktoré maju konkrétnu tlohu v zavislosti na pozicii danych
buniek v ramci populacie. V koloniach je prezitie populacie dolezitejSie nez prezitie
individualnych buniek. Pri diferenciacii bunky menia svoje vlastnosti ako st metabolizmus
a fyziologia, a s schopné prezit’ po dlhu dobu bez toho aby sa delili, popripade len s vel'mi
nizkou frekvenciou delenia (Palkova, 2004, Palkova et al., 2014,Vachova et al.,2009).

Priklady kolonii tvorenych S. cerevisiae st uvedené na Obr. 2.

Obr. 2 Gigantické kolonie tvorené kvasinkou Saccharomyces cerevisiae.

a) laboratérny kmei b) prirodny kmei (Palkova, 2004)

3.1.2.1 Signalizacia v populaciach kvasiniek
Quorum sensing

Ako bolo vyssie uvedené mikroorganizmy dokdzu medzi sebou komunikovat’
pomocou signalnych molekal. Maju schopnost’ vysielat’ a prijimat’ signaly, ktoré maji
vplyv na ich spravanie na rézne dlhu vzdialenost’. Tieto signadly mozu koordinovat’ vyvoj
u jednotlivych mikroorganizmov ale rovnako aj u celych populécii. Jedna z metdd, ktorou
sa medzi sebou mikroorganizmy dorozumievaju je quorum sensing. Tymto pojmom sa
oznacuje sposob regulacie génovej expresie baktérii, ale aj kvasiniek. Tento typ regulacie
je Specificky tym, Ze nie je reakciou na meniace sa podmienky okolia, ale zaznamenava
stav populécie ako celku. Signdly umoZznuju mikroorganizmom odpovedat’ na rasticu
hustota buniek v ramci populacie. Quorum sensing umoziuje mikroorganizmom
monitorovat’ ich hustotu, a v dosledku toho viest’ k Specifickej odpovedi celej bakteridlnej
populécie. Ide 0 regulaciu, ktord dava baktériam a kvasinkdm moznost' chovat’ sa
koordinovane. Patria sem rozmanité fyziologické procesy ako je bioluminiscencia,

vytvaranie zhlukov, syntéza antibiotik a produkcia determinantov virulencie typickych pre
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patogénnne organizmy a formovanie biofilmov (Palkova, 2004; Stépanek, 2006). Ako
signalne molekuly pri quorum sensing sluzia obvykle r6zne nizkomolekularne latky ako je
napr. derivat mastnej kyseliny N(3-oxohexanoyl)-L-homoserinlakton u Vibrio fischeri
(Kaplan et al., 1985), alebo farnezol, ktory produkuje Candida albicans (Hornby et al.,
2001).

3.1.2.2 Signalizacia buniek v koléniach amoniakom

Inym typom komunikacie ktory bol preukdzany u mnohobunkovych kvasinkovych
kolonii je produkcia plynnej signalnej molekuly amoniaku, ktory je tiez istym typom
quorum sensing molekuly (Palkova et al., 1997; Palkova & Forstova, 2000). Tato signalna
molekula je Sirend vzduchom, je produkovana koldniami pribuznych aj nepribuznych
kvasiniek a je dolezita pre ich rozvoj a prezitie (Palkova, 2004). Sluzi ako regulator rastu
kvasinkovych kolonii posobiaci na dlhé vzdialenosti (Palkova et al. 2002).

V pripade Zze na jednom mieste rastie viac kolonii, amoniak za¢ne produkovat’ ta
zZ nich, ktora zaregistruje pokles zivin, ¢i ini zmenu v prostredi ako prva. Plynny amoniak
sa rychlo $iri nezavisle na r6éznych bariérach a ovplyviiuje susedné kolonie, ktoré ho
nasledne za¢nu produkovat’ tiez (Palkova & Forstova, 2000). Tento signal vyvola zmeny
metabolizmu, ktoré umoznuju efektivne vyuzitie zvySok zivin v prostredi vratane uz
vyprodukovanych odpadovych latok (Palkova et al.,, 2002). Preprogramovany
metabolizmus umozni Casti populdcie uniknat stresu, ktory je vyvolany znizenim
dostupnych Zivin v prostredi a pokracovat’ v normalnom vyvoji. U koldénii vzniknutych
z kmenov defektnych v produkcii amoniaku a v aktivacii ich adaptivneho metabolizmu
bola preukazana nizsia zivotaschopnost’ v neskorsich fazach vyvoja ich kolonii (Vachova
et al., 2004; Vachova & Palkova, 2005; Cap et al., 2009).

Coskoro po zadiatku rastu gigantickych kolonii zagina prva alkalicka faza, trvajiica
iba kratku dobu, 24 az 35 hodin, ¢o priblizne koreluje s exponencialnou rastovou fazou
buniek. Po skonéeni tejto fazy bunky vstupuju do prvej acidickej fazy (Obr. 3). Ta je
charakteristicka pomalym linearnym rastom buniek v kolénii a intenzivnym okysl'ovanim
prostredia. Druha alkalicka faza je charakteristicka produkciou prchavého amoniaku, ktory
ma signalnu funkciu a vplyva na zmeny metabolizmu a bunkovu diferenciaciu. V tomto
Stadiu vyvoja mnozstvo biomasy stale narasta linearne. Tuto fAzu mdézeme pozorovat od
8. az 10. dna vyvoja kolonie a trva priblizne do 17. az 20.dna (Vachova et al., 2009). Od
tychto dni je prirastok biomasy redukovany, avsak nie je uplne zastaveny. Tato skuto¢nost’

je sposobena tym, ze sa deli len mala Cast’ z celkovej populacie buniek a to prevazne bunky
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1

lokalizované na okrajoch. Tie maju K dispozicii potrebny priestor a ziviny V koncentracii
potrebnej pre ich rast a delenie. Poslednou fazou rastu pri ktorej dochadza k zmene pH, je
druha acidicka faza (Obr.3). Je charakteristicka postupnym znizovanim prirastku biomasy

kolonie a znizovanim pH okolia (Véachova et al., 2012).

(a)

Ammonia production
st alkali :

<:> Ist acidic phase 2nd alkali phase 2nd acidic phase

0

1.5 8-10 17-20 Days

Obr. 3 Signalizacia amoniakom kmena BY kvasinky S. cerevisiae (Vachova et al., 2012)

3.1.2.3 Prestavba metabolizmu

Z hladiska aktivacie a represie expresie niektorych génov pri prestavbe
vV metabolizme buniek, spdsobenych zmenami externého prostredia sa prechod z acidickej
do alkalickej fazy moze rozdelit’ na 6 faz.

Prvé dve fazy, v ktorych dochadza ku zmenam v génovej expresii sa radia do
acidickej fazy rastu. Dochadza tu k aktivacii génov, ktorych produkty sa zcastiiuju
rdznych biosyntetickych a degrada¢nych drdh aminokyselin. Jednym z tychto enzymov je
glycin dekarboxylaza, ktora sa podiel'a na uvol'iovani NHz z glycinu, a pravdepodobne
zastava ulohu pri iniciacii produkcie amoniaku. Medzi d’alSie gény exprimované v skorej
faze prechodu kolonie do alkalickej fazy patria gény kodujice transportéry siranu a zinku.
Na konci acidickej fazy dochadza tiez k aktivacii transportérov fosfatu, a deaktivacii génov
podielajiicich sa na mitochondridlnej oxidativnej fosforylacii a S nou spojenej tvorbe
energie. Tato deaktivécia pretrvava az do konca alkalickej fazy.

V druhych dvoch fazach sa zaina prejavovat alkalizacia prostredia. Tretia faza je
charakterizovana ako neutralna, a dochadza v nej k pociatku prechodu do alkalickej fazy
rastu kolonii. V Stvrtej faze vyvoja kolonie je indukovana produkcia génov kodujucich
membranové transportéry amoniaku. TieZz dochadza k poklesu expresie génov kodujicich
H* ATPazu plazmatickej membrany. Tym sa zabrani v extrudacii proténov a znizovaniu
extracelularneho pH. Dochadza tu tiez k poklesu expresie génov pre citratovy cyklus a tym

k zniZeniu mitochondrialnej aktivity (Palkova et al., 2002). Jediny gén citratového cyklu

17



exprimovany v tejto faze koduje mitochondridlny trasportér, zabezpecujici prenos
oxalacetatu z cytoplazmy do mitochondrii (Palmieri et al., 1999). Spolu s nim st silne
exprimované aj gény citratového cyklu kodujice citrat syntazu a 2-metyl isocitrat lyazu.
Pomocou tychto enzymov moze byt oxalacetat z cytoplazmy efektivne vyuzity pre syntézu
aminokyselin. V tejto fdze st exprimované tiez gény zabezpecujlice regeneraciu NADH
oxidaciou acetaldehydu na acetat. Exprimované su aj gény, produkty ktorych sa podielaju
na biogenéze peroxizomov, P-oxidacii mastnych kyselin a produkcii acetylCoA
V peroxizomoch, v transporte mastnych kyselin cez ich membranu.

Posledné dve fazy, piata a Siesta, su charakterizované ako neskorsia alkalicka faza.
V tejto faze dochadza k represii génov kodujucich niektoré enzymy zapojené do degradacie
aminokyselin, ako napriklad serin/treoninovej deaminazy. Tieto enzymy su zapojené do
produkcie amoniaku, ich represiou teda dochadza k opatovnému zvysSovaniu koncentracie
vnutrobunkovych zasob aminokyselin. V tejto faze tiez pokracuje intenzivna represia
génov zacinajuca uz v prvych dvoch fazach vyvoja. Patria sem gény kodujiice enzymy pre
elektronovy transport, ATP syntazu, fosfatové transportéry mitochondrialnej membrany,
vonkajSie mitochondridlne membranové poriny a enzymy pre import proteinov
mitochondrialneho matrix. V alkalickej faze su tiez aktivované gany ATO1 a ATO3 pre
membranové transportéry, niekol’ko génov pre metabolizmus mastnych kyselin a gény

zabezpecujuce biosyntézu peroxizomov (Palkova et al.,2002).

3.1.2.4 Ato transportéry

Do skupiny ATO génov patria tri gény ATO1, ATO2 a ATO3. Ich produkty, Ato
proteiny sa nachadzaju na plazmatickej membrane. Tieto proteiny patria do rodiny vysoko
konzervovanych Gprl/Fun34/YaaH proteinov, ktorych presna funkcia zatial’ nie je celkom
znama. Vysledky doposial’ ukonCenych $tadii naznacuji, ze Ato proteiny zohravaji
vyznamnl ulohu pri transporte signalnych molekil amoniaku. Nacasovanie produkcie
tychto proteinov totiz presne koreluje s iniciaciou uvolfiovania amoniaku, ktory
pravdepodobne indukuje ich expresiu (Strachotova et al., 2012).

Aj ked’ su tieto proteiny homologické, nedokdzu sa navzajom funkéne nahradit’.
Delécia kazdého z tychto troch génov totiz preukazala pokles produkcie tejto signalnej
molekuly v ramci kolonii (Palkova et al., 2002). Niektoré z Ato proteinov mozu spolu
formovat’ funkény komplex. Tieto komplexy vznikajii medzi proteinmi Atolp a Ato2p

v pripade ich spolo¢nej lokalizacie na membrane. Komplexy vznikajii aj navzajom medzi
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proteinmi Atolp-Atolp a Ato3p-Ato3p; su patrne schopné navzajom vytvarat
homodiméry a homooligoméry. Protein Ato2p, ktory je rovnomerne rozmiestneny
V membrane, homooligomérne komplexy nevytvara. Aj ked sa vSetky tri proteiny
nachadzaju v plazmatickej membrane, kazdy z nich je inak distribuovany. Toto zoskupenie
sa navzajom odlisuje v stabilite pri zmene pH. ViditeI'né komplexy proteinu Atolp sa
vyskytuju hlavne v alkalickej faze rastu, ¢ize od 7.dna. Pritomnost’ proteinu Atolp nie je
priamo zavislé na pritomnosti amoniaku, ale na hodnote pH prostredia, ktoré sa meni prave
pritomnostou NHs. Distribucia d’alSich dvoch transportérov Ato2p a Ato3p v membrane
nie je ovplyvnena hodnotou pH. Aj tieto dva transportéry su zodpovedné za udrziavanie
extracelularnej hladiny amoniaku na uréitej Grovni (Rigicova et al., 2007; Strachotova et

al., 2012).

3.1.2.5 Sok2 transkripény faktor

Ako uz bolo spomenuté, kvasinkové kolonie maju schopnost’ produkcie amoniaku
ako signalnej molekuly, vd’aka ktorému st bunky schopné prispdsobit’ svoj metabolizmus
meniacim sa podmienkam okolia. Jednym z faktorov, zodpovednych za efektivne
prepinanie génov adaptivneho metabolizmu je Sok2p. Bunky kvasinkovych kolonii
defektné v expresii génu pre tento transkripcny faktor nie stt schopné uvoliovat’ dostatocné
mnozstvo amoniaku. Tym sa u nich prejavuje neschopnost’ adaptacie a nasledného
prezivania v podmienkach hladovania. Mnozstvo amoniaku uvolfiované do prostredia
v 12. dni rastu koloénii je u kolonii s deléciou v SOK2 géne 0 polovicu mensie nez
u rodicovskych kolénii. Celkové mnoZstvo amoniaku uvolneného v koldniach s
deletovanym génom SOK2 je len 10% oproti mnozstvu produkovaného v kolonidch
produkujucich Sok2p (Vachova et al., 2004).

Sok2p faktor je klucovym regulatorom zapojenym do rozli€nych procesov
spojenych s rastom buniek a ich adaptaciou na zmeny okolia, vratane vystavenia buniek
nedostatku Zivin. Jeho spravna funkcia je nevyhnutnad uz pri zaciatocnom raste kolonii
a rovnako aj pre ich neskorsi vyvoj. Rovnako je nevyhnutny pre prepis asi 500 génov,
u ktorych v pripade odstranenia Sok2p dochadzalo k zmenam v expresii u jednotlivych
vyvojovych faz kolonie. Medzi gény, ktoré st ovplyviiované Sok2p transkripénym
regulatorom patria transportéry pre fosfat, sulfat, kyselinu karboxylovu (Palkova et al.,
2002). Znizena expresia sa v nepritomnosti Sok2p da pozorovat’ aj u vsetkych troch Ato
transportérov, dolezitych pre produkciu prchavého amoniaku (Vachova et al., 2004).

Sok2p dalej ovplyviiuje gény pre biosyntézu peroxizémov a B — oxidaciu mastnych
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kyselin, gény dolezité pre Krebsov a metylglyoxalovy cyklus. Prave prepinanie
z citratového do metylglyoxylového cyklu umoziiuje vyhodnejSie vyuzivanie Zzivin
a mobilizaciu bunkovych rezerv prostrednictvom [ - oxidacie mastnych kyselin
v peroxizomoch. Rovnako sa znizuje expresia génov kodujucich rézne dehydrogenazy
cytosolu a mitochondrii, ktoré sa zacastnuja v regeneracii NADH pocas tiniku buniek pred
oxidativnym stresom. Bez tohto transkripéného faktora teda bunky nie st schopné
efektivne sa prispdsobit’ hladovaniu na esencialne ziviny (Palkova et al., 2002; Palkova &
Viachova, 2003).

Sok2p je dalej negativnym regulatorom sporulacie. Posobi ako transkripény
represor multikopiovych supresorov mutacii v CAMP-dependentnej proteinkinazove;j
drahe. Tato draha je dolezita pre ovplyviiovanie pseudohyfalneho rastu. Sok2p indukuje
metabolické zmeny veduce k prepinaniu génov pre mitotické delenie a génov pre meidzu
a sporulaciu. Okrem toho posobi ako negativny regulator génov potrebnych pre pozitivnu

regulaciu pseudohyfalneho rastu (Ward & Garrett, 1994; Shenhar & Kassir, 2001) .

3.1.2.6 Horizontalna diferenciacia buniek v koloniach

Prechod z acidického do alkalického prostredia je sprevadzany, ako uz bolo
spomenuté rozsiahlymi metabolickymi zmenami v kvasinkovych koloniéch laboratornych
kmetniov. Bolo preukazané, ze populacia buniek v koldnii nie je homogénna, ale naopak,
bunky umiestnené v roznych lokalitach kolonie sa liSia svojimi vlastnost'ami (Vachova et
al., 2009; Cap et al., 2010). K tejto diverzifikacii nedochadza na samotnom pociatku vyvoja
kvasinkovej kolonie, ale aZ v neskorSej faze rastu pri prechode buniek do alkalickej fazy
rastu (Vachova et al., 2009).

Pri horizontalnej diferenciacii buniek rozliSujeme tie bunky, ktoré rasta v centralnej
Casti koldnie a bunky rastice na jej okrajoch. Deliace sa bunky s v tomto pripade z velkej
Casti lokalizované v okrajovych Castiach kolonie. Tieto mladé bunky sa vyznaéuju nizkou
hladinou ROS a tiez enzymov, zodpovednych za ochranu vodi stresu. St schopné aktivovat
gény adaptivneho metabolizmu, ¢o im umoziiuje dlhodobé prezivanie v ramci kolonie
(Vachova et al., 2009). Naopak, u buniek lokalizovanych v centralnych Castiach koldnie je
hladina ROS vysoka a spolu s nim aj hladina stresovych enzymov. Bunky v centralnych
castiach navySe vykazuju vysokl hladinu apoptickych znakov, ako napriklad poskodenie

chromatinu (Vachova & Palkova, 2005).
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S prechodom buniek do alkalickej faze rastu je produkcia amoniaku sustredena
prevazne v okrajovych castiach kolonie, menej v stredovych. Tomu odpoveda aj
lokalizacia Ato transportérov, ktoré sa nachddzaji vo vysSom pocte rovnako v okrajovych
Castiach. Medzi dalSie proteiny nachadzajice sa vo vysSich koncentracidch prave
v okrajovych bunkich sa zarad’uji proteiny peroxizémov a uhlikového metabolizmu
prebiehajucom v mitochondriach. K proteinom, ktoré maji naopak vyssiu koncentraciu
Vv centralnej Casti kolonie, patri napriklad aj H* ATP4za plazmatickej membrany. V druhej
acidickej faze dochadza k zvySeniu produkcie amoniakového transportéru Ato2p
v stredovych bunkach, avSak jeho koncentracia neprekracuje mnozstvo produkované

okrajovymi bunkami (Vachova et al., 2009).

3.1.2.7 Vertikalna diferenciacia buniek v koloniach

U buniek dochadza prechodom z prvej acidickej do alkalickej fazy aj k vertikalnej
diverzifikécii povodnych buniek na dve nové subpopulacie, vyznacujuce sa odliSnymi
fyziologickymi a morfologickymi vlastnostami a odlisnou lokalizaciou v ramci kolonie
(Cap et al., 2012).

Kvasinkové bunky lokalizované v hornych vrstvach kolonie sii oznacované ako
U bunky. Je pre nich charakteristickd zvySend odolnost’ voci stresovym podmienkam.
Vyznacuju sa tieZ dlhou Zivotnost'ou, nebola u nich zaznamenana produkcia ROS a st
schopné akumulécie zasobnych latok, akymi st glykogén a tukové kvapocky. Ich bunkové
steny st hrubé a rezistentné voci lytickému enzymu zymolyaze. Obsahuju niekol'’ko malych
vakuol a malé mnozstvo velkych mitochondrii bez mitochondrialnych krist. Napriek ich
rastu v casti koldnie nachédzajicej sa v oblasti obsahujucej kyslik maju U bunky nizku
respiraénu kapacitu a prevlada u nich skor fermentaény metabolizmus (Cép et al., 2012).

Druhou skupinou buniek st L bunky, nachadzajice sa v spodnej Casti kolonie pod
U bunkami. Tieto bunky st nachylnejsie Kk stresovym podmienkam oproti U bunkam,
produkuju ROS a ich zivotaschopnost’ sa ¢asom zmensuje. NizSia zivotaschopnost’ sa
u nich prejavuje aj napriek tomu, Ze sa nachddzaju na spodnej Casti kolonie, kde maju
bunky lepsi pristup k zZivindm. Tento jav je spdsobeny doposial’ nepopisanym signalnym
mechanizmom, ktory blokuje rast L buniek, zatial’ ¢o ¢ast’ U buniek sa pomaly deli.

L bunky maju tenkt bunkovi stenu a neakumuluju zasobné latky, okrem jednej
malej lipidovej kvapdcky. Na rozdiel od U buniek maja jednu velkt vakuolu a niekol’ko

menSich mitochondrii s dokonale vyvinutymi kristami, ¢o im umoziiuje naplno vyuzivat
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respiraény metabolizmus. Dal§im rozdielom medzi tymito dvoma typmi buniek je
schopnost’ autofagie, ktora je aktivna len u U buniek. Dalsie vyskumy poukazuji na
moznost’, ze L bunky poskytuju zdroj zivin prave pre d’alsi vyvoj U buniek.

Medzi tymito dvoma subpopulaciami su badatelné rozdiely aj v expresii génov.
Bunky lokalizované v hornych ¢astiach kolonie exprimuji iné gény nez bunky v spodnych
Castiach. Génova expresia je okrem toho u tychto dvoch typov buniek zavisla aj na fazy
vyvoja v ktorom sa koldnia prave nachadza.

U vrchnych U buniek bola preukdzana ucast’ proteinov plazmatickej membrany
(Ato3p), peroxizomov (Poxlp) a mitochondrii (Icl2p), pritomnost” ktorych absentovala
u spodnych buniek. V L bunkéch boli ndjdené proteiny cytosolu (Metl7p, Inolp)
a endoplazmatického retikula (Olelp), ktoré naopak neboli pritomné u U buniek (Cap et
al., 2012).

U hornych buniek dochédza prevazne k expresii génov zapojenych do translacie,
génov pre metabolické enzymy, gény pre transportéry Zivin a idnov. St u nich indukované
gény pre ribozomalne proteiny, glykolyzu, pentézofosfatovy cyklus, biosyntézu a transport
nukleotidov, biosyntézu a transport vitaminov a gény pre mitochondridlny a peroxizomalny
metabolizmus mastnych kyselin. Spodné bunky sa zas vyznacuji indukciou expresie génov
zapojenych v biogenéze a oxidativnej fosforylacii, génov kodujucich chaperony,
komponenty vakuol, ubikvitin-proteazomovy systém, proteiny bunkovej steny. Dalej sem
patria gény pre lipidovy metabolizmus, hexdzové transportéry, ¢i gény zacastiiujice sa
odpovede na limitaciu Zivinami (Cép et al., 2012). Na Obr. 4 je znazornena predstava

vymeny Zivin a odpadovych latok u vyvinutej kvasinkovej koldnie.

"{'6dpadné

produkty

L3
'—

Obr. 4 Prie¢ny rez koloniou kvasinky S. cerevisiae zobrazujuci usporiadanie subpopulacii U

a L buniek. (https://mwww.prirodovedci.cz/aktuality/kvasinky-novi-spojenci-v-boji-s-rakovinou)

22


https://www.prirodovedci.cz/aktuality/kvasinky-novi-spojenci-v-boji-s-rakovinou

3.1.2.8 Sporulacia

Okrem spominanych U a L buniek sa kvasinkové bunky dokdzu diferencovat
avytvarat’ aj treti typ — Spory. Sporuluju len diploidné kvasinky, ktoré st schopné aktivovat’
alternativny program pri ktorom dochadza k prepnutiu génov zodpovednych za bunkové
delenie. U buniek dochadza k meiotickému deleniu a naslednej tvorbe rezistentnych spor
schopnych prekonat’ aj vel'mi nepriaznivé rastové podmienky. Pri kvasinkach rasticich
V ramci kolonie maji chopnost’ tvorit’ spory len bunky na urcitych poziciach v kolonii.
Sporulujtice bunky a spory sa prevazne vyskytuji v hornej vrstve hladkej kolonie priblizne
v oblasti, kde sa u haploidnych kvasiniek nachadzju U bunky. Prva pozicia tychto buniek
je v dolnej Casti kolonie, druha sa nachadza na vonkajSej Casti kolonie (Lindegren &

Hamilton, 1944, citované podl'a Palkova et al. 2014; Piccirillo et al.,2012).

3.2 Kompeticia mikroorganizmov

Vo vicsine prirodnych prostredi sa nachadza rozmanité mnozstvo mikrobidlnych
druhov. V tychto komunitach kvasinky a ostatné mikroorganizmy stt’azia medzi sebou o
priestor a zdroje. Tento boj 0 prezitic a odovzdavanie génov d’alsim generaciam je ¢asto
tvrdy a nemilosrdny. Vedie vsak k prirodzenému vyberu, ktory poskytuje hnaciu silu pre
inovaciu a diverzifikaciu medzi konkurenénymi organizmami. Z toho vyplyva, ze druhy
lepsie prisposobené kompeticii o zdroje maju vyssiu pravdepodobnost’ d’alej predavat
svoje gény, a budi dominovat v populacii. ViacSina z nich disponuje mnohymi
mechanizmami, ktorymi dokézu poSkodzovat’ ostatné mikroorganizmy v populécii. Bolo
preukazané, ze interakcie v populdciach mikroorganizmov v rdmci jedného ¢i viacerych
druhov mo6zu hlboko ovplyvnit’ vysledok kompeticie v prirode (Hibbing et al., 2010).

Ako uz bolo spominané, mikroorganizmy sa v prirode nevyskytuji ako samostatné
jedince disponujiice obmedzenymi schopnostami pre vlastné prezitie. Naopak, ak su
vystavené drsnym podmienkam, ako je hladovanie, extrémne teplo ¢i nebezpetné
chemikalie, st mikroorganizmy schopné spolocne vyvijat’ sofistikované stratégie pre
prisposobenie Sa a prezitie. Jednym z aspektov tohto kooperativneho spravania je tvorba
komplexnych kolonii pre ucinni reakciu na podmienky prostredia. Pre koordinaciu
spoluprace jednotlivych buniek v rdmci takéhoto mnohobunkového spolocenstva boli
vyvinuté rdzne komunikacné metody vratane priamej fyzickej interakcie pomocou
membranovych polymérov, sekréciou extracelularnych materidlov, biochemickou

komunikaciou quorum sensing a signalizaciou pomocou chemickych latok. Tym moéze
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dochddzat” k zmene morfologie kolonii, koordinovanej expresii génov ¢i regulovanej
diferenciacii buniek pre lepsie rozdelenie uloh v ramci populacie (Be er et al., 2008).

Ustrednym bodom mikrobialnej kompeticie si nutriéné zdroje. Dostupnost,
individualny dopyt a miera spotreby zivin urcuje prevahu roznych taxénov organizmov. V
podmienkach  dostato¢nej koncentracie zivin moézu kompetujice mikroorganizmy
existovat’ stabilne vedla seba, zatial’ ¢o za inych podmienok mo6zu byt niektoré druhy
vytlacané z prostredia z dovodu akutneho obmedzenia zivin. Postupom c¢asu nastane
situdcia, kedy spotreba limitujucich zivin ovplyvni priebeh kompeticie (Hibbing et al.,
2010; Cornforth & Foster, 2013).

Vyznamnym faktorom, ktory ovplyviuje kompeticiu medzi organizmami su
mutacie, ktoré mozu pozitivne alebo negativne vplyvat na fitness jednotlivych druhov.
K ich tvorbe dochédza vplyvom zmien prostredia posobenim prirodnej selekcie. Mutacie
poskytuju zaklad pre populacnu diverzitu a adaptaciu. V ramci jednej populacie tak mézu
vznikat’ viaceré subpopulécie s novymi alelami, ktoré eliminuju iné alely v populacii. Tieto
novo vzniknuté vlastnosti moézu jednotlivym subpopulaciam poskytovat’” vyhody,
zabezpecujuce lepsi fitness organizmov, vplyvom ¢oho moze dochadzat’ k lepSiemu rastu
tejto subpopulacie a Gplnej alebo Ciastoénej eleminacii inych subpopulacii (Conrad et al.,

2011).

3.2.1 Rozdelenie kompeticie

Pod pojmom ekologicka kompeticia sa oznacuje proces, kedy jeden organizmus
znizuje schopnost’ prezivania alebo rozmnoZzovania in¢ho organizmu. Tento proces moze
byt rozdeleny na dva zakladné typy, a to vykoristovaciu a ovplyvilovaciu. Prva z nich je
nepriama a nastava vo chvili, ked’ jeden z organizmov spotrebovava ziviny toho druhého.
Je vyznamnym javom v komunitach mikroorganizmov, a to hlavne v pripadoch, ked’
dochadza k wvytvaraniu hustych populacii ako napriklad pri formovani biofilmov.
V takychto pripadoch bezne dochadza k obmedzeniu mnoZstva Zivin, ¢o ma za nasledok
vyrazné superenie medzi mikroorganizmami roznych, ale aj rovnakych druhov. Ak
dochadza pri tomto type kompeticie k siipereniu rovnakych mikroorganizmov nejedna sa
0 pravu evolu¢ni kompeticiu, ked'ze vSetky bunky maju v takomto pripade rovnakeé
evoluéné zaujmy. Druhym hlavnym typom je kompeticia pri ktorej sa mikroorganizmy
priamo ovplyviiuju. Spravidla nastdva medzi organizmami réznych genotypov, a dochadza
pri nej K priamemu poskodzovaniu jedného z organizmov. Deje sa to zvycajne produkciou

roznych druhov latok akymi st napriklad antibiotika alebo polyméry. Oba typy kompeticie
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st bezné v komunite baktérii ¢i kvasiniek a vyrazne ovplyviuju vysledok prirodzeného

vyberu (Cornforth & Foster, 2013).

3.2.2 Produkcia antibiotik ako druh stresove;j
odpovede

Mikroorganizmy maja vyvinuté rézne spésoby pre detekciu a odpoved na
ekologickt kompeticiu, ktoré sa nazyvaju stresové odpovede. Casto byvaji asociované
s uvolfiovanim toxinov zneskodiujucich iné organizmy. NajStudovanej$im mechanizmom
kompeticie mikroorganizmov je produkcia malych antimikrobialnych zloziek, ktoré mozu
sprostredkovat’ kompeticiu medzi r6znymi druhmi, medzi pribuznymi kmenimi jedného
druhu a tiez medzi geneticky rovnakymi jedincami v populacii. V poslednom spomenutom
pripade hovorime o tzv. baktériocinoch. St definovné ako uzkospektralne antibiotika,
toxické iba pre mikroorganizmy rovnakého druhu ako je producentsky kmen, alebo pre
blizko pribuzné druhy a st typické pre ,.kanibalistické* mikroorganizmy, ktoré zabijaja
bunky rovnakého kmena pre ziskanie zdrojov Zivin (Storz & Hengge, 2011; Cornforth &
Foster, 2013)

Produkcia antimikrobialnych latok je ovplyvnena prostredim, v ktorom sa bunka
prave nachadza. Pre efektivnu inhibiciu konkurujicich buniek musi byt antibiotikum
produkované v dostatocnom mnozstve, ¢o vyzaduje spolocné usilie celej populacie.
Produkcia antibiotika byva zvyCajne regulovana quorum sensing mechanizmom. Tieto
toxické latky st produkované ako odpoved na stres vyvolany inymi organizmami a len
zriedkavo ich bunky produkujti ako odpoved’ na stres spdsobeny fyzikalnymi faktormi, ako
st osmoticky tlak ¢i tepelny Sok (Cornforth & Foster, 2013).
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4 Materiadl a metody

4.1 Matenal

4.1.1 Pouzité mikroorganizmy:

Kmene boli uchovavané v 30% glycerole pri teplote — 80 °C.

Saccharomyces cerevisiae

kmen Genotyp referencia
BY4742 MATa, his341, leu2A0, lys2A40, ura340 Euroscarf
Ladislava Hatdkova
BY 47420 MATa, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0 Laboratérium bunkovey

bioldgie kvasinkovych
kolénii, PfF, UK

kmene odvodené

od BY4742

BY-Prer1-GFP

MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340, NAT1,
Prer1-GFP

Vachova et al.,
2013

Vratislav Stovicek,

BY- Preri- MATa, his341, leu2A0, lys2A40, ura340, Laboratbrium bunkovej
dsRED KanMX, Preri-dsRED biowogte kvasmiovyeh
MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340,
Sok2A Euroscarf
sok24,KanMX
MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340, Ri¢icova et al.,
BY-Atol-GFP

KanMX, Pter1-GFP

2007

sok2A- PreF1-
GFP

MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340, sok24,
KanMX, NAT1, Prer1-GFP

Dita Strachotova
Laboratérium bunkovej
biologie kvasinkovych

kolénii, PfF, UK

kmene odvodené

od BY4742™wW

BY-Preri-GFPM

MATa, his341, leu240, lys240, ura340, NAT1,
Prer1-GFP

Tato praca
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MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340, NATL,

BY-Prer1-GFPYs Této praca
Prer1-GFP
BY-PteF1- MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340,
_ Tato praca
dsRED"s KanMX, Prer1-dsRED
BY-Preri- MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340,
Téato praca
dsRED"s KanMX, Preri-dsRED
Sok2A-PteF1- MATa, his341, leu2A0, lys2A40, ura340, sok24,
. Tato praca
GFphis KanMX, NAT1, Prer1-GFP
sok2A-P1eF1- MATa, his341, leu2A0, lys240, ura340, sok24,
Téato praca

dsRED"s NAT1, KanMX, Preri-dsRED

Tab. 1 Kmene pouZité v tejto praci

4.1.2 Pouzité média

Pre média a roztoky bola pouzita deionizovana voda z pristroja od firmy Wartex

(Rowapur — kvalita destilovanej vody, Ultrapur — ultracista voda).
Pevné médium

GM

3% glycerol (Lach:Ner)
2% agar (Dr. KulichPharma)

sterilizovat’

1% kvasni¢ny autolyzat 8. 41 (Imuna)
Upravit pH na 5,0

sterilizovat’

Po sterilizacii zmieSat’ a pridat’ jednotlivé polozky
0,05% glukoza

10mM CacCl; (Lachema)

0,002% uracil

0,96% etanol
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GM s pridanim BKP
Ku GM médiu sa prida 0,01% BKP (Sigma) rozpustené v etanole.
YEPG

1% kvasni¢ny autolyzat (Chemos)
2% baktopepton (Biotech)

2% glukoza (Lach:Ner)

2% agar (Dr. KulichPharma)

YEPG s pridanymi antibiotikami

YEPG s Nourseothricinom — 100 pg/1 ml média
YEPG s G418 — 8 ul/1 ml média, zo zasobného roztoku (50mg/ml)

Antibiotikd st sterilizované filtraciou cez filtry Rotilabo (ROTH) a priddvaju sa po

vychladnuti média priblizne na 50 °C.
Tekuté médium

2xYPD

2% kvasni¢ny autolyzat
4% baktopepton
4% glukoza

4.1.3 Pufry aroztoky

Elektrodovy pufor

25mM Tris baza

192mM glycin (Serva)

upravit’ pH na 8,8
Pridat’ 0,1% SDS (17,3mM)
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TGM pufor

25 mM Tris baza
192 mM glycin
15% metanol (lach:ner)

MES pufor pH 6,0

10 mM MES (Sigma)

5 x Vzorkovy denaturacny pufor

0,131 M TRIS, pH 6,8

50% glycerol

0,05% Bromfenolova modra
10% SDS (Serva)

doliat’ do 10 ml destilovant vodu

5x TBE pufor

5,4 % TRIS baza (Sigma)
2,75 % kyselina borita (Sigma)
10mM EDTA, pH 8,0

Pouzivame 10x riedeny.

PBS pufor pH 7,4

10 mM PBS
0,9% NaCl

Farbiaci roztok

40% metanol
10% kyselina octova

0,1% Coomassie Blue R250
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Odfarbovaci roztok

40% metanol

10% kyselina octova

Separa¢ny pufor pH 8,8
1,5M TRIS

0,4% SDS

Zaostrovaci pufor pH 6,8

0,5M TRIS
0,4% SDS

4.1.4 Inhibitory protedz
PIC (Rocha)
1 tableta/1 ml destilovanej vody
AEBSF (Sigma)

24 mg/1 ml destilovanej vody

4.1.5 Gély
1% Agarozovy gel

Agar6za (TopBio) rozpustena v 0,5 X TBE

Polyakrylamidovy gél (uvedené mnozstva na 2 gély)

12% Separacny gél
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4 ml Akrylamid (30 %)

2,5 ml Separa¢ny pufor pH 8,8

3,5 ml deion. H20O

10 ul TEMED (tetramethyl-elthylen diamin)
25 ul Persiran (10%)(Roth)

4% Zaostrovaci gél

0,65 ml Akrylamid (30%)

1,25 ml Zaostrovaci pufor pH 6,8
3,05 ml deion. H2.0

3 ul TEMED (Sigma)

25 pl Persiran 10%

4.1.6 Antibiotika

G418 (InvivoGen)
Nourseothricin (WERNER BioAgens)

4.1.7 Material pre pracu S DNA
ssDNA: Salmon Sperm (Invitrogen)

Polymerazy: Combi PPP Master Mix (Top-Bio)

-Standardny mix s Taq polymerazou
Emerald MAX (TaKaRa)

-polymerazovy mix s ,,proof-reading* aktivitou
SaphireAmp Fast PCR (TaKaRa)

-mix s ultrarychlou polymerazou
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Primery (Sigma, IDT):

OVEROVACIE PRIMERY

nazov primeru sekvencia
LYS2-verif-R GCGGTGTTGCTTTGAATC
dsRED-link-F CATGGCACCGGCAGCAC
dsRED-link-R GTGCTGCCGGTGCCATG
eGFP-verif-R AGCATCACCTTCACCTTCAC
KAN-verif-F GGGTAAGGAAAAGACTCACG
KAN-verif-R CGTGAGTCTTTTCCTTACCC
NAT1-verif-F TCTTGACGACACGGCTTACC
NAT1-verif-R GTAAGCCGTGTCGTCAAGAG
TEFprom-verif-F CGATGACCTCCCATTGATAT
TEF-verif-F ACACCCAAGCACAGCATACT
HIS3-ext-over-F CTGCCAGGTATCGTTTGAAC
HIS3-ext-over-R GTTGCTAAAGAAGCTGCCAC
sok2-del-over-F CGTGTGTAAGCCTTCTAGTA
sok2-del-over-R CATGAGTCCACCTCATGCAT
sok2-over-int-F GCACAATGCCTAACTCTAAC
PRIMERY NA PRiPRAVU TRANSFORMACNYCH KAZIET
nazov primeru sekvencia

LYS2-del-F

CTATTTCACACTTCCTGGTTGATGGTCACTTGCTGCCT
GAAGGTGACACTATAGAACGC

LYS2-del-R

ACAATAAACCAAGATGAAGCTGCCATTAGCAGACTAA
CGCCATAGGCCACTAGTGGATCTG

pYM-N21::HIS3-F

AAGAATATACTAAAAAATGAGCAGGCAAGATAAACG
AAGGCAAAGATGCGTACGCTGCAGGTCGAC

pYM-N21::HIS3-R

ACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATC
GGTGTCACTATTTGTACAATTCATCCATACCATG

sok2-del-F

CAGTACAAAATCATCCTTATATAACCCTGGTAAGGTCC
TTTTGTC CAGCTGAAGCTTCGTACGC

sok2-del-R

GTTTTGATTAAAGTAACATAATTATCCAAGGAATTCAT

AGTTGTT GCATAGGCCACTAGTGGATCTG

Tab. 2 Primery pouzité pri priprave transformacnych kaziet a pri overovacich PCR
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Plazmidy

Pre pripravu transformac¢nych kaziet som ako templat pouzila plazmidy uvedené

V tabulke 3.

Nizov Genotyp Referencia
pYM-N21 NAT1, yEGFP Euroscarf
Otakar Hlavacek,
TEF-dsRED-tdimer2 KanMX, dsRED Laboratérium,bunkoyej
biologie, MBU, AV CR
puUG6 KanMX Euroscarf
Otakar Hlavacek,
pUG6-25 NAT1 Laborat()rium,bunkoyej
bioldgie, MBU, AV CR

Tab. 3 Plazmidy pouzité na pripravu transformacnych kaziet

TEF-DsRed_tdimer2 ] PYM-NZ1

€020 bp / 4972 bp

H .
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e 7 o006 020 Py TN

.gga E a,_,%wg " o Mogy "\
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pUG6-25
3772 bp

Obr. 5 Mapy pouzitych plazmidov: A TEF-dSRED_tdimer2; B pYM-N21; C pUG6; D pUG6-
25
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4.1.8 Pristroje

Centrifagy: Mikrocentrifiiga (Hettich)
Centrifuga (32R Hettich)
Centrifuga (TC6 Sorvall)
Elektroforéza: Zariadenie pre horizontalnu elektroforézu (BioRad)
Zariadenie pre vertikalnu elektroforézu (BioRad)
Fluorescen¢na lupa (Leica)
Fotoaparat (Nikon)
Kamera (JenoptikProgRes CT3)
Konfokalny mikroskop (Nikon Eclipse 801)
Miesadlo (RH Basic 2 IKA)
PCR cykler (Bioer)
pH meter (SevenMultiMettlerToledo)
Spektrometer (HeliosAlphaThermoScientific)
Termoblok (CHB-202 Bioer)
Termostat
Trepacka (GFL)
Trepacka (UnitronInforms)
Viéhy (Kern)
Vodny kupel’ (Thermomix)

Vortex (Genie 2 Scentificlndustries)

PocitaCove programy a internetove databazy

NIS — Elements AR 3.0

SnapGene

BioEdit

Pubmed medline - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Saccharomyces Genome Database (SGD) - http://www.yeastgenome.org/
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4.2 Metody

4.2.1 Sterilizacia

PouZivané roztoky, mikroskiimavky, $picky na pipety, Sparadla, zamaty a chemické
sklo boli sterilizované autoklavovanim 20 minut pri tlaku 120 kPa a teplote 120 °C. Drobné

predmety boli sterilizované nad plameniom.

4.2.2 Giganticke kolonie

Gigantickeé kolonie boli zaockované zo suspenzie buniek konkrétneho kmena, resp.
z buniek dvoch kmetiov v pomere 1:1 (12mg buniek/1ml sterilnej deionizovanej vody). Na
sledovanie vyvoja a morfologie gigantickych koldnii sa pouzili misky s GM —BKP médiom
so Siestimi 1ul kvapkami suspenzie vo vzdialenosti 1,5 cm, ktoré sa inkubovali na 28°C
(Obr.6). Produkciu amoniaku bolo mozné sledovat’ ako zmenu zafarbenia média v okoli

kolonii, vd’aka farebnému pH indikatoru BKP (Obr.7).

Obr. 6 Gigantické kolénie na GM-BKP 24h od zaockovania.

Vyvoj gigantickych kolonii a signalizdcia amoniakom boli dokumentované vo

vybranych diloch inkubdacie kamerou ProgRes CT3.
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Obr. 7 Signalizacia amoniakom gigantickych kolénii na GM-BKP 15. dei
inkubacie pri 28 °C.

4.2.3 Vysevy a selekcia buniek

Vysevy boli robené s pouZzitim dvoch kmenov, pricom jeden alebo obidva mali gén
pre fluorescenény protein a rezistenciu proti antibiotiku. Pripravila som si suspenziu 12
mg/ml z kazdého kmeiia a zmieSala v pomere 1:1. Nasledne som spravila riedenie 10
naniesla a rozotrela 100 pl. Misky sa inkubovali v termostate pri 28 °C priblizne 4 dni. Po
naraste kolonii boli bunky selektované metédou razitkovania. Miska s narastenymi
koléniami bola odtlatena na razitko so zamatom a nasledne kolonie na zamate boli
pretlacené na misky s GM, YEPG bez a s pridanym antibiotikom. Na miske s antibiotikom

narastli len kolonie kmena obsahujiceho gén pre rezistenciu.

4.2.4 Stanovenie poCtu kolonii na miske

Misky s koloniami som fotila kamerou ProgRes CT3 a v uloZzenom obrazku nasledne

spocitala pocet kolonii pomocou programu NIS —Elements (Obr. 8).

Obr. 8 Narast kolonii na miske s YEPG médiom, kolonie boli spo¢itané pomocou

pocita¢ového programu NIS — Elements.
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4.2.5 Pozorovanie a fotografovanie
mikroskopickych preparatov

Pre tento ucel bol pouzity konfokalny mikroskop Nikon Eclipse 801 a objektivy so
zvacsenim 100x, 20x, a 10x. Pre sledovanie svetelnej emisie boli pouzité fluorescenéné

filtry pre GFP a RED.

4.2.6 Priprava lyzatov buniek a stanovenie
bielkovin

Pri priprave lyzatov aj stanoveni mnozstva bielkovin boli vzorky cely cas
uchovavané na lade.. Vzorky pozostavali z Cerstvo zozbieranej biomasy a z buniek
uloZenych na -80 °C. K bunkdam v mikroskiimavkéch sa podl’a hmotnosti mokrej vahy
pridal pufor MES pH 6,0 s inhibitormi proteaz PIC a AEBSF (150 pul pufru/50mg mokre;j
vahy). K rozsuspendovanym bunkam sa pridali balotiny v mnozstve 2 mm pod okraj
hladiny vzorky. K priprave lyzatov z buniek sa pouzil desintegrator FastPrep : 4x po 20s,
medzi kazdym cyklom boli vzorky 2min chladené na I'ade. Nésledne prebehla dvojkrokova

sedimentacia.
1. stupeni t=3 min., T =4 °C, RCF =1000g
2. stupeni t =5 min., T =4 °C, RCF = 3000g

Po prvej centrifugacii bol supernatant odobraty do novej mikroskimavky a balotiny
premyté pufrom. K tomuto supernatantu bol potom pridany aj supernatant z druhej
centrifugacie.

Mnozstvo proteinov v lyzatoch sa nasledne stanovilo pouzitim Bradfordovho
¢inidla (BioRad). Bradfordove ¢inidlo bolo pridané k riedenému lyzatu v pomere 1:5. Po

10 minatovej inkubdcii pri laboratdrnej teplote bola zmerana OD pri Asgs .
Koncentracia bielkovin sa vypocitala podla vzorca (odvodeny od Bradford, 1976):
Avzorku X 16,7 = mg bielkovin/ml

16,7: koeficient pouzivany pri stanoveni bielkovin z 50 ul 50 x riedenej vzorky.
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4.2.7 SDS PAGE Elektroforéza

Na SDS PAGE elektroforézu sa pouzival 12% polyakrylamidovy gél. Vzorky
proteinov S denatura¢nym pufrom boli denaturované 2,5 mintty na 95°C. Nanaska na gél
bola 5 pg proteinov. Velkosti proteinov boli od¢itané na zaklade proteinového Standardu

(BioRad). Parametre elektroforézy boli U =200 V, | = 0,06 A, t =65 min.

4.2.8 Western blot

Na blotovanie sa pouzivala PVDF membrana, ktora sa pred samotnym prenosom
aktivovala v metanole a premyla deionizovanou vodou a 5min TGM pufrom .

Blotovanie prebiehalo za staleho chladenia pri parametroch U=120 V,1=0,2 A,
t =1 hod. 20 min.

Po ukonéeni blotovania sa membrana premyla v PBS pufre 3x Sminut, nasledne vo

farbiacom a v odfarbovacom roztoku.

4.2.9 Imunodekcia GFP

Membrana bola inkubovana v 1% kaseine (Sigma) v PBS pufri s 0,05% Tween 20.

Nasledne bola inkubovana 1 hodinu v roztoku 1% kaseinu s protilatkou proti GFP
konjugovanou s chrenovou peroxidazou (GFP 9996 HRP - riedenie 1:1000) a potom 5x
2min premyta v PBS pufre. Na mokrii membranu boli na 10 minut nanesené roztoky ECL
v pomere 1:1. Signal bol detegovany na filmoch (MediealX-Ray film 100 NIF, Fomei)

pomocou vyvojky a ustalovaca (Foma) po ré6znych ¢asoch exponovania.

4.2.10 Transformacia
Priprava transformac¢nej PCR kazety

PCR kazety na transforméciu boli pripravené¢ nasledovne:
1ul riedeného plazmidu (~5-10ng/pl)
0,5 pul primer forward (20 pmol/pl)
0,5 pl primer reverse (20 pmol/pl)
10,5 ul PCR H20
12,5 pl Emerald Max polymeraza

38



Pre amplifikaciu transformacnej kazety som pouzila nasledovny PCR teplotny
program: 1.98°C—-15s
2.98°C-10s
3.60°C—-30s
4. 72 °C — 1 min/kb
Kroky 2 — 4 opakovat’ 30X
5.72°C -5 min
6.4°C-oo

Transformacia S. cerevisiae (Gietz & Woods, 2002)

Do 5 ml tekutého 2x YPD média sa inokulovali bunky vychodzieho kmena, ktoré
rastli 24 h na YEPG a nésledne sa inkubovali cez noc na trepacke pri teplote 30 °C a RPM
200. Na druhy den bolo z no¢nej kultury zackované do 15ml tekutého 2x YPD na
koncentraciu 5x10° buniek/ml. Bunky boli d’alej inkubované na trepacke po dobu 4 hodin,
o odpoveda priblizne 2 generaénym dobam. Po dosiahnuti koncentracie 2x107 buniek/ml
sa bunky centrifugovali 5 minat na 3000 g (Centrifaga TC6 Sorvall). Po premyti sterilnou
vodou sa bunky rozsuspendovali v 80 pl sterilnej H20. Nasledne sa k 100 ul buniek pridalo
25 ul PCR kazety, 50 pl ssDNA (pred pouzitim denaturovana 5 minat na 95°C a schladena
na l'ade) a 276 ul transformacnej zmesi (240 pl 1 M octanu lithného, 36 ul 50% PEG3500).
Po 40 minutach inkubacie na 42 °C sa zmes centrifugovala 1 min na 14 000 RPM. Po odsati
supernatantu sa pridal 1ml 2xYPD a zmes bola inkubovana 4 az 5 hodin pri 30 °C a 200
RPM. Nasledne sa vzorky centrifugovali 1min na 14000 RPM a resuspendovali v 200 pl
sterilnej H2O. Transformanty boli selektované na médiu s pridavkom konkrétneho

antibiotika v termostate pri 30 °C 3 az 5 dni.

Izolacia DNA

Vybrané transformanty boli prenesené na Cerstvi misku s antibiotikom
a inkubované cez noc na 28 °C. Nasledne boli bunky rozsuspendované v 20 pl 0,25% SDS,
3 minaty denaturované na 95 °C, a 2 minuty vortexované. Potom sa pridalo 20 pl H20
a centrifugovalo 1 minutu pri 14 000 RPM. Supernatant bol pouzity ako templat pre

overovaciu PCR.
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Overenie transformacie pomocou PCR a horizontélnej elektroforézy

Transformanty boli overované pomocou PCR:

1 ul supernatantu

0,5 ul primer forward (20 pmol/pl)

0,5 ul primer reverse (20 pmol/pl)

10,5 ul PCR H20

12,5 ul PPP Master Mix alebo SaphireAmp Fast PCR polymerazy

Pre overenie som pouzila nasledovné tepelné programy:

pre PPP Master Mix: 1. 95 °C —1 min
2.94°C—-1min
3.55°C-30s
4,72 °C —30s
Kroky 2 — 4 opakovat’ 30x
5.72°C—-2min
6.4°C -

pre SaphireAmp Fast PCR: 1. 94 °C — 1 min
2.98°C-5s
3.55°C-5s
4.72°C—10s/kb
Kroky 2 — 4 opakovat 30x
5.4°C-ow

Vysledky amplifikacie boli vizualizované po elektroforéze v 1% agar6zovom géli
pomocou UV transiluminatora. Parametre horizontalnej elektroforézy boli: t =30 min U =

95 V. Velkosti tsekov DNA boli od¢itané pomocou DNA Standardu (Invitrogen).
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5 Vysledky
5.1 Vyvoj zmiesanych gigantickych kolonii —
1. Cast’ - Kompeticia 2 vybranych
kmenov

Ciel'om mojej diplomovej prace bolo zistit, ako sa vyvija gigantickd kolonia
vznikajuca z jednej kvapky suspenzie zmesi buniek dvoch r6znych kmenov. Skumala som,
¢i v ramci tejto kolonie dochadza ku kompeticii medzi bunkami jednotlivych kmenov a ako
tato kompeticia ovplyviiuje vyvoj kolénie vratane situacie, ked’ je tato koldnia vytvorena
zo zmesi rodicovského kmena a vybraného dele¢ného mutanta. Vzhl'adom na to, Ze ziskané
vysledky by mali byt' zdkladom pre Studium vyvoja Struktary zmieSanych gigantickych
kolonii pomocou konfokalnej mikroskopie, bolo potrebné aby vzdy jeden z dvojice
kmenov tvoriacich koloniu bol oznaceny fluorescenénym proteinom.

Dalsou podmienkou je, Ze tento protein by mali bunky obsahovat' v priblizne
kon§tantnom mnoZzstve bez ohl'adu na polohu v gigantickej kolonii a jej vyvojovu fazu.
Pre toto Studium som zvolila kment BY-Pter1-GFP, pripraveny v Laboratoriu biologie
kvasinkovych kolonii, ktory by mal spiiiat’ moje poziadavky. Expresia GFP je v tomto
kmeni pod kontrolou silného konstitutivneho promoétora TEF. Vdaka tomu obsahuje
cytosol buniek dostatocné mnoZstvo proteinu GFP, ktory zaistuje konStantnu intenzitu

fluorescencie, aby bunky mohli byt’ pozorované konfokalnym mikroskopom.

5.1.1 Spo6sob detekcie podielu jednotlivych
kmenov v zmieSanej kolonii

Ako prvé bolo treba zistit’ podmienky, ako detegovat’ a odlisit’ bunky oboch kmeniov
tvoriacich giganticku koloniu. K tomuto Uc¢elu som pouZila zmes buniek pozostavajiicu
z vychodzieho rodicovského kmena BY a jeho fluorescen¢ne znaceného variantu BY-
Prer1-GFP. K odliseniu oboch typov buniek som vyuzila to, Ze kmen BY-Pter1-GFP je
vd’aka pritomnosti génu NAT1 rezistentny k nourseothricinu, zatial’ ¢o BY tito rezistenciu
nema. Prvym testovanym bolo médium GM, teda komplexné glycerolové médium podobné
médiu, na ktorom budu rast’ gigantické kolonie, neobsahovalo vSak BKP. Druhé bolo

komplexné médium YEPG s glukézou, ako zdrojom uhlika. Pre test som pouzila suspenznu

41



zmes oboch kmefiov pouzivanu pre inokuldciu gigantickych kolonii. Pre rozliSenie buniek
jednotlivych kmenov som zvolila metodu razitkovania na selek¢né médium s antibiotikom
nourseothricin. Tymto postupom je mozné ur¢it’ podiel buniek jednotlivych kmenov

Vv biomase, avsak len tych, ktoré st schopné vytvorit’ koloniu.

Postup

Pre test som pripravila suspenziu z buniek oboch kmenov z kultar rastacich cez
noc na YEPG médiu. Oba kmene v boli v tejto suspenzii obsiahnuté v pomere 1:1 mokrej
hmotnosti biomasy, bola to teda rovnakd zmes aki som pouzivala pri zaockovani
gigantickych kolonii na GM-BKP. Suspenziu som d’alej vhodne nariedila a vysiala na
misky s pevnymi agarovymi médiami GM a YEPG. Po naraste bunick som misky
razitkovala na médium rovnakého druhu, ale s pridanym selekénym markerom, v tomto
pripade nourseothricinom. Pre kontrolu u¢innosti som bunky razitkovala aj na rovnaké
misky bez selekéného nourseothricinu. Cielom bolo zistit, ¢i kolonie ktoré nenarastli
patrili do kmena citlivého na antibiotikum, alebo $lo o chybu pri razitkovani. V druhom
pripade by dand kolonia nevyrastla ani na kontrolnej miske. Z pdvodnej neriedenej
suspenzie som si na médium GM s pridanym BKP zaockovala Sest’ kvapiek, z ktorych
vyrastli gigantické kolonie. Tie som pouzivala ako zdroj biomasy v d’al$ich diloch pokusu.

Vysevy som robila v diioch 0, 4, 7 a 15.
Vysledky

Pri vysevoch sa podla predpokladu ukazalo, Ze kolonie, ktoré rastli po vyseve
zmieSanej suspenzie na YEPG médiu mali dvojnasobnu vel'kost” oproti koloniam rastiicich
na GM, ked’ze glukdza je pre S. cerevisiae lepsim zdrojom uhliku nez glycerol (Obr. 10).
Po razitkovani na selekéné médium som zistila, ze na GM s pridanym antibiotikom narastli
vSetky kolonie z povodného vysevu, a teda selekcia buniek na pritomnost’ antibiotika na
GM nefungovala (Obr. 11). Pri razitkovani na misky s YEPG sa tento problém
nevyskytoval, selekcia bola u¢inné. Pri vysevoch na GM médium som na zaklade tohto
vysledku v d’alSich pokusoch pouzila na zistenie podielu buniek rezistentného a citlivého
kmena razitkovanie na médium YEPG s antibiotikom, na ktorom selekcia dobre funguje.

Pri prvom vyseve robenom v dni 0 sa ukdzalo, Ze kolonie dvoch pouZitych kmenov
nerastli v presnom pomere 1:1, ¢o bolo pravdepodobne spdsobené rozdielnym obsahom

vody v biomase, pouzitej na pripravu vychodzej suspenzie.
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Obr. 11 Porovnanie selekcie na médiach YEPG a GM s nourseothricinom. (Al) Vysev na
YEPG. (B1) Vysev na GM. (A2) Razitko z vysevu na miske YEPG s nourseothricinom, zelena
Sipka oznacuje koloniu buniek rezistentnych vo¢i nourseothricinu. (B2) Razitko z vysevu na miske

GM s nourseothricinom.
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5.1.2 Vyvoj gigantickych kolonii a kompeticia
buniek v zmieSanych koloniach BY a sok2A

V tejto Casti prace som sledovala vyvoj gigantickych kolonii tvorenych zmesou
rodi¢ovského kmena a kmena s deléciou génu SOK2, ktory koduje transkripény faktor
Sok2p s veI'mi pleiotropnym efektom (Vachova et al., 2004). Zistovala som, ¢i ma niektory
z kmenov vyhodu v priebehu vyvoja zmiesanej kolonie, teda ¢i dochadza ku kompeticii
oboch typov buniek. Bolo treba tiez zistit’, ¢i dochadza k vzajomnej kompeticii buniek
v kontrolnych zmieSanych koléniach rodicovského kmena, teda zmesi pdvodného
rodi¢ovského kmena a jeho variantu zna¢eného GFP, z ktorych ani jeden nepostrada ziadny
gen.

Pre testovanie som pouzila nasledovné dvojice kmenov:

kontrolna zmiesana kolonia:

neznaceny kmen - BY + znaceny kmeii - BY-P1er1-GFP
zmieSané kolonie:  BY + sok2A-P1er1-GFP
BY-P1er1-GFP + sok2A
Jeden z dvojice kmenov bol vzdy oznaceny GFP a obsahoval sticasne gén pre selekény
marker, v tomto pripade nourseothricin.

Podiel buniek jednotlivych kmenov pritomnych v gigantickej kolonii moze byt
skresleny tym, ze nie vSetky bunky ur¢itého kmena dokazu vytvorit’ koloniu po tom, ako
boli vynaté z Struktiry kolonie. Preto som pouzila pre porovnavanie podielu buniek v
zmieSanych gigantickych koloniach BY + BY-Pteri-GFP stanovenie mnozstva GFP
proteinu pritomného v bunkovych lyzatoch ziskanych z celej biomasy kolonii metédou
SDS-PAGE s naslednou imunodetekciou. MnoZstvo proteinu GFP, ktoré v zmieSanej
Kolénii produkuje iba ¢ast’ kolonie - bunky kmena BY-Pter1-GFP, som porovnavala s
rovnako starymi koloniami tvorenymi iba kmenom BY-Pter1-GFP. Pretoze bunky oboch
kmeniov mézu byt v zmieSanej kolonii rozlozené nerovnomerne, pouzila som z plne
vyvinutych a diferencovanych kolonii z 15. dia nielen vzorky pripravené z celej kolonie,

ale tiez vzorky paralelne odobrané zo strednej a okrajovej oblasti kolonie.

Postup

Gigantické kolonie (6 kolonii na misku) boli zaockované na GM-BKP po 1 ul
suspenzie buniek oboch kmenov z kultar rastucich cez noc na YEPG médiu v pomere 1:1

mokrej hmotnosti biomasy. Gigantické kolonie som kultivovala na paralelnych miskach pri
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28°C 4, 7 a 15 dni. Biomasu som odobrala z celych kolonii, pripravila suspenziu buniek
a vysiala na GM a YEPG. Po naraste kolonii som razitkovanim na YEPG
s nourseothricinom urcila celkovy pocet buniek a pomer buniek oboch kmenov. Podobne
som stanovila i pomer buniek vo vychodzej suspenzii, teda pomer v ¢ase to vyvoja kolonie.
Tymto postupom som urcila podiel buniek jednotlivych kmeniov v biomase, ale len tych,
ktoré boli schopné vytvorit’ koloniu.

Pri stanovovani mnoZstva GFP proteinu som pouzila biomasu z gigantickych
kolonii, ktort som zozbierala v dioch 4, 7 a 15 z celych kolonii a v 15. dni paralelne i
z biomasy odobranej zo strednej a okrajovej oblasti gigantickych kolonii. Biomasu som
tymto spésobom odobrala z kolonii BY + BY-Pter1-GFP, a z kolénii tvorenych len BY-
Pter1-GFP. Z biomasy som pripravila bunkovy lyzat a mnozstvo GFP proteinu detegovala

metddou Western blotu pomocou anti-GFP protilatky (Obr. 12).

C
GFP (29,6kDa)
—_—
25 kDa -4 -
St ¢ ¢c csoc ccso Stcccsoc ¢ cs o
47 15 47 15 de#t 47 15 4 7 15 den
BY-Prer-GFP  BY+BY-Prery-GFP BY-P1gr-GFP BY+BY-P1gr-GFP

Obr. 12 Produkcia GFP v kmeioch BY-Preri-GFP a BY + BY-Preri-GFP. (A) Film
exponovany 17 s. (B) Film exponovany 5 min. C — cela kolonia, O — okraj kolonie, S — stred kolonie.
Cisla ozna¢uju dni, v ktorych bola biomasa odobrana. (C) PVDF membrana s 5 ug nanaskou

proteinov. Pre porovnanie vel'kosti proteinov bol pouZity proteinovy standard (Bio-Rad) (St).

45



YEPG + Nourseothricin
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Obr. 13 Podiel buniek kmeniov BY a BY-Prgri-GFP. VTavo st vysevy zo suspenzie pripravenej
z biomasy gigantickych kolénii obsahujucich bunky oboch kmenov. Misky vpravo si razitka

zhotovené z tychto vysevov, na ktorych narastli len kolonie BY-Preri-GFP kmena.
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Vysledky

Priebeh vyvoja zmieSanych kolonii a ich morfoldgia su znazornené na Obr. 14. a 15.
Pocas vyvoja kontrolnej zmieSanej gigantickych kolonie BY + BY-Pter1-GFP sa vyrazne
nelisi celkové mnozstvo buniek Vv jednotke biomasy, meni sa vSak podiel zastupenia buniek
oboch kmenov (Obr. 13, Obr. 16). Vysledky ukazuji, ze bunky kmena BY lepSie prezivaju
v konkurencii s BY-P1er1-GFP, a v 15. dni vyvoja gigantickych kolonii predstavuja 94 %
z celkového poctu buniek (Obr. 16).

Kolénie tvorené BY + BY-Pter1-GFP by mali obsahovat’ poloviéné mnozstvo GFP
nez kolonie tvorené len BY-Pteri-GFP kmenom, pokial’ koldnie obsahuji rovnaké
mnozstvo buniek zna¢enych a neznaCenych GFP. ZmieSané kolonie obsahuju uz od 4. diia
menej nez polovicu proteinu GFP a toto mnozstvo d’alej postupne klesa. V 15. dni je GFP
Vv koldnii nerovnomerne rozdeleny — jeho koncentracia je vyssia v stredovej Casti kolonie,
v okrajovych Castiach je koncentracia nepatrna. Stredova Cast’ teda v 15. dni obsahuje
vyrazne menej nez polovicu buniek BY-Pter1-GFP, krajové ¢asti vSak takmer Ziadne (Obr.
12). Za hor$im prezivanim buniek GFP znaceného variantu BY teda nie je niz8ia schopnost’
buniek vytvorit’ koléniu na novom médiu.

Z pozorovania rastu kolonii tvorenych samostatne BY a BY-Preri-GFP sa tiez
ukézalo, ze kmen BY-Pter1-GFP neprechadza do alkalickej fdzy vyvoja kolonie, spojenej
s produkciou amoniaku tak, ako je tomu u rodi¢ovského kmena BY (Obr. 14B). Tato
skuto¢nost’ moze nasledne ovplyvnit’ aj vyvoj zmieSanych kolonii, v ktorych je v zmesi
pritomny tento kmen.

Pri dvojici kmenov BY + sok2A-Pteri-GFP bol prvy z nich v znaénej vyhode a
takmer uplne dominoval (Obr. 17). U kmenov BY-Pter1-GFP + sok2A som pozorovala
zna¢nl prevahu kmena BY-Pter1-GFP nad sok2A (Obr. 18). V oboch pripadoch vznikla
chyba pri kultivacii vysevov robenych v 4. dni rastu gigantickych kolonii. Napriek tomu sa
dali vyhodnotit’ vysledky pokusu, ked’ze v ostatnych meraniach ku chybe nedoslo.

Z vysledkov som mohla vyvodit’ zaver, ze bunky rodicovského kmena, znac¢ené¢ho
aj neznacen¢ho, maji kompeti¢ni vyhodu pri spolocnom raste s kmeiom obsahujucim

deléciu v SOK2 géne.

47



4. den 7. den 15. den

d49
-HLd-Ag +Ag

d49
Ad

volos
+ d49-HLd-Ag g -VI0S +Ag

d49-31d-A9

B

Obr. 14 Porovnanie vyvoja a signalizacie gigantickych kolénii tvorenych (A) dvojicou kmenov
BY + BY-Per1-GFP, BY + sok2A-Prer1-GFP a BY -Prer1-GFP + sok2A (B) samostatnymi kmenimi
BY a BY-Pter1-GFP vo vybranych dioch rastu.
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Obr. 15 Porovnanie morfolégie gigantickych kolonii tvorenych (A) dvojicou kmeniov BY + BY-
Prer1-GFP, BY + sok2A-1er1-GFP a BY-Preri-GFP + sok2A (B) samostatnymi kmefimi BY a BY -
Prer1-GFP vo vybranych dioch rastu.
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Obr. 16 Podiel buniek dvoch kmeiiov BY a BY-Prer1-GFP v gigantickych koloniach vo

vybranych ditioch rastu zmieSanej kolénie
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Obr. 17 Podiel buniek dvoch kmenov BY a sok2A-Pter1-GFP v gigantickych koloniach vo

vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 18 Podiel buniek dvoch kmefiov BY-Prer1-GFP a sok2A v gigantickych koloniach vo

vybranych dioch rastu kolonie.
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5.1.3 Vyber vhodn¢ho rodicovského kmena pre
Studium kompeticie s dele¢nymi kmenmi

Vzhl'adom na zistenie, ze ma kmen BY-Pter1-GFP pri spolo¢nom raste s kmefiom
BY nevyhodu, aj ked’ je od neho priamo odvodeny, otestovala som d’alSie kmene odvodené
od BY, ktoré rovnako produkujt fluorescen¢ny protein a mohli by spolu s BY sluazit’ ako
sucast’ kontrolnej zmieSanej kolonie.

Ciel'om tejto Casti prace bolo porovnat’ vyvoj zmieSanej kolonie, ktord obsahovala
rodi¢ovsky kmen BY a jeho znaceny variant BY-Atol-GFP. Gén ATO1 je exprimovany
len v urditej faze rastu (Ri¢icova et al., 2007), a teda GFP nie je konstitutivne produkovany
po celi dobu vyvoja ako pri kmeni BY-Pteri-GFP. Porovnavala som aj kompeticiu
rodi¢ovského kmena pri spoloénom raste S jeho zna¢enym variantom BY -Pter1-dSRED.
Tento kmen je znaceny fluorescenénym proteinom dsRED, ako marker sluzi rezistencia
proti kanamycinu. Poslednou dvojicou kmenov ktoré som porovnala boli BY-Pter1-GFP a
BY-Pter1-dSRED. Oba kmene obsahujii gény pre fluorescencny protein a kazdy z nich

odlisny selekény marker, gén pre rezistenciu k nourseothricinu alebo ku kanamycinu.

Postup

Postup je podobny ako u predchadzajiiceho pokusu. Pri skimani vyvoja zmiesanych
kolonii dvojice kmeniov BY + BY-Pter1-dsSRED a BY + BY-Atol-GFP a zastapeni buniek
jednotlivych kmenov som pouzila ako selekéné médium YEPG s geneticinom, U BY -Pter1-

GFP + BY-Pter1-dsRED som pouzila YEPG s nourseothricinom.
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Obr. 19 Podiel buniek dvoch kmeiiov BY a BY - Prer1-dSRED v gigantickych koloniach vo

vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 20 Podiel buniek dvoch kmefiov BY-Pter1-GFP a BY-Pter1-dsRED v gigantickych

koloniach vo vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 21 Podiel buniek dvoch kmenov BY a BY-Atol-GFP v gigantickych koléniach vo

vybranych dioch rastu kolonie.

Vysledky

V zmieSanych koloniach obsahujucich kmene BY a BY-Atol-GFP nema Ziadny
z nich vyraznu vyhodu (Obr. 21). V 4. dni vznikla chyba pri kultivacii vysevov robenych
V 4. dni rastu gigantickych kolonii. V 7. dni je vidiet prevahu kmena BY-Atol-GFP, v
tomto dni sa v8ak méze jednat’ o chybu v merani, pretoze narast buniek bol nizky (menej
nez 40 kolonii) (Obr. 21). V 15. dni je vSak vidiet, Zze podiel buniek oboch kmerfiov je
porovnatelny s vychodzim pomerom v dni 0. Z toho mozno usudit’, Ze bol podiel buniek
oboch kmenov v koldnii vyrovnany pocas celej doby vyvoja. V kolonii zlozenej z kmenov

BY + BY-Prteri-dSRED mal vyraznti prevahu kmen BY-Pteri-dsSRED (Obr. 19). Vo
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vysevoch robenych v 0. den kultivacie gigantickych kolonii nebol stanoveny podiel buniek
kmeniov BY a BY-Pter1-dSRED, takZe nebol znamy vychodzi pomer buniek v koldnii.
Kmen BY-Pteri-dSRED prevazoval tiez pri spolo¢nom raste s kmeiiom BY-Pter1-GFP
(Obr. 20). Vyvoj vsetkych zmieSanych kolonii, ich prechod do alkalickej fazy rastu (Obr.
22) a morfologia (Obr. 23) sa vyrazne nelisili.

Z uvedeného vyplyva, ze len kmen BY-Atol-GFP by mohol byt vhodny ako
znaceny variant do kontrolnej zmiesanej kolonie s kmeiom BY'. Jeho vyraznou nevyhodou
je, ze tento protein plazmatickej membrany produkuju len horné bunky kolonie az
v alkalickej faze vyvoja kolénie po siedmych dioch rastu (Ri¢icova et al., 2007). Nie je

teda vhodny pre §tadium vyvoja kolonii pomocou konfokalnej mikroskopie.
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Obr. 22 Porovnanie vyvoja a signalizacie gigantickych kolénii tvorenych (A) dvojicou kmetiov
BY + BY-AtOl-GFP, BY + BY- Pteri-dSRED a BY- Pteri-dsSRED + BY-Pteri-GFP. (B)
samostatnymi kmefimi BY, BY-Prer1-GFP a BY - Prer1-dSRED vo vybranych diioch rastu.
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Obr. 23 Porovnanie morfolégie gigantickych kolonii tvorenych (A) dvojicou kmenov BY + BY -
Atol-GFP, BY + BY-Preri-dSRED a BY-Preri-dSRED + BY-Prer-GFP. (B) samostatnymi
kmenmi BY, BY-Prer1-GFP a BY-P1eri-dSRED vo vybranych dioch rastu.

5.1.4 Porovnanie samostatného rastu kmenov BY,
BY -Pter1i-GFP a BY-Pteri-dsRED

Nakol’ko sa ukézalo, Ze medzi bunkami v gigantickej koldnii tvorenej rodicovskym
kmenom a jeho znacenym variantom dochadza pocas vyvoja kolonie k nerovnomernému
rastu kmenov a prevladaniu buniek len jedného z nich, polozila som si otazku ¢i bunky
tychto kmenov nemaju problém aj pri samostatnom raste a ¢i maju rovnaka schopnost’
vytvorit’ koloniu. Za tymto i€¢elom som porovnala pocty buniek tychto troch kmeniov po
vysevoch na YEPG vo vybrané dni. Pocet kolonii po vysevoch bol u vsetkych
porovnavanych kmenoch zhruba rovnaky, ¢o naznacuje ze ani jeden z kmenov nemal pri

samostatnom raste nevyhodu (Obr. 24).

Postup

Z gigantickych kolonii som v diloch 4, 7 a 15 odobrala biomasu, ktort som pouzila
pri vysevoch na YEPG. Vysev som urobila aj v dni 0 z pdvodnej suspenzie, ktora bola

vychodzim zdrojom buniek pri priprave gigantickych kolonii.
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Vysledky

Vsetky tri testované kmene mali porovnatel'ny rastovy profil (Obr. 24).

CFU

400

350

300 -

250 -~ &—BY

200 - == BY-PTEF1-GFP
150 == BY-PTEF1-dsRED

100

50

0 T T T 1 dni

Obr. 24 Rastovy profil jednotlivych kmeifiov vo vybrané dni rastu na YEPG bol merany ako
pocet buniek schopnych vytvorit’ koloniu

(tzv. CFU: colony forming unit).
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5.2 Vyvoj zmieSanych gigantickych kolonii —

2. Cast’

5.2.1 Priprava novych klonov kvasinkovych
kmenov znaCenych fluorescencnym
proteinom

Vysledky ukazali, Ze znafené varianty BY-Pteri-GFP a BY-Preri-dsSRED sa
chovali odlisne od rodi¢ovského kmena BY, z ktorého boli kedysi pripravené, a mali
vyraznu nevyhodu/vyhodu oproti BY. Bolo preto treba vytvorit’ nové klony tychto kmenov,
pretoze vlastnosti vzniknutych klonov mézu byt vyrazne ovplyvnené tym, Ze bunky
kultary BY pouzité pri klonovani nie si uplne homogénne. Ako vychodzi kmen som
pouzila novy homogénny kmenn BY"™", ziskany z kolonie vzniknutej z jednej bunky. Tento
kmeni bol pripraveny v Laboratoriu bunkovej biologie kvasinkovych kolénii a bol
uskladneny v konzerve pri — 80 °C. Cielovymi miestami pre transformaciu boli miesta po
deletovanych génoch LYS2 a HIS3.

Postup

Nové kmene boli pripravené integraciou transformacnej PCR kazety po
homologickej rekombinacii do chromozému kmena BY™". Transformaénu integracnu
kazetu pre pripravu kmefa BY-Prer1-GFP™ som pripravila pomocou PCR s plazmidom
PYM-N21 ako templatom. Tento plazmid obsahuje gén pre YEGFP pod kontrolou
konstitutivneho promotora TEF a gén NAT1, kodujuci rezistenciu voci nourseothricinu. Pre
pripravu boli pouzité primery LYS2-del-F a LYS2-del-R, vhodné pre integraciu kazety
s génmi priamo do chromozomu do miesta po géne LYS2 (Obr. 26) a primery HIS3pY M-
N-F a HIS3pYM-N-R pre integraciu do miesta po géne HIS3 (Obr. 25). Rovnaké primery
som pouzila aj pri priprave kazety pre kmefi BY-Prer1-dSRED"® a BY -Prer1-dsREDYS, ako
plazmid som zvolila TEF-DSRED-tdimer2 s génom pre dsSRED pod kontrolou TEF

promotora a s génom KanMX pre rezistenciu proti kanamycinu (Obr. 27, Obr. 28).
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TEF NAT1 ADH1 TEF

promotor terminator | promotor

X X

HIS 3 HIS 3

VEGFP

HIS3

promotor

Obr. 25 Schéma integracie transformacnej kazety obsahujucej gény NAT1 a yEGFP
do miesta po HIS3 géne.

TEF NAT1 ADHI1 TEF YEGFP

promotor terminator | promotor

LYS2

promotor

Obr. 26 Schéma integracie transformacnej kazety obsahujucej gény NAT1 a yEGFP
do miesta po LYS2 géne.

TEF KanMX TEF TEF dsRED ADH1

promotor terminator | promotor terminator

HIS3

promotor

HIS 3 HIS 3

Obr. 27 Schéma integracie transformacnej kazety obsahujucej gény KanMX a dsRED
do miesta po HIS3 géne.

TEF KanMX TEF TEF dsRED ADH1

promotor terminator | promotor terminator

LYS2

promotor

Obr. 28 Schéma integracie transformacnej kazety obsahujucej gény KanMX a dsRED
do miesta po LYS2 géne.
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Ziskané tranformanty som overovala na pritomnost’ spravneho vlozenia kazety pomocou
PCR. Pre overovanie kmefia BY-Prer1-GFPY som pouzila nasledovné dvojice primerov:
NAT1-verif-F + eGFP-verif-R — overenie A (overeniec vnutra kazety od génu
NAT1 po gén yEGFP) (Obr. 33B, 1-4)
TEF-verif-F + LYS2-verif-R — overenie B (overenie spravneho vlozenia kazety
od zvysku génu LYS2 promoétor génu YEGFP) (Obr. 33D, 1-3)

> —>
Overenie A Overenie B
LYS 2 TEr NAT1 ADHIL TEF VEGFP LYS2
promotor terminator promotor .
Overenie A Overenie B
—

Obr. 29 Schéma overovacich PCR pre kmeii BY-Prer-GFPYS,

Dvojice primerov pouZitych pri overovani BY -Preri-GFP"S:
NAT1-verif-F + eGFP-verif-R — overenie A (overenie vnutra kazety od génu
NAT1 po gén yEGFP) (Obr. 33B, 5-7)
TEFprom-verif-F + HIS3-ext-verif-R — overenie B (overenie spravneho vloZenia
kazety od promotora génu YEGFP po zvysok génu HIS3) (Obr. 33C, 5-8)
HIS3-ext-verif-F + NAT1-verif-R — overenie C (overenie spravneho vlozenia
kazety od zvysku génu HIS3 po gén NAT1) (Obr. 33C, 1-4)

Overenie C Overenie A Overenie B
HIS 3 pEs NAT1 .Hl e YEGFP HIS 3
promotor terminator promotor »
Overenie C Overenie A Overenie B
—_—

Obr. 30 Schéma overovacich PCR pre kmein BY-Prer-GFP™S,

Dvojice primerov pouzitych pri overovani BY-Preri-dsREDY:
KAN-verif-F + DSRED-link-R — overenie A (overenie vnutra kazety od génu
KanMX po gén dsRED) (Obr. 33A, 6-7)
DsRED-link-F + LY S2-verif-R — overenie B (overenie spravneho vlozenia kazety
od génu dSRED po zvysok génu LYS2) (Obr. 33A, 1-3)
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Overenie C Overenie A Overenie B

tys2 | TEF KanMX TEE Tk dsRED ABEE | erey
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Overenie C Overenie A Overenie B
<— —

Obr. 31 Schéma overovacich PCR pre kmen BY-Prer-dsSREDY

Dvojice primerov pouZitych pri overovani BY-Pteri-dsRED":
KAN-verif-F + DSRED-link-R — overenie A (overenie vnutra kazety od génu
KanMX po gén dsRED) (Obr. 33A, 4-5)
HIS3-ext-verif-F + KAN-verif-R — overenie C (overenie spravneho vlozenia
kazety od zvysku génu HIS3 po gén dsRED) (Obr. 33C, 9,11)
DsRED-link-F + HIS3-ext-verif-R — overenie B (overenie spravneho vloZenia
kazety od génu dSRED po zvySok génu HIS3) (Obr. 33C, 10,12)

> >

Overenie C Overenie A, Overenie B
R TEF g TEF TEF ADH1 =
HIS 3 promotor KanMX terminator promotor dsRED terminator HiS 3
Qverenie C Overenie A Overenie B
e €

Obr. 32 Schéma overovacich PCR pre kmei BY-Prer-dsSREDM

U Kklonov overenych PCR som kontrolovala produkciu jednotlivych
fluorescenénych proteinov pozorovanim buniek pomocou fluorescenéného mikroskopu

(Obr. 34, Obr. 35).
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BY-Prgp-dSREDY® | BY-Pypp;-dSRED | BY-Pogp,-dsREDY® BY-Pp,-GFPYs BY-Pg,-GFPhis

BY-P.5,-GFPhs BY-P 5 -dsREDb

25 3 v A DU ORE/BES

) g ‘)

| s

Obr. 33 Overenie spravneho vloZenia transformac¢nej kazety do kmena BY-Pteri-

dSREDIyS, BY-PTEFl-dSREDhiS, BY-PTEFl-GFPIyS a BY-PTEFl-GFPhiS.

Vysledky

Podarilo sa mi pripravit kmene BY-Pter1-GFP", BY-Preri-GFPY® a BY-Preri-
dsRED", BY-Preri-dsRED"S. Obr. 33 ukazuje vysledok overovacich PCR zobrazujucich,
Ze kazeta bola vlozena do spravneho miesta. U vSetkych ziskanych klonov vznikli produkty
0 spravnej velkosti. Spravne vloZenie kazety som overila aj pomocou sekvenacie. Bunky
vSetkych ziskanych klonov produkovali podla predpokladu do cytosolu patri¢ny

fluorescen¢ny protein, ako je vidiet’ na Obr. 34 a 35.
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Obr. 34 Fluorescencia proteinu dsRED v cytosole novych kmenov. (A,B) Bunky kmeina BY-
PTEFl-dSREDhiS. (C,D) Bunky kmena BY-PTEFl-dSREDIyS.

Obr. 35 Fluorescencia proteinu GFP v cytosole novych kmeiiov. (A,B) Bunky kmeria BY-
Prer1-GFP", (C,D) Bunky kmeiia BY-Preri-GFPYs,
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5.2.2 Overenie vlastnosti novych klonov
a porovnanie s rodi¢om BY"™

Aby som mohla z pripravenych klonov vybrat’ najvhodnejsi pre d’al$iu pracu so
zmieSanymi kultrami, porovnala som vyvoj ich gigantickych kolonii pri raste na GM-BKP

médiu s koloniami tvorenymi rodicovskym kmetiom BY"™".
Postup

Na pevné médium GM-BKP bolo standardne zaoCkovanych 6 gigantickych kolonii
vSetkych ziskanych klonov. Kolonie boli zaockované 1 ul suspenzie buniek jednotlivych
klonov, ktoré predtym rastli 24 hodin na YEPG. Bol pozorovany rast kolonii, nastup

alkalickej fazy ich vyvoja a ich morfologia.
Vysledky

Z Obr. 36 je vidiet, Ze kolonie porovnavanych kmefiov rasti a vstupuju do
alkalickej fazy porovnatelne s vychodzim kmetiom BY"™Y; a aj morfoldgia kolonii je
podobna. Pre nasledujuce pokusy som pouzivala kmene s transformacnou kazetou

vloZenou v his mieste.
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Obr. 36 Vyvoj
kolénii novo
pripravenych
kmenov BY-Preri-
GFPY, BY -Preri-
GFP"s, BY -Preri-
dsREDY a BY-
Preri-dsREDMS

V porovnani

s rodicovskym
neznacenym
kmenom BY™", na
miskach s médiom
GM-BKP pocas
15. dni rastu.



5.2.3 Vyvoj kontrolnych gigantickych kolonii
tvorenych zmesou buniek BY™" a novych
klonov BY-PTEFl-GFPhiS a BY-Preri-
dsRED"s

Po vytvoreni novych klonov bolo treba porovnat’ rast kolénii vznikajucich zo zmesi
novovytvorenych kmetiov BY-Preri-GFP™ alebo BY-Prer-dSRED™ s rodiovskym
kmeniom BY™" a zistit, ¢i sa v priebehu vyvoja meni pomer buniek oboch kmenov
tvoriacich zmieSanu koloniu. Okrem toho som testovala aj rast a vlastnosti zmieSanej
kolonie tvorenej oboma oznacenymi kmeiimi odvodenymi od rodicovského kmeia, teda
kmetimi BY-Preri-GFP"™ a BY-Preri-dsRED"S. V pripade vsetkych troch zmie$anych
koléonii som pozorovala rozmiestnenie buniek jednotlivych kmetiov pomocou

fluorescencnej lupy a konfokélneho mikroskopu.
Postup

Test rastu kmenov bol rovnaky ako v predchadzajucich pokusoch. Vychadzala som

z gigantickych kolonii, ktoré narastli z 1l kvapky suspenzie vytvorenej zmieSanim dvoch
kmeniov v pomere 1:1 ich mokrej hmotnosti. Suspenzie obsahovali nasledovné dvojice
kmefiov: BY"™" + BY-Prer-GFP"

BY"™" + BY-Preri-dsRED"S

BY-Prer1-GFP" + BY-Preri-dsREDM
V4., 7.a15. dni kultivacie som odobrant biomasu z tychto zmieSanych kolonii pouZila pri
vysevoch na YEPG, ktorymi som zistovala pomer buniek konkrétnych kmeniov v biomase
patri¢nych kolonii. Ako selekéné médium som pouzila YEPG s nourseothricinom, alebo
s geneticinom. Usporiadanie buniek oboch kmenov som pozorovala pod fluorescenénym
mikroskopom ihned’ po zaockovani gigantickej kolonie na misku s GM-BKP médiom.

DalSie pozorovanie som robila fluorescenc¢nou lupou v 15. dni vyvoja koldnie.
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odiel :
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Obr. 37 Podiel buniek dvoch novych kmeiiov BY™" a BY -Prer1-GFP™ v gigantickych

koloniach vo vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 38 Podiel buniek dvoch novych kmefiov BY™" a BY-Preri-dsRED"® v gigantickych

koléniach vo vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 39 Podiel buniek dvoch novych kmeiiov BY-Preri-GFP™ a BY-Preri-dSRED"S

v gigantickych koléniach vo vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 42 Usporiadanie buniek jednotlivych kmefov v gigantickych koléniach.

(A) Giganticka zmie$ana koldnia tvorena kmetimi BY™" a BY -Preri-dsRED™ v 2. (1) a 15. (2) dni.
(B) Giganticka zmie$ana kolonia tvorena kmetimi BY™ a BY -Prer-GFP™ v 2. (1) a 15. (2) dni.
(C) Gigantick4 zmiesana kolonia tvorend kmetimi BY-Prer-dSRED™ a BY-Prer-GFP™ v 2. (1)
a 15. (2) dni.




Vysledky

Z obr. 40 a 41 sa da pozorovat, ze novo pripravené kmene maji podobnu
morfologiu a prechod do alkalickej fazy rastu ako vychodzi rodicovsky kmen.

Vo vSetkych variantoch zmieSanych kolonii zostdva nastaveny vychodzi pomer
buniek oboch kmenov rovnaky vo vsetkych analyzovanych ¢asoch (Obr. 37, 38, 39). Je
viditeI'ny len nevyrazny narast v prospech buniek kmenia BY"™" u kolonii BY™" + BY-
Prer1-GFPMs (Obr. 37).

Rozmiestnenie buniek jednotlivych kmenov sa zda byt vo vSetkych troch typoch
zmie$anych kolonii rovnomerné (Obr. 42).

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze vedl'a rodicovského kmena BY ™" je mozné pre

Studium zmieSanych kolonii pouzit’ oba pripravené kmene.

5.2.4 Priprava novych klonov kvasinkovych
kmenov s deletovanym génom SOK2

PretoZe sa ukazalo, Ze predchadzajuce varianty kmena BY™" sa liSili od pdvodného
neznaceného kmena, aj ked” z neho boli odvodené, rozhodla som sa pre d’alSiu pracu
pripravit’ aj nové klony kmetiov s deléciou génu SOK2. Pévodné kmene S deléciou v tomto
géne boli ziskané zo zbierky Euroscarf, takZe sa mohli vyrazne 1i8it’ od novo pouZivaného
kmetia BY"™". Ako vychodzie kmene pre deléciu som pouzila BY-Preri-GFP" a BY -Preri-
dsRED"S, ktoré som vytvorila v predchadzajiicom pokuse, pretoZe sa ukazalo, Ze vnesenie
génov GFP alebo dsRED spolu s génmi pre rezistenciu nezmenili vlastnosti buniek tak, aby

tieto kmene znevyhodnili v porovnani s rodi¢ovskym kmetiom.
Postup

Ako templat pre pripravu transformacnej delecnej kazety som pouzila cast
plazmidu pUG6 s génom KanMX pre kmeti BY-Prer1-GFP™ (Obr. 43) a plazmid pUG6-
25 s génom NAT1 pre kmeii BY-Prer1-dsRED"S (Obr. 44). V oboch pripadoch boli pouzité
primery sok2-del-F a sok2-del-R.
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TEF R TEF

promotor terminator

SOK 2

Obr. 43 Schéma delécie génu SOK2 pomocou vloZenia transformacnej kazety obsahujtce;j

gén KanMX.
TEF NAT1 TEF
promotor . terminator
SOK 2

Obr. 44 Schéma delécie génu SOK2 pomocou vloZenia transformacnej kazety obsahujucej

gén NATI.

Spravnost’ vlozenia kazety do genému som overila pomocou PCR s nasledujucimi
dvojicami primerov:
sok2-del-over-F + KAN-verif-R — overenie A pre kmen sok2A-Preri-GFP"s
(overenie od zvysku génu SOK2 po gén KanMX) (Obr. 47A, 1-6)

~
>

Overenie A

SOK2 TEF KanMX TEER SOK2

promotor terminator

Overenie A

A

Obr. 45 Schéma overovacich PCR pre kmeii sok2A-Preri-GFPMs

NAT1-verif-F + sok2-del-over-R — overenie A pre kmef sok2A-Preri-dsRED™S
(overenie od génu NAT1 po zvySok génu SOK2) (Obr. 47A, 7-12)
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Overenie A

SOK2 TEF NAT1 LR SOK2
promotor terminator
E Overenie A

Obr. 46 Schéma overovacich PCR pre kmei sok2A-Preri- dsSREDS

Pre negativnu kontrolu som pouzila primery: sok2-over-int-F + sok2-del-over-R.
Prvy primer je z génu SOK2, ktory by mal byt’ deletovany. V pripade, Ze transformacia
bola tspesna,
produkt nevznikne. Spravnost’ negativnej kontroly som overila pomocou PCR vzorky, u
ktorej som vedela, ze produkt vznikne (Obr. 47B, 13). Tretim typom kontroly bola PCR

zmesi, ktora obsahovala len primery a polymerazu (Obr. 47B, 14) .

$Ok2A-Ppp,-GFPhis $0k2A-P1pp,-dsRED!s

St anRes ~ SRRl

$0k2 A-Prpp,-GFPhis $0k2A-Prpp,-dsRED

Zesh el C5Eabred ew 8 SRl 0112 13 14

Obr. 47 Overenie spravnej integracie PCR kazety do genomu.
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Vysledky

Podarilo sa mi pripravit pozadované kmene sok2A-Prer1-GFP™ a sok2A-Preri-
dsRED", Vysledky overenia delécie génu SOK2 u ziskanych klonov pomocou PCR st na

Obr. 47. Tieto kmene som pouzila v nasledujucich pokusoch.

5.2.5 Vyvoj zmieSanych kolonii tvorenych
zmesou buniek BY™ a novych klonov
kmenov s deléciou génu SOK2

Tak ako pri porovnavani rastu zmieSanych kolonii obsahujucich predchadzajici
kmeni sok2A, aj v tomto pripade som zistovala mieru kompeticie buniek medzi novymi
kmetimi s deléciou v géne SOK2 a rodi¢ovskym kmetiom BY™" pri spolo¢nom raste
v gigantickych koloniach. Sok2 dele¢né mutanty som porovnavala aj s ich rodi¢ovskymi
kmefimi BY-Prer1-GFP"™ a BY-Preri-dsSRED"™.

Postup

Postup je rovnaky ako pri predoslych porovnavaniach rastu kmenov v zmieSanych
koldniach. Z vychodzej suspenzie S pomerom oboch kmetiov 1:1 som zaockovala zmieSané
kolonie na GM médium s BKP. Nasledne som z kolonii, ktoré vyrastli odobrala biomasu
v 4., 7. a 15. dni, z ktorej som robila vysevy na YEPG médium. Selekénym médiom pre
zistenie zastipenia buniek jednotlivych kmenov bolo YEPG s antibiotikami.

Gigantické kolonie som zaockovala zmesou nasledujucich dvojic kmenov:

BY"™" + sok2A-Prer1-GFP™

BY"™" + sok2A-Preri-dsREDMS

BY-Prer1-dSRED™ + sok2A-Prer1-dsRED"™

BY-Prer1-GFP" + sok2A-Preri-GFP"

Pri vysevoch som pouzila ako selekéné médium YEPG s nourseothricinom, u BY-Prer1-

GFP"S + s0k2A-Prer1-GFP™ som pouzila geneticin.
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Obr. 48 Podiel buniek dvoch novych kmeiiov BY™" a sok2A-Pteri-GFP"™ v gigantickych

koloniach vo vybranych diioch rastu kolonie.
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Obr. 49 Podiel buniek dvoch novych kmefiov BY™" a sok2A-Prer-dsSRED"™ v gigantickych

koldéniach vo vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 50 Podiel buniek dvoch novych kmefiov BY-Preri-GFP™™ a sok2A-Preri-GFPMs

v gigantickych koléniach vo vybranych diioch rastu kolénie.
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Obr. 51 Podiel buniek dvoch novych kmefiov BY-Preri-dsSRED™ a sok2A-Preri- dSRED

v gigantickych koloniach vo vybranych dioch rastu kolénie.
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Vysledky

Pri porovnani rastu zmieSanych kolonii pozostavajacich z deletantov a BY""
kmena na Obr. 48, 49, 50 a 51 sa ukdzalo nasledovné. Pri kombinacii BY™" + sok2 A-Ptgr1-
dsRED"S som po celi dobu kultivacie pozorovala vyrovnany rast oboch kmetiov. Podobne
vyrovnany podiel buniek som pozorovala aj pri kombinacii buniek BY"" + sok2A-Pter1-
GFP"s: v 15. dni v§ak v oboch pripadoch zagali prevladat’ bunky rodi¢ovského kmetia.
Pri kombinacii BY-Prter1-GFP™ + sok2A-Preri-GFP™ aj BY-Preri-dSRED™ + sok2A-
Prer1-dsRED" bola viditelna prevaha rodi¢ovského kmefa, v tomto pripade BY-Preri-
GFP"s a BY-Prer1-dsSRED™ pocdas celého vyvoja zmiesanej kolonie. Vietky zmieSané

kolonie mali porovnatel'ny priebeh vyvoja, signalizaciu (Obr. 52) a morfoldgiu (Obr. 53)
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Obr. 52  Porovnanie = amoniakovej Obr. 53 Porovnanie morfologie zmieSanych
signalizacie zmieSanych kolonii koloénii v konkrétnych dioch ich vyvoja

V konkrétnych diioch ich vyvoja
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6 Diskusia

Kvasinky vac¢sinou pozname zo Stadii mikrobidlnych kultar rastucich v tekutych
médiach ako jednobunkové organizmy. V prirode, pri raste na pevnych
povrchoch vytvaraja mnohobunkové spolo¢enstva pripevnené na pevné povrchy (Palkova,
2004; Stoodley et al., 2002), rysmi podobnymi mnohobunkovym organizmom. Bunky
Vv tychto spolocenstvach, teda aj v koldniach, diferencuju v zavislosti na svojom umiestneni
v kolénii do subpopulécii, ktoré synchronizuji svoj nasledujuci vyvoj a maji
charakteristické vlastnosti. To im poskytuje vyhodu pri raste v nepriaznivych prirodnych
podmienkach (Céap et al., 2012; Vachova et al., 2013). V prirodnych ekosystémoch sa
vyskytuje velké mnozstvo réznych druhov mikroorganizmov. V takychto podmienkach
jednotlivé druhy navzajom sutazia o ziviny a priestor. Tato kompeticia neprebicha len
medzi nepribuznymi organizmami, ale aj medzi bunkami populacie rovnakého druhu.
Vyhodu pri preziti maju tie bunky, ktoré¢ sa dokéazu lepSie prisposobit’ podmienkam,
napriklad zmenou metabolizmu (Hibbing et al., 2010).

V tejto praci bolo cielom pripravit’ vhodny systém, umoznujuici Studovat’ vyvoj
vnutornej Struktiry gigantickej kolonie az na turoveil jednotlivych buniek, pomocou
konfokalnej mikroskopie a zistit’, ako moze byt tento vyvoj ovplyvneny skutocnostou, zZe
giganticku koldniu vytvara okrem buniek normalneho rodi¢ovského kmena aj bunky
kmena defektného v géne dolezitom pre adaptivny metabolizmus. Pre odliSenie buniek
dvoch réznych kmenov vytvarajucich gigantickl koloniu sa vyuzilo zna¢enie jedného z
nich pomocou produkcie fluorescenéného proteinu (FP) vnesenim génu kodujuceho tento
protein, ¢o by malo umozZnit’ pozorovanie buniek pod konfokalnym mikroskopom (Sheff
& Thorn, 2004). Spolu s génom pre FP tento kmen obsahoval tiez gén zaist'ujuci rezistenciu
na antibiotikum , ¢o malo umoznit urcit’ podiel buniek oboch kmenov vysevom populacie
kolénii na misky so selekénym médiom s patricnym antibiotikom. Oba gény vnesené
priamo do gendmu sa nachadzali pod kontrolou promoétoru TEF, ktory zabezpecoval ich
vysoku konStitutivnu produkciu za akychkol'vek podmienok, ktoré sa moézu vyrazne menit
behom vyvoja koldnie. Fluorescencny protein bol produkovany do cytosolu buniek, ¢o je
najvhodnejsi sposob detekcie buniek pod konfokélnym mikroskopom.

Pre kazdé nasledujuce $tidium je potrebné zaistit’, aby systém spravne fungoval
u kontrolnej zmieSanej kolonie, ktord pozostava len z neupraveného rodic¢ovského kmena
BY a jeho znacenej varianty, kmena BY-Pteri-GFP znaceného GFP proteinom
a rezistentného k nourseothricinu. V spravne fungujucom systéme by sa nemal menit’

pomer buniek znaceného a neznaceného variantu rodicovského kmena v priebehu vyvoja
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ich zmieSanej kolonie. Ukéazalo sa ale, Ze pri raste a vyvoji kolonie bol kmen BY
zvyhodneny, a jeho bunky postupom c¢asu tvorili vacsiu Cast’ populdcie kolonie (merané
pomocou rezistencie kmena BY-Pter1-GFP), a to napriek tomu, ze u BY-Pter1-GFP nebola
obmedzena expresia ziadneho génu, zodpovedného za rast a vyvoj kolonie. Jedna
Z moznosti, preco bol zisteny niz$i podiel buniek kmena BY-Pter1-GFP bolo, zZe
Vv skutoc¢nosti je v gigantickej kolonii pritomnych v neskorSich ¢asoch vyvoja kolonie viac
BY-Pter1-GFP buniek (tzn., Ze sa pomer znaCenych a neznacenych buniek v zmiesanej
kolonii v skuto¢nosti nementi), ale bunky BY-Pter1-GFP majt po ich odobrani z gigantickej
kolonie zhorSenti schopnost vytvorit' koloniu na novom médiu. To by skreslovalo
vysledky, ktoré boli ziskané pomocou vysevov kolonii a ich naslednou selekciou na
rezistenciu. Jednou z moznosti, ako to spol'ahlivo overit’, bolo stanovit’ priamo mnozstvo
GFP v biomase gigantickych kolonii a porovnat’ ho s mnozstvom v biomase gigantickej
kolonie tvorenej len kmeniom BY-Pteri-GFP. To poskytlo presny udaj o pomere buniek
produkujucich tento fluorescenény protein (BY-Pteri-GFP) a buniek, ktoré ho produkovat’
nedokézali (BY) (Obr.12). Produkcia GFP proteinu korelovala s vysledkami ziskanymi pri
vysevoch. Niz§i podiel buniek kmena teda nebol spdsobeny zhorSenim schopnosti vytvorit
koléniu. Druhou z moznosti mohol byt’ negativny vplyv produkcie proteinu GFP a/alebo
dalSicho proteinu zaistujuceho rezistenciu k antibiotiku u kmena BY-Pteri-GFP,
zat'azujuceho jeho bunkovy metabolizmus natol’ko, ze by spdsobil vyhodu nezna¢ené¢ho
kmena BY v ramci zmieSanej gigantickej koldnie.

Navrhla som teda d’alSie moZzné kombinacie kmenov, ktoré by mohli posluzit’ pre
vznik kontrolnej gigantickej kolonie. Neznaceny rodicovsky kmen BY som kombinovala
s d’al$imi znacenymi kmenmi rodi¢ovského kmena, a to kmenimi BY-Atol-GFP a BY-
Pter1-dSRED. Pripravila som aj kontrolné kolonie z dvoch rézne znacenych rodicovskych
kmenov BY-Pteri-GFP (zeleny) a BY-Prter1-dSRED (Cerveny). Oba tieto kmene totiz
obsahovali ako gény pre fluorescenéné proteiny, tak gény pre rezistenciu K antibiotiku.
Dalo sa tak predpokladat, ze ich spolo¢ny rast bude vyvéazeny. Pri porovnani podielu
buniek v kolonii tvorenej BY a BY-Atol-GFP kmeiiom, bolo pocas celého vyvoja kolonie
pozorované priblizne rovnaké percentudlne zastipenie oboch kmenov. To ciastocne
narusuje tedriu, ze by produkcia proteinu GFP mohla pdsobit’ negativne na fitness buniek.
Bunky v8ak produkuju protein Atolp az po prechode do alkalickej fazy rastu kolonie, kedy
uz produkcia GFP moéZe pripadne bunky menej zatazovat. U zmieSanych kolonii
tvorenych dvojicou BY-P1er1-GFP a BY-P1er1-dSRED vsak BY-Prer1-dsRED kmen rastol
vyrazne lepSie nez BY-Pter1-GFP a postupom ¢asu tvoril prevaznu ¢ast’ buniek v koldnii.

Nezda sa teda, Ze by obecne produkcia fluorescencného proteinu a/alebo proteinu
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nevyhnutného pre rezistenciu k antibiotiku mohla mat’ negativny dopad na rast buniek.
Kmen BY-Pter1-dSRED vsak tvoril prevazny podiel buniek v kolonii aj pri raste s kmefiom
BY, a to napriek konStitutivnej expresii génu pre kanamycinova rezistenciu a dsSRED
protein. Jedinou dvojicou kmeiiov v zmieSanej kolonii, ktord by ukazovala na moznost’
pouzitia navrhovaného systému a jeho spravnost’ bola preto kombindcia BY + BY-Atol-
GFP. Ta vSak nie je vhodna, kedZe Atolp membranovy protein, a teda aj jeho
fluorescen¢ne znacenu variantu BY-Atol-GFP bunky produkuju az v neskorSich fazach
vyvoja kolonie, ¢o by znemoznilo rozliSenie znacenych a nezna¢nych buniek v rannych
fazach vyvoja kolonie. Bunky ostatnych zvolenych dvojic kmetiov nerastli pocas vyvoja
koloénie rovnakou rychlostou.

Dalsim doévodom nevyrovnaného rastu buniek jedného z kmenov v zmieSanej
kolonii s inym rodicovskym kmeiiom by mohla byt aj skutocnost’, Ze kolénie niektorych
kmenov rastu horSie aj vtedy, pokial’ st jedinym kmetiom tvoriacim koléniu. Vyvoj
koldnie, ich velkost, prechod do alkalickej rastovej fazy a mnoZstvo zZivotaschopnych
buniek (buniek schopnych vytvorit’ koloniu po vyseve na nové médium) v biomase kolonie
vSetkych jednotlivych kmenov bolo v§ak porovnatel'né. O bunkach kvasinky S. cerevisiae
je zname, ze 'ahko meni svoje vlastnosti behom rastu a delenia populacie, vd’aka vysokej
pravdepodobnosti vzniku mutacii, ktord bola uréend na 10’ mutacii behom 30 generacii
(Teng et al., 2013). Dalgie zmeny mozu byt spdsobené zmenami $truktiry chromozémov,
ku ktorym moze dojst v jednotlivych bunkach (Conrad et al., 2011). Tieto zmeny su
dedi¢né a bunka, ktora ziska takato mutaciu ju d’alej preddva na potomstvo. Téato
skuto¢nost’ mohla 'ahko spdsobit’, Ze je kultara buniek ur¢itého kmena heterogénna. Miera
heterogenity potom bude zavisiet’ na historii ur¢itého kmena a na pocte deleni, ku ktorym
doslo od izolacie tohto kmena. Tato heterogenita by mohla byt skuto¢nym doévodom
odliSného chovania r6znych zna¢enych kmenov, odvodenych od rodicovského kmena,
ktoré by pripadne vznikli prave zo subpopuléacie zmenenych buniek.

Preto som sa rozhodla pripravit’ nové fluorescen¢ne znafené varianty kmena BY.
Aby bolo zaistené, Ze populacia vychodzieho rodiCovského kmena bude co
najhomogénne;jsia, bol pripraveny monoklondlny izolat z povodného BY kmena. Vznikol
teda z jedinej bunky, bol kultivovany najkrat$iu nevyhnutni dobu a nasledne uchovany
Vv konzervach pri — 80 °C, aby nedochadzalo k d’al§im zmendm jeho buniek. Preto moZno
novy rodicovsky kmeit BY™" povazovat’ za celkom homogénny. Tym bolo zaistené, Ze aj
geneticky modifikované znacené varianty budu odvodené od jednotného genotypu.
Podarilo sa vyizolovat niekolko klonov znacenych rodiCovskych kmetiov BY-Pteri-

GFP" a BY-Prer1-dsRED"™ odvodenych od BY™" (Kapitola 5.2.1). Kolénie vsetkych
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klonov vsetkych novo pripravenych kmenov sa vyvijali porovnatelne s koloniami
rodi¢ovského kmena BY™". Nezdalo sa teda, Ze by produkcia fluorescenéného proteinu ¢i
proteinu zodpovedného za rezistenciu sposobovali bunkam problémy pri raste.

Preukézala som, Ze pri vyvoji zmieSanej kolonie ktorejkol'vek dvojice znaceného
a neznacené¢ho variantu nového rodicovského kmena sa pomer buniek oboch kmenov
nezmenil. Podobnym sposobom sa chovali aj zmieSané koldnie tvorené dvoma znacenymi
variantmi rodi¢ovského kmetia BY-Prer1-GFPM + BY-Prer1-dsRED™ (Kapitola 5.2.3).
Znamena to, ze vlastnosti povodne pouzivanych znafenych kmenov boli nejakym
sposobom ovplyvnené bud’ heterogenitou buniek v kmeni, z ktorého boli genetickou
manipulaciou odvodené, alebo vel’kym po¢tom pasazovania v priebehu ich skladovania.

Behom rastu a vyvoja kvasinkovych kolénii dochadza k zmenam vo fyziologii
a morfologii buniek v kolonii, spdsobenych zmenami vonkajSich podmienok,
predovsetkym spojenych s postupnym vycerpanim dostupnych zivin (Palkova et al., 2002).
Tieto zmeny sposobuju aktivaciu/deaktivaciu urCitych skupin génov, a tym zmeny
v metabolizme. Dochadza k diferenciacii buniek, ¢i uz sa jedna o horizontalne alebo
vertikalne usporiadanie v kolonii (Vachova et al., 2009; Cap et al., 2012; Vachova et al.,
2012, Vachova et al., 2013). Diferencované bunky maju odlisny fenotyp a zastavaji rozne
funkcie pri prezivani kolonie ako celku. Téato diferenciacia nevznikd nahodne, ale je
regulovana signalnymi molekulami. Jednou takou molekulou je plynny amoniak. Tato
poplasna molekula je produkovana pri nedostatku Zivin v prostredi (Cap et al., 2010).
Jednym z génov zodpovednym za zmeny metabolizmu a bunkovua diferenciaciu je gén
SOK2. Produkt tohto génu, Sok2p, je transkripény faktor s pleiotropnym efektom (Ward et
al., 1995; Shenhar & Kassir, 2001; Pan & Heitman, 2000). Kolonie tvorené kmenom
s chybajucim SOK2 génom sa nedokazu adaptovat’ na zmeny prostredia a mavaju problémy
pri dlhodobom prezivani buniek (Vachova et al., 2004), neprebieha v nich horizontalna ani
vertikalna diferenciacia buniek (Vachova & Palkova, 2005; Cap et al., 2012). Preto bol pre
Stidium vplyvu straty ur¢itého génu na vyvoj zmieSanej gigantickej kolonie vybrany prave
kmen sok2A. Bol sledovany vyvoj kolonie tvorenej bunkami kmenia sok2A (delécia génu
SOK?2) a rodicovského kmena s plne funkénym Sok2p transkripénym faktorom, a tiez
kompeticia oboch kmetov pri raste v jednej mnohobunkovej kolonii. Vysledky ziskané
s kmenom sok2A a sok2A-Pter1-GFP ukazali, Ze delécia SOK2 vyrazne znevyhodni bunky
tohto kmena oproti rodicovskému (Obr. 17, 18). V 15. dni tvorili bunky sok2A kmena len
22% buniek v kolonii s rodi¢ovskym kmenom BY -Pter1-GFP; bunky kmena sok2 A-Prers-
GFP z populacie zmieSanej kolonie s kmefiom BY takmer zmizli. Vyrazné znevyhodnenie

kmena sok2A-Pter1-GFP mdze byt sposobené tym, ze tento kmen produkuje 2 proteiny
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zaistujuce rezistenciu — ku kanamycinu a K nourseothricinu, na rozdiel od rodi¢ovského
kmena BY-Pter1-GFP, ktory produkuje len protein proti rezistencii na nourseothricin.
Miera kompeticie aj vyrazné zhorSenie Sanci kmena sok2A-Pteri-GFP méze byt velmi
pravdepodobne sposobena heterogenitou buniek v populécii kmena sok2A-Pteri-GFP
podobne, ako to bolo zistené u znacnych variant rodicovského kmena aj u povodného
neznaceného rodicovského kmena. Bolo teda potrebné pripravit aj nové kmene
S deletovanym SOK2 génom, nakolko pdvodny kmen sok2A pochadzajici zo zbierky
Euroscarf by nemusel byt homogénny ku novo pripravenym kmenom. Okrem toho
u kmenov ziskanych z tejto zbierky nevieme, aka bola histéria kmeniov, napr. nevieme
kol’ko pasazovani prebehlo neZ sa dostali do zbierky, ani ako boli uchovavané. Dalej je tieZ
zname, ze delecné kmene pri astom pasazovani l'ahSie ziskavaju d’alSie mutacie, ktoré
potlacaju efekt vplyvu delécie (Cheng et al., 2008; Teng et al., 2013).

Ako vychodzie kmene pre pripravu som pouzila otestované nové kmene BY -Preri-
GFP"s a BY-Pter1-dSRED™S, ktorych vlastnosti, zhodné s BY™ boli overené aj ich
chovanim sa v zmiesanej kolonii (Kapitola 5.2.3). Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze
neschopnost’ produkovat’ Sok2p protein skuto¢ne znevyhodni bunky s deletovanym génom
SOK2 oproti rodi¢ovskym bunkam, ale miera znevyhodnenia pri tejto kompeticii je d’aleko
niz8ia, nez bola zistena pri pouziti pdvodnych kmenov, a prejavuje sa viac az v neskorsSich
fazach vyvoja kolonie (Obr. 48-51, 15. den). Tieto vysledky by bolo treba eSte overit’ na
viacSom pocte experimentov, pripadne overit' i chovanie zmieSanych kolonii, tvorenych
bunkami dvoch odlisnych variant kmena sok2A.

Na zaver je treba zdoraznit, Ze zo ziskanych dat jasne vyplyva, Ze pri praci
s roznymi kmenmi S. cerevisiae je treba zaistit’, aby sa pri experimentalnej praci pred
vlastnymi pokusmi nepasaZovali a pre pokusy sa pouzivali kultary cerstvo ziskané
Z konzerv. Tento postup je nevyhnutny, aby sa kmene pokus od pokusu nemenili. Inak

hrozi r6zna miera skreslenia ziskanych dat.
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[ Zaver

Vo svojej diplomovej praci som sa zaoberala Stidiom kompeticie medzi bunkami
dvoch rozdielnych laboratornych kmenov kvasinky S. cerevisiae, obsiahnutych

V zmieSanej gigantickej kolonii a podarilo sa mi zistit’ nasledovné:

U kontrolnych zmieSanych gigantickych kolonii vznikajucich zo znaceného

a neznaceného variantu rodicovského kmena som oproti ocakavaniu pozorovala vyrazné
zmeny v podiely buniek oboch kmenov. Za tento jav mohla heterogenita buniek
kvasinkovych kmetov, ¢o sa neskdr potvrdilo pripravou novych kmenov.
Pokial’ zmieSani gigantickii koloniu tvoril variant rodiovského kmena a variant
mutantného kmena sok2A, podiel bunieck kmena sok2A v priebehu vyvoja kolonie vyrazne
klesal. Strata génu SOK2 vedie u buniek k zhor§enému prezivaniu v pripade spolo¢ného
rastu s bunkami kmena, ktorym tento gén nechyba.

Pripravila som fluorescen¢ne znacené varianty nového homogénneho rodi¢ovského
kmetia BY™", a to BY-Preri-GFP", BY-Preri-GFPY® a BY-Preri-dsSRED™, BY-Preri-
dsRED"YS. Kazdy z kmefiov obsahoval FP a selekény marker — rezistenciu proti antibiotiku.

Kmene BY-P1er1-GFP"S a BY-Prer1-dsRED™ som pouzila pre pripravu kontrolnej
zmieSanej kolonie vo vzajomnej kombindcii, a tiez v kombindcii s nezna¢enym variantom
BY"™Y. Vo vSetkych kontrolnych koloniach sa behom ich vyvoja nemenil vzajomny podiel
buniek oboch pritomnych kmeniov. Potvrdil sa tak predpoklad, Ze za nevyvaZzenym rastom
kmeniov pouzitych v prvej Casti tejto prace moze heterogenita kmetiov.

Kmene BY-P1eri-GFP" a BY-Per1-dsRED™ som pouzila ako rodi¢ovské kmene
na pripravu kmenov s deletovanym génom SOK2 — sok2A-Prer1-GFP™ a sok2A-Preri-
dsRED",

V zmieSanych gigantickych koloniach tvorenych bunkami BY"™" a sok2A-Pteri-
GFP"s alebo kombinaciou buniek BY™" a sok2A-Pteri-dsRED™ bola pozorovana
Ciasto¢na kompeticia v prospech BY™ az v 15. dni vyvoja kolonie. Pri zmieSanych
koléniach tvorenych kmetimi BY -Prer1-GFP" + sok2 A-Prer1-GFP"™ a BY -Preri-dsREDMS
+ sok2A-Prer1-dsRED" som v oboch pripadoch pozorovala pri ich vyvoji postupny mierny

pokles podielu buniek kmenov s deletovanym SOK2 génom.
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