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Abstrakt



Respiration State of Saccharomyces Cerevisiae Yeast
Colonies with Deletions in Genes CCR4, CAF40 and RIM15.

The topic of my graduation theses has been the yeast colonies of Saccharomyces
cerevisiae genus with deletions in genes CCR4, CAF40 and RIMI5. Our laboratory
began interested in study of these genes because of their assumed influence on yeast
colony morphology. The Ccr4 and Caf40 proteins form part of Ccr4-NOT complex,
which is involved in genetic expression regulation, participates on RNA degradation, a
stress response and a cell cycle regulation. The Rim15p influences entering into the
stationary phase and adaptation to respiratory growth; RIM15 gene deletions cause the
thermo tolerance loss, sporulation failures, defect of trehalose accumulation and
glycogen synthesis.

I studied the effect of RIM15 gene deletions on colony morphology. Comparing it
to the original parental strain I found that rather than the RIMI5 deletions it is the
conditions under which the colony is growing that influence the morphology
(temperature 28°C or 37°C, media glucose content 0,5%, 1% or 2%, carbon source 1%
glucose or 3% glycerol). I found out the adverse effect of the deletion on stressful
conditions adaptation, demonstrating itself by delayed or nonexistent ammonia
production on media containing glycerol compared to parental strain.

Further, I detected the respiratory metabolism in colonies of parental strain and
deletants in CCR4, CAF40 and RIM15 genes using TTC (2, 3, 5 — triphenyltetrazolium
chloride). With functional respiratory chain, TTC is reduced by dehydrogenases to red
formazane and enables the detection of functionality of the respiratory chain. I found
that the powerful respiration can be detected in giant colonies not only on GM media,
but also on glucose containing media (though somewhat later), and further that the
respiration efficiency decreases in old colonies and also that both the giant colonies
and mono-colonies ccr4A a caf40A create sectors with decreased or non-existent
respiration.

In the final part of my graduation thesis I identified respiratory deficient (rd)
mutants, which exhibit the inability to make use of unfermentable carbon sources and
in the media containing limited amount of glucose they grow in the form of small

(petit) colonies. Studied strains revealed high percentage of spontaneous rd mutants



getting formed in colonies, with the larger portion of them in less TTC colored areas

of colonies.

Key words: yeast, S. cerevisiae, RIMI15, colony morphology , TTC, respiratory

deficient mutants, respiratory metabolism, alkalinization.

Klic¢ova slova: kvasinka, S. cerevisiae, RIM15, morfologie kolonii, TTC, respira¢ni

metabolizmus, respirané deficientni mutanti, alkalizace.
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Seznam zkratek

A...absorbance

BFM...bromfenolova modf

BKP...bromkresolovy purpur

bp...par bazi

CBB...Coomassie Briliant Blue

Di0Cs...3,3 -dihexyloxakarbocyanin jodid — fluorescen¢ni barva
EDTA.. kyselina etylendiamintetraoctova

EtBr...ethidium bromid

FGM...fermentable growth medium
INT...2-(p-jodofenyl)-3-(p-nitrofenyl)-5-fenyltetrazolium chlorid
KDM...komplexni definované médium

MAT...expresni lokus nesouci geny specifické pro dany parovaci typ (a nebo a)
NAD"... nikotinamid adenin dinukleotid (oxidovan4 forma)
NADH...nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana forma)
OD...opticka denzita

PCR...polymerazova fetézova reakce

PKA...cAMP dependentni protein kindza A

pH...-logl0

rd...respira¢né deficientni

rs...respiraéné suficientni

SDS...dodecylsulfat sodny

TBE...tris-borat-EDTA

TE...tris-EDTA

TTC...2, 3, 5 — trifenyltetrazolium chlorid

UV...ultrafialovy

YNB...yeast nitrogen base

w/v...objemova procenta
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1. Uvod.
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Jiz velice dlouhou dobu provazeji Zivot ¢lovéka malé jednobunécéné eukaryotické
organizmy, kvasinky. Né&které druhy kvasinek se projevuji jako potencidlni lidské
patogeny, jiné jsou zase nepostradatelné pro vyrobu piva, vina, pekaiského drozdi,
pouzivaji se napiiklad k produkci né€kterych enzymu nebo k ziskavani prekurzori
nékterych vitamint, slouZi i jako vyznamné modelové organizmy.

V naSi laboratofi se pracuje snejznameéjSi cukernou houbou, Zuckerpilz,
V soucasné dobé je povazovana za obecny model eukaryotické buriky. K tomuto postu
také vyrazné€ prispéla napiiklad schopnost rychlého mnoZeni, snadné manipulace nebo
stiidani diploidni a haploidni Zivotni faze, coz zna¢né uleh¢ilo mutaéni analyzy, které
vedly k objevu velkého mnozstvi jednotlivych funkci proteini zapojenych téméf do
v$ech zivotnich déju buriky.

Kvasinky vytvéareji pfi ristu na pevném médiu organizované mnohobunééné
utvary — kolonie. Morfologie kvasinkovych kolonii je za danych podminek
charakteristickd pro dany rod, druh i kmen, muZe se vSak liSit i vramci kmene
samotného v zavislosti na riznych kultiva¢nich podminkach. Z tohoto divodu jsem se
v prvni ¢asti své diplomové prace zamétila na morfologii kolonii rodi¢ovského kmene
S. cerevisiae BY a jeho dele¢nich mutantd, na vliv té€chto mutaci na morfologii a na
adaptaci na stresové podminky.

Druha Cast této prace je zaméfena na zjistovani respiracni aktivity v koloniich
naSich kment. K tomu jsme vyuzili barveni kvasinkovych kolonii trifenyltetrazolium
chloridem (TTC). TTC se pouziva jiz dlouhou dobu v mnoha biologickych odvétvich,
napiiklad v lékafstvi k rozeznavani atrofovanych tkani nebo v pidni biologii
k odhadtim mikrobidlni diverzity.

Posledni ¢ast diplomové prace je zaméfena na sledovani vyskytu respiracné
deficientnich mutantd v koloniich nasich kmenid. Respiraéné deficientni mutanti
neboli petit mutanti se projevuji neschopnosti vyuzivat takové zdroje uhliku, které
mohou byt vyuzity pouze respiraci. Tedy naptiklad glycerol nebo laktat. Na médiich

s limitovanym mnoZstvim glukosy tito mutanti rostou ve formé malych kolonii (petit).
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2. Literarni uvod.
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2. 1. Rim15 protein kinaza.
(SWIMMEN et al. 2006)

V3echny organizmy, jak prokaryotni tak eukaryotni, jak mnohobunééné tak
Jednobuné¢né, vyZaduji Ziviny a energii ke spravnému chodu jejich metabolizmu a k
syntéze nezbytnych bunéfnych komponent. Nékteré Ziviny hraji kli¢ovou roli v
metabolizmu jako potencialni regulatory signalnich drah a tyto Zivinami indukované
signalni drahy zajistuji optimalni spotfebu Zivin diky adaptacim metabolizmu a
ptizplisobeni ristovych vlastnosti. |

"~ Obzvlast u jednobunéénych organizmil je monitorovani a signalizace velice
dilezita, protoZe jsou velice ¢asto vystaveni dramatickym zménam prostiedi, kde se
obdobi dostatku Zivin stfidaji s dlouhymi obdobimi nedostatku. Mikroorganizmy
rychle rostou a déli se v pfiznivych podminkach, ale zaénou se rychle pfipravovat na
vstup do stacionarni faze (Gy), za¢ne-li Zivin ubyvat (WERNER - WASHBURNE et
al. 1996).

Pivodn¢ byl gen RIMIS5 identifikovan jako regulator meidzy v diploidnich
burikach, dalsi studie ukazaly, Ze je nezbytny pro spravny vstup bun€k do Gy, béhem
niZ se déje mnoho transkripénich a metabolickych zmén. N&které z nich, jako tteba
indukce na stres reagujicich gend a akumulace rezervni trehalosy, slouzi k ziskani
* odolnosti ké stresujicim podminkam a zabezpecuji optimalniho pfeziti béhem obdobi
hladovéni. Také bylo zjiSténo, Ze Rim15 spojuje signaly z n€kolika rozdilnych kinaz
(PAK, TORCI, Sch9 a Pho85-Pho80), které ptenaseji informace o dostupnosti

ruznych Zivin.
2. 1. 1. Rim1S3 jako regulator meiozy.

Diploidni buriky podstupuji meiézu za podminek vyerpani dusiku a
v ptitomnosti nezkvasitelného zdroje uhliku. Na pocatku meidzy jsou prechodné
exprimovany geny FMG (early meiotic-specific genes). Indukce téchto gend zavisi
na pfepnuti funkce transkripéniho faktoru Ume6. Ume6 blokuje promotory geni
EMG prostiednictvim histon deacetylaz (HDAC) Rpd3 a Sin3. Pfi indukci meiozy
jsou Rpd3 a Sin3 odstranény z promotoru geni MG a Ume6 spolu s Imel vytvateji

komplex, ktery funguje jako transkrip¢éni aktivator, coZ ma za nasledek acetylaci
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histonil a transkripci gend EMG i IME2 (kéduje proteinkinazu, ktera zpétnovazebné
ovliviiyje hladinu Imel).

Gen RIM15 (Regulator of IME?2) funguje jako regulator JME2. Mutanti v genu
RIM15 maji sniZenou schopnost podstoupit meioézu diky redukci exprese gent /IME]
a EMG. Exprese genu RIMI5 je potlatena v pfitomnosti glukosy (VIDAN a
MITSCHELL 1997).

2. 1. 2. Rim1S5 jako efektor PKA.

Rim15 je ser-thr protein kinaza (1770 AK), ktera pozitivn€ ovliviluje interakci
mezi Ume6 a Imel, tim Ze stimuluje odstranéni Rdp3 a Sin3 z promotord.
V cytoplazmé je lokalizovana ve formé vazané s proteinem 14-3-3 (obr. 2. 1. 1.).

Riml5 je bezprostfedné negativné regulovan protein kinazou A (PKA).
Fosforylovany Rim15 se nachazi v neaktivni formé v cytoplazmé, defosforylovany
muzZe vstupovat do jadra, kde muze ovliviiovat transkripci (obr. 2. 1. 1.). Piesny
mechanizmus ovlivnéni transkripce neni znam (mozna pfimou fosforylaci). Byla ale
prokazana kontrola funkci a aktivity Gisl a Msn2/4 prostfednictvim proteinu Rim135.
Rim15 je definovan jako pozitivni regulator vstupu do stacionarni faze.

PKA reguluje vstup do stacionarni faze pfes transkripéni faktory Gisl, Msn2 a
Msn4. Gisl je transkripéni faktor, ktery se vaZe na elementy postdiauxického shiftu
(PDS) v promotoru gend, které jsou dereprimovany pii vyCerpani glukosy pfi
diauxickém shiftu. Jadro PDS elementi se podoba konsensus sekvenci STRE
elementl v promotorech, které indukuji transkripci jako odpovéd’ na rizné stresujici
vlivy, jako je limitace Zivin, oxidativni, teplotni a osmoticky stres. Kontrola exprese
gend ze STRE elementt je zprostfedkovana PKA ptes transkripéni faktory Msn2 a
Msn4. Gisl a Msn2/4 vykazuji pravdépodobné ¢asteéné funkéni prekryti a mutace

v téchto genech se projevuji poruchami ristu na nezkvasitelnych zdrojich uhliku.

2. 1. 3. Propojeni nutri¢nich signalu pies Rim15.

Rim15 spojuje signaly znejméné &tyf proteinkindz, které jsou citlivé na
hladinu Zivin. Kromé& PKA sem patfi cytoplazmatické TORCI a Sch9 a jaderny
komplex Pho85-Pho80. (obr. 2. 1. 1. aobr. 2. 1. 2.).
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2.1. 3. 1. Draha TOR.

TOR draha predstavuje signalni drahu, ktera reaguje na dva nutri¢ni podnéty
(obsah a typ zdroje uhliku a dusiku).
/ Hlavnimi slozkami této drahy (obr. 2. 1. 1.) jsou vysoce konzervované protein
kindzy Torl a Tor2, které jsou ptitomné ve dvou odlisnych komplexech. TORC2
kontroluje organizaci cytoskeletdrniho aktinu a TORCI mimo jiné kontroluje
transkripci genti specifickych pro hladovéni a je inhibovan rapamycinem. Buriky, ke
kterym je pfidan rapamycin zastavuji riist a pfechazeji do Gy faze, ¢imz se podobaji
hladovéjicim burikdm. Stejné tak mutanti s chybé&jicim genem RIMI5 selhavaji pii
vstupu do Gy faze a vykazuji podobné defekty (chybna indukce transkripce genti s
PDS a STRE, chybna indukce termotolerance, defekt v rezistenci na hladovéni,
v akumulaci trehalosy a glykogenu). Pti inhibici TOR! je Rim15 defosforylovén a je
uvolnén z cytoplazmy a pfemistuje se do jadra. Pfi dostatku Zivin Torl fosforyluje

Rim1S5, ktery se timto pfemistuje do cytoplazmy.

nutrients
(amino acids, nirogen)

T
f

Obr. 2. 1. 1. Schéma moZného propojeni nutri¢nich signali ptes Rim15 (SWINNEN ez al. 2006).
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Obr. 2. 1. 2. MoZné schéma interakci signalnich drah TOR a FGM (ROOSEN et al. 2005).

2.1.3.2. Draha FGM.

Dalsi draha, ktera je zapojena do signalizace o ptitomnosti glukosy a dusiku ve
kvasinkovych burikach, je FGM draha (fermentable gowth medium) (obr. 2. 1. 2.).
Kli¢ovou slozkou této drahy je protein kindza Sch9, coZ je nutriéni regulator
s homologii ke katalytické podjednotce Tph protein kinazy A (PKA). Sch9 je stejné
jako TORCI1 vyzadovéana pro udrZzeni Riml15 v cytoplazmé béhem exponencidlni
faze na médiu s glukosou. Sch9 zfejmé fosforyluje druhé vazebné misto Riml5 a

proteinu 14-3-3.
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2. 1. 3. 3. Fosfatova signalizace.

Krome role Rim15 v signalizaci zavislé na zdroji glukosy a dusiku, kontroluje
Rim15 1 vstup do Gy faze jako odpovéd’ na nedostatek fosfati v médiu. Signal o
hladovéni na fosfat je zprosttedkovan PHO drahou (obr. 2. 1. 1.), ktera je
lokalizovana v jadfe a obsahuje cyklin dependentni kindzy Pho85 a Pho80, inhibitor
cyklin dependentni kindzy Pho81 a transkripéni faktor Pho4. Pti vysoké koncentraci
fosfatli se Pho85-Pho80 fosforyluji, a tim deaktivuji Pho4 transkrip¢ni faktor. Pii
nedostatku fosfati Pho81 inhibuje kindzovy komplex Pho85-Pho80, ¢imz se miize
aktivovat Pho4 a transkripce gend zajiSt'ujicich absorpci a uskladnéni fosfatt. P
hladovéni na fosfat se indukuje Gy podobného charakteru jako v ptipadé hladovéni
na glukosu a dusik. Rim15 v této draze ptedstavuje cil kindzového komplexu Pho85-
Pho80, jimz je fosforylovan v poloze Thr'®” uvnitf vazebného mista proteinu Rim15

k proteinul4-3-3.

Obr. 2. 1. 3. Schéma architektury domén proteinu Rim15. Domény jsou zndzornény pfiblizn€ v mé¥itku.

2. 1. 4. Rim15 jako ¢len PAS kinazové rodiny.

Protein kindza Rim15 patii mezi skupinu konzervovanych proteind hub, které
vykazuji stejnou organizaci domén (obr. 2. 1. 3.), zahmujici C;HC doménu
zinkovych prsti a N-koncovou PAS doménu, diky niZ se Rim15 fadi do rodiny PAS
kindz. PAS domény jsou malé regulaéni moduly, které mohou reagovat na Siroké
spektrum podnétd (napf. zmény v redox potencialu, cgl_kové hladiny energie v burice,

na kyslik). Dale obsahuje C-koncovou REC doménu, centralni katalytické domény
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kinaz (I — VII, VIII — XI), vlozku 188 AK mezi VII. a VIII. doménou, ktera obsahuje
predpokladané vazebné misto pro protein 14-3-3, diky némuz je Rim15 zadrZovan

v cytoplazmé v podminkéch dostatku Zivin.
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2. 2. Respirace a fermentace u kvasinek.

2. 2. 1. Obecna charakteristika dychani.

vvvvvv

uvolnéni chemické energie, ktera je obsaZena v organickych slouceninach. Dychani
probiha po etapach a cely komplex procesti dychani lze rozdélit do 4 fazi: o

1. Glykolyza — degradace glukosy aZ na kyselinu pyrohroznovou, pfiéemz smér a
charakter dalSich zmén zavisi na podminkéch v burice, hlavné na dostupnosti kysliku.
(Za neptitomnosti kysliku dochazi k anaerobnim pfeménam, ke kvasSeni. V aerobnich
podminkach dochazi k oxidaci za Gcasti kysliku.)

2. Oxidace acetyl-CoA v tzv. citratovém cyklu (Krebsové cyklu) aZ na dvé molekuly
COa,.

3. Ptenos elektronti zNADH + H' v dychacim fetézci aZ na kyslik, ktery je takto
redukovan na H,O.

4. Oxida¢ni fosforylace, pfi niZ je volna energie pfenosu elektronii spfaZena se

syntézou ATP.
2. 2. 2. Obecna charakteristika kvaseni.

Pii kvaSeni neprobihd oxidace glukosy aZz na kone¢né produkty, tj. oxid
uhli¢ity a vodu. V anaerobnich podminkadch nabyva proces rozkladu glukosy
charakteru kvaSeni. Zatimco za ptitomnosti kysliku probiha pfeména pyruvétu, jako
kone¢ného produktu glykolyzy, pyruvatdehydrogenazou na acetyl-CoA, ktery poté
vstupuje do citratového cyklu, tak v nepfitomnosti kysliku je pyruvat u€inkem
pyruvatdekarboxyldzy dekarboxylovin na acetaldehyd, ktery se redukuje
alkoholdehydrogenazou na ethanol, kone¢ny produkt kvaseni.

KvaSenim se vSak ve srovnani s aerobnim dychanim uvoliiuje mnohem méné
energie (2 ATP na jednu pfeménénou molekulu glukosy), ponévadz jeji znacna ¢€ast

zustava vazana v kone¢nych produktech.
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2. 2. 3. Metabolizmus ethanolu.

2. 2. 3. 1. Alkohol dehydrogenazy.

Usttedni pro produkci nebo vyuziti ethanolu, hlavniho produktu kvaseni, jsou
alkohol dehydrogenazy, enzymy, které katalyzuji reverzibilni redukci acetaldehydu
na ethanol (FLORES et. al. 2000).

V S. cerevisiae existuji Ctyti geny kodujici enzymy alkohol dehydrogenazy.
Alkohol dehydrogenaza I. (Adhl), kterd se podili hlavné¢ na vzniku ethanolu je
lokalizovana v cytoplazmé. Piepis genu ADHI se dé€je piednostné béhem fermentace
glukosy a je indukovan glukosou (DENIS et al. 1983). Dalsi alkohol dehydrogenazy
se uCastni ptedevsim utilizace ethanolu. Adh II je také lokalizované v cytoplazmé, je
reprimovana glukosou. Adh III a Adh IV se nachazeji v mitochondriich a jejich role

neni je$té zcela jasna (FLORES et. al. 2000).

2. 2. 3. 2. Aldehyd dehydrogenazy.

Aldehyd dehydrogenazy jsou enzymy dtilezité pro metabolizmus acetaldehydu,
ktery vznikl oxidaci ethanolu. Ethanol, produkovany pfi alkoholovém kvaSeni, muze
byt znovu pouZit pfi respiratnim metabolizmu pies jeho oxidaci a naslednou syntézu
acetyl-CoA.

Informace o mnoha téchto enzymech v S. cerevisiae nejsou pfili§ ptrehledné,
byl ale navrZen logicky systém. V S. cerevisiae existuje pét genli — ALD2, ALD3,
ALD4, ALD5 a ALDG, které kdoduji aldehyd dehydrogenazy. Ald2p, Ald3p a Ald6
jsou lokalizované v cytoplazmé, zatimco Ald3 a AldS jsou mitochondrialni. Ald2 a
Ald3p jsou indukovany stresovymi podminkami a reprimovany glukosou, Ald4 je
reprimovan glukosou. Zda se, Ze Ald4p a Ald6 jsou duleZité pro rust na ethanolu
(NAVARRO-AVINO et al. 1999).
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2.2.4. 8. cerevisiae a nekonven¢ni kvasinky.

Z historickych duvoda se druh S. cerevisiae stal synonymem pro kvasinku, i
kdyz tento druh je jen jeden z 800 popsanych kvasinkovych druhti (KURTZMAN a
FELL 1998). O S. cerevisiae bylo nashroméazdéno mnozstvi informaci, o kterych se
tiSe ptedpoklada, ze plati i pro ostatni druhy kvasinek. A¢koli napiiklad drahy vyuziti
cukri jsou ramcové stejné, tak zde existuji dileZité biochemické a genetické variace.
Napft. vétsina ostatnich druhd kvasinek (nekonvenéni kvasinky) oproti S. cerevisiae
upfednostiiuje v pfitomnosti kysliku respira¢ni metabolizmus (FLORES ez. al. 2000).

Mezi druhy kvasinek, které upfednostiiuji fermentacni metabolizmus, patti S.
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe a rod Brettanomyces. 1 v aerobnich
podminkach pfevazné fermentuji a respirace pii kultivaci na glukose pfedstavuje
pouze asi 10% uhlikatého metabolizmu, protoZe glukosa a dalsi fermentovatelné
cukry zpusobuji silné zhorSeni respiracni kapacity (Crabtree efekt) (FIECHTER

1981). Pti kultivaci na jinych cukrech se podil respirace zvySuje.

2. 2. 5. Kyslik jako faktor regulace metabolizmu cukra u kvasinek.

V pfitomnosti kysliku mohou prakticky vSechny kvasinky respirovat cukry na
CO; a vodu. Mnoho kvasinek je ale schopnych fermentovat cukry na ethanol a oxid
uhli¢ity v ptipadé¢ nepfitomnosti kysliku. VétSina téchto fakultativné anaerobnich
druhti kvasinek vSak neni schopnd rist za nepfitomnosti kysliku pfili§ dobfe,
dokonce i na komplexnim médiu (VISSER et al. 1990).

Ptfitomnost kysliku miZe mit u kvasinek né€kolik uéinkd, které zaviseji na
druhu kvasinky a na pouZitém substratu.

S faktem, Ze vyuziti cukru respiraci je energeticky nesrovnateln€é vyhodnéjsi
neZ fermentace, souvisi Pasteurtiv efekt, kdy se zpomaluje glykolyza a sniZuje
spotfeba cukru, kdyZ za¢ne byt kultura dostate¢né zasobovana kyslikem. Tento efekt
je malo vyrazny u ptevazné fermentujici kvasinky S. cerevisiae (LLOYD a JAMES
1987).

V kontrastu s Pasteurovym efektem byl popsan Custerstiv efekt, kdy je
fermentaéni metabolizmus indukovan v pfitomnosti kysliku. Tento efekt se u

kvasinky S. cerevisiae nevyskytuje.
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Dal§im efektem, o kterém se dlouho pifedpokladalo, Ze je ovlivnény
koncentraci kysliku, je Kluyveruv efekt, ktery je rozSifeny mezi fakultativné
anaerobnimi kvasinkami, opét s vyjimkou S. cerevisiae. Tyka se zhorSené schopnosti
metabolizovat disacharidy za anaerobnich podminek. Zjistilo se, Ze Kluyverav efekt
neni koncentraci kysliku ovlivnény (WEUSTHUIS et al.1994).

Posledni efekt ovlivnény piitomnosti kysliku je Crabtree efekt (viz. kap. 2. 2.
6.).

2. 2. 6. Crabtree efekt.

Jednoduse vyuzitelny cukr zplsobuje v metabolizmu S. cerevisiae potlateni
transkripce gen, které koduji enzymy nezbytné pro vyuziti alternativnich zdroji
uhliku. Tento proces je znam jako katabolickd represe nebo Crabtree efekt. O
mechanizmu katabolické represe u kvasinky S. cerevisiae je znamo mnoho, u
nekonvencénich kvasinek nejsou témét zadné informace (GANCEDO 1998).

S. cerevisiae ma limitovanou respiracni kapacitu, ktera zplsobuje zvySeni
vnitrobunééné koncentrace pyruvatu. A aZ po akumulaci pyruvatu mulZe pusobit
enzym pyruvat dekarboxylaza, protoZe jeho afinita k pyruvatu je mnohem niz$i nez

afinita pyruvat dehydrogenazy, klicového enzymu respiraéniho metabolizmu (URK

et al. 1989).

2. 2. 7. Crabtree negativni kvasinky vs. Crabtree pozitivni kvasinky.

Bylo zji$téno, Ze rychlost fermentace pii pfechodu organizmid z prostiedi s
limitovanym mnoZstvim glukosy do prostfedi s dostatkem glukosy pozitivné koreluje
s mnoZstvim pyruvat dekarboxylazy.

U Crabtree negativnich kvasinek byla zjiSt€éna nizk4 aktivita pyruvat
dekarboxylazy a k jejimu zvySeni nedo$lo ani pfi nadbytku glukosy. Na rozdil od
toho byla u Crabtree pozitivnich kvasinek zjiSténa zvySend aktivita tohoto enzymu a
zvy$ovala se po dodani glukosy.

Crabtree negativni druhy ale kromé& nizké aktivity pyruvat dekarboxylazy,

vykazuji relativné vysokou aktivitu acetaldehyd dehydrogenazy a acetyl koenzym

26



A syntetazy. Takto muze byt v téchto kvasinkach oxidovan acetaldehyd a je
vynechéana redukce acetaldehydu na ethanol.

Hlavni rozdily mezi Crabtree pozitivnimi a Crabtree negativnimi kvasinkami
jsou ziejmé zpusobeny rozdilnou kinetikou absorpce glukosy, syntézou zasobnich

karbohydratl, metabolizmem pyruvatu (URK et al. 1989).

2. 2. 8. Rustova krivka kvasinkové kultury.

Pro kvasinky S. cerevisiae, které fermentuji, jsou preferovanym zdrojem uhliku
a energie cukry. Kdyz se ptida k bunikam rostoucim na nezkvasitelném zdroji uhliku
napf. glukosa, za¢nou rychle adaptovat sviij metabolizmus na fermentativni béhem
kratké lag-faze, aby zajistily optimalni vyuZiti tohoto bohatého zdroje uhliku. Tato
adaptace vyzaduje rozdilné signalni drahy jako je draha katabolické represe a
signalni draha Ras-cAMP. Ristova rychlost v této fazi je nulova.

Po tomto inicidlnim prechodném stddiu zacnou buiky spotiebovavat a
fermentovat cukr béhem exponencialni faze, béhem niz také nejrychleji rostou (obr.
2. 2. 1.). V této fazi maji buniky k dispozici nadbytek substratu a jejich rychlost
metabolizmu a ristu zavisi jen na schopnosti zpracovavat substrat. Jakmile za¢ne
glukosa dochazet, kvasinkové buriky vstupuji do druhé lag-faze, zndmé jako
diauxicky shift, béhem kterého piepinaji svlj metabolizmus z fermenta¢niho na
respirani. Toto pfepnuti metabolizmu je nésledovano druhou fazi ristu, ale
pomalejsi neZ béhem exponencialni faze. Rychlost ristu se snizuje v disledku
omezeného mnozstvi substratu. Béhem této faze jsou spotfebovavany jako zdroj
uhliku ethanol, acetat a dal$i produkty inicialnich fermenta¢nich procesu. A kdyz
jsou vycerpany i tyto zdroje uhliku, buiiky vstupuji do stacionarni faze (Gy), kde je
opét rustova rychlost nulova. Béhem vstupu do Gy faze se v kvasinkové burice

odehrava mnoho transkripénich a metabolickych zmén (SWINNEN et al. 2006).
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2. 2. 9. Nefermentativni metabolizmus u S. cerevisiae.

Kvasinkové buﬁkyv S. cerevisiae musi po vyCerpani glukosy (pfi

fermentativnim metabolizmu) b&Zn& vyuZivat nefermentovatelné zdroje uhliku, jako

je ethanol a glycerol, které jsou produkovany pfi nadbytku glukosy.

>

Log cell number

Exponential growth phase
(fermentation)
Diauxic shift
Post-diauxic growth phase
(respiration)
Stationary phase

Obr. 2. 2. 1. Rdstovy profil kvasinkové kultury. Lag phase - kratkd faze adaptace, rychlost riistu
nulovd, exponential growth phase - exponencidlni ristova faze, nejvy38i ristovd rychlost,
fermentativni metabolizmus, diauxic shift - pfi po&inajici limitaci Zivin, pfepnuti z fermentativniho
metabolizmu na respiratni, post-diauxic growth phase - niZ8i ristovd rychlost, respira¢ni
metabolizmus, spotfeba produktil inicidlni fermentace jako zdroji uhliku, stationary phase - klidova
stacionarni faze, riistova rychlost nulova, vy&erpani zdrojt uhliku. Cerna kiivka: riist poétu bunék v
tekuté kulture kmene S. cerevisiae na médiu s bohatym zdrojem uhliku. Sed4 k¥ivka: riist po¢tu bun&k
tekuté kultury kmene S. cerevisiae na médiu s bohatym zdrojem uhliku, ale s nedostatkem dusiku a
fosfatti.
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Studie ukazaly dtlezitost respiratniho metabolizmu pro prodlouZeni Zivota
bun€k S. cerevisiae. Buitkkam s funk¢énim genem S/R2 rostoucim na 0,5% glukose, se
prodlouzila Zivotnost 0 25% v porovnani s kultivaci na 2% glukose. Tedy Ze pfepnuti
z fermentaniho na respiratni metabolizmus zptsobuje kalorické omezeni, které
pozitivné ovlivituje délku Zivota bun€k (LIN et al. 2002).

Pro adaptaci bun€k pfi pfechodu z fermentativniho ristu na respiraéni je
vyzadovana genova kontrola. Komplex protein kinazy Snfl (Catl) spolu s regulaéni
podjednotkou Snf4 (Cat3) a alternativnimi B-podjednotkami Sipl, Sip2 a Gal83 hraji
roli v aktivaci strukturnich genl, které byly potla¢eny v pfitomnosti vysoké
koncentrace glukosy. Jednou z funkci komplexu Snfl je deaktivace hlavniho
transkripniho represoru Migl, ktery reguluje transkripci genti pro proteiny
umoznujici fermentaci alternativnich cukernych zdrojt uhliku SUC, MAL a GAL, pro
utilizaci sacharosy, maltosy a galaktosy (KLEIN et al. 1998). Dalsi funkci komplexu
Snfl je vliv na aktivaci respirace a glukoneogenezi. Geny SNFI a SNF4 jsou
nepostradatelné pro pfepnuti metabolizmu po vyCerpani glukosy v médiu a pro
aktivaci glukosou reprimovanych strukturnich gent, které jsou potfeba pro adaptaci
na alternativni substrat.

Alternativni nefermentovatelny substrat musi byt pouzZit pro oxidativni
metabolizmus mitochondrii, tedy pro produkci ATP, a pro glukoneogenezi
(SCHULLER 2003).

2. 2. 10. Prijem nefermentovatelnych substrati a jeji genova

regulace.

Rist S. cerevisiae na nefermentovatelném substratu jako je glycerol, laktat,
ethanol nebo acetat vyZaduje jejich oxidativni pfeménu (pro ziskani energie) a
vytvofeni cukernych fosfatu a jinych uhlikatych metabolitll (pro vytvofeni biomasy)
a to je zajistovano geny respiranich enzymu a geny glukonoegeneze, které vykazuji

jejich zna¢nou spolupréaci (DERISI et al. 1997).
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2.2.10. 1. Genova regulace absorpce glycerolu.

Glycerol je transportovan do burky proton symportnim mechanizmem
vyZadujicim produkt GUPI (HOLST et al. 2000), pfeménén na dihydroxyaceton
fosfat (DHAP) produkty gentt GUT! (kéduje cytoplazmatickou glycerol kinazu) a
GUT2 (kéduje FAD dependentni glycerol-3-fosfat dehydrogenazu). DHAP nasledné
vstupuje do glykolytické a glukoneogenetické drahy. GUTI a GUT2 jsou
transkripéné regulovany zdrojem uhliku (SCHULLER 2003).

2.2.10. 2. Genova determinace utilizace laktatu.

Prvni krok v metabolizmu laktatu je jeho pfijem pfes permedzu Jenl (CASAL
et al. 1999), ktera je také schopna transportovat pyruvat. Oxidace laktatu na pyruvat
vyZaduje mitochondridlni laktat cytochrom ¢ oxidoreduktazy, které jsou kddované
CYB2 (oxidoreduktaza L-laktatu) nebo DLDI (oxidoreduktaza D-laktatu). Oba geny
reduktaz vykazuji zavislost na kysliku, jsou aktivovany Hapl, a zavislost na zdroji
uhliku, jsou regulovany pomoci Hap2 — Hap$5, které také ovliviiuji JENI. Kromé
geni respirace je laktatovy metabolizmus kontrolovan také aktivatory

glukoneogeneze Adrl a Cat8 (SCHULLER 2003).

2.2.10. 3. Genova determinace utilizace ethanolu a acetatu.

Piijem ethanolu a acetatu mtize byt pasivni difuzi. Acetdt muze byt prenaSen i
permeazou Ace8 (CASAL et al. 1996). Metabolickd pteména acetatu nebo ethanolu
muze byt rozdélena do tii drah (jednak nejdfive produkce acetyl-CoA, a déle
produkce oxalacetatu v citratovém cyklu a glukoneogeneze). Po zmén€ vysoké
koncentrace cukrii na ridst na nefermentovatelném substratu se 50x — 100x zvysi
transkripce strukturnich gentit ADH2 (kddujici glukosou reprimovatelnou alkohol
dehydrogenazu), ACS! (kodujici acetyl-CoA syntetazu), ICLI (kdéduje izocitrat
lyazu), MLSI (kéduje malat syntetazu), PCKI (koduje fosfoenolpyruvat
karboxylazu) a FBPI (kodujici fruktosu-1,6-bisfosfatdzu) (SCHULLER 2003).
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2. 3. Respirac¢né deficientni mutanti u kmene S. cerevisiae.

2. 3. 1. Obecna charakteristika respira¢né deficientnich mutantu.

Respira¢ni deficience, coz je naruseni spravné funkce respiraniho fetézce, je
nejcastéjSim fenotypovym projevem pifi mutacich mitochondrialnich gent, jez jsou
lokalizovany nejen v mitochondridlni DNA (mtDNA), ale i v DNA jaderné. Pti¢emz
mutace v mitochondridlni DNA se vyskytuje svy$s$i frekvenci v porovnani
s mutacemi jadernymi a bylo odhadnuto, Ze fixace mutaci v mitochondrialni DNA
jsou 10 — 12x rychlejsi nez u jaderné DNA (WALLACE 1989).

Respira¢né deficientni mutanti nejsou schopni vyuzivat nezkvasitelné zdroje
uhliku jako je napt. glycerol nebo laktat a moznosti jejich detekce je vysev bunécné
suspenze na agar s vy$§im obsahem glycerolu a minimalnim mnozstvim glukosy, kde
se respiracné deficientni mutanti projevi ristem malych kolonii, diky omezenému
obsahu pro né vyuzitelné glukosy v médiu.

Respira¢né deficientni mutanti jsou proto n€kdy nazyvani petit (mali) mutanti
nebo také rd mutanti (respira¢né deficientni). Dal$i mozna terminologie respiracné
deficientnich mutantt je odvozena od miry mutaci v mitochondridlni DNA. Kmeny
snormalné fungujicimi mitochondriemi se oznaGuji p° , mutanti s defektnim
mitochondridlnim fetézcem p~ a mutanti, kteti zcela postradaji mitochondridlni DNA
p’ (FERGUSON a BORSTEL 1992).

Existuji znaéné rozdily mezi riznymi kvasinkami ve vytvafeni respirané
deficientnich mutanti. Vé&tSina kvasinek patfi mezi tzv. petit negativni (napi. K.
lactis), u nichz nebyly detekovany velké mutace v mtDNA, na rozdil od kvasinky S.
cerevisiae, kde tyto mutace vznikaji s vysokou frekvenci (Casto se jedna o velmi
rozsahlé delece, které u petit negativnich kvasinek neprobihaji. Tyto mutace jsou
?Lgrgverzibilni), a proto je fazena mezi petit pozitivni (CHEN a CLARK-WALKER
1999).

2. 3. 2. Historie.

Vroce 1949 Boris Ephrussi a jeho kolegové v Pafizi identifikovali a

charakterizovali mutantni "petit” kolonie u kvasinkového kmene S. cerevisiae. Tito
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mutanti byli indukovéni chemicky na zadkladé¢ vyzkumu pisobeni akriflavinu na
kvasinkové buiiky, coZ mélo za nasledek vysoky podil velmi malych kolonii pfi rastu
na miskach s nizkym obsahem glukosy a vys$§im obsahem glycerolu jako zdroje
uhliku. Petit mutanti byli tedy charakterizovani jako respira¢né-deficientni a jejich
charakteristicky fenotyp malych kolonii plyne primarné z pomalejsiho ristu, kdyz
jsou tyto builkky porovnany snormalnimi buiitkami (pfi ristu na YEPG médiu)
(FERGUSON a BORSTEL 1992).

V nékolika dal$ich letech byly popsany hlavni genetické a biochemické
vlastnosti petit mutantd a nasledné se ukazalo, ze genotyp téchto malych kolonii
nevykazuje Mendelovskou dédi¢nost (FERGUSON a BORSTEL 1992).

Vyzkumy dale ukézaly, Ze se jednéd o dédi¢nost mitochondridlni, a v disledku
toho hrali v nasledujicich letech petit mutanti dilezitou roli v sestavovani genovych
map mitochondridlniho geonomu S. cerevisiae, a byla studovana replikace a

transkripce mitochondrialni DNA (mtDNA) (CHEN a CLARK-WALKER 1999).

2. 3. 3. Indukce respiracné deficientnich mutantu.

Mutace, pifi nichZ vznikaji respira¢né deficientni mutanti, jsou spontanni, ale
mohou byt i jednoduSe indukovany mnoha fyzikalnimi a chemickymi mutageny
(FERGUSON a BORSTEL 1992).

Rychlost spontannich petit mutaci se pohybuje kolem 10" (obéas az 10?) na
jednu generaci v zavislosti na druhu kvasinek (LINNANE et al. 1989) a frekvence
petit mutaci se znaén€ zvySuje po pfidani chemickych mutagenid, které pusobi
rozdiln€ u rozdilnych druht kvasinek (WILKIE a GOONESWERA 1980). Kazdy
kmen také neni senzitivni ke vdem mutagenim, a zd4 se, Ze existuje n€kolik gent
zahmutych do indukce spontannich a indukovanych petit mutaci (CHERRY a
DENIS 1989).

Mutageny jsou schopné vazat se k DNA. Nékteré zasahuji do DNA syntézy a
indukuji petit mutace jen v rostoucich burikach, jiné fyzikalni i chemické mutageny
zpusobujici poruchy DNA jsou vice efektivni v nerostoucich buiikach. Zda bude
chemikalie ptsobit jako mutagen nebo ne, mize byt ¢astecné zpisobeno schopnosti

koncentrovat se v mitochondriich (FERGUSON a BORSTEL 1992).
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U kvasinkovych druhd, které patfi k petit negativnim, se miZe petit mutace
vytvofit pouze nasledkem mutagenu, u petit pozitivni S. cerevisiae vznikaji petit
mutace 1 bez exogenni aktivace.

Mezi nejsiln€j§i mutagen indukujici petit mutace patfi ethidium bromid
(SLINIMSKI et al. 1968), coz je velice efektivni mutagen zpisobujici inzerce,
mnohonasobné delece a sekvenéni preskupeni (LEWIN et al. 1978) u rostoucich i u
nerostoucich bun€k a ke svému u€inku potiebuje jen kratkou dobu plsobeni, pii
které dosahuje aZ téméf 100% pfemény bun€k na respiraéné deficientni mutanty. Se
zvySujici se dobou pisobeni nastava sniZeni frekvence petit mutaci a tato ¢aste¢na
reverzibilita je zpisobena opravnymi procesy DNA (FERGUSON et al. 1989).

Dalsim velice silnym mutagenem je berenil, ktery pdsobi podobné jako
ethidium bromid u rostoucich i nerostoucich bunék, a také potiebuje jen kratkou
doba pisobeni, pifi které dosahuje vysoké procento mutaci (FERGUSON a
BORSTEL 1992).

Daéle byl studovan napf. akridin, akriflavin a anilinoakridin, coZ jsou petit
mutageny, pusobici jen na buiiky, které pfi jejich ptisobeni rostou a jako mutageny
pasobi jen pokud je jejich koncentrace dostate¢na k redukci ristové rychlosti a
pieziti bun€k. Petit mutace jsou indukovany jen u dcefinych bun€k. U téchto
mutagend je nutné dlouhé pasobeni (2h a vice) a frekvence indukce petit mutaci je
mezi 10% (anilinoakridin) a 97% (akriflavin). Tato skupina mutagenli se vaze
fyzikaln€, ale ne chemicky k DNA (FERGUSON a BAGULEY 1981) a muze
zpusobit aZ uplnou ztratu DNA (FERGUSON a BORSTEL 1992).

Existuje i mnoho jinych petit mutagenti, napiiklad antibiotika erytromycin a
chloramfenikol, které inhibuji syntézu protein v mitochondriich (WILLIAMSON et
al. 1971).

Mnoho studii mitochondridlniho genomu rizné indukovanych petiti mutanti
naznaduje, Ze ztraty sekvenci mtDNA se nedé¢ji ndhodou. Naptiklad ethidium bromid
indukuje ztratu uréitého useku s geny a ztrata stejného useku je indukovana i UV

radiaci (FERGUSON a BORSTEL 1992).
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2. 4. 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid.

Historie soli tetrazolia a formazanid sahd vice nez sto let zpatky, kdy byl v roce
1875 zreagovan benzen diazolium nitrat s nitromethanem, a tak vytvofen prvni
formazan. V roce 1894 byla oxidaci formazanu vyprodukovana prvni sul tetrazolia a
v nasledujicich letech bylo pfipraveno mnoho set soli tetrazolia a formazani, ale jen
u nékolika z nich byla zji§téna moznost aplikace v biologickém vyzkumu (ALTMAN
1976).

2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (TTC) je podtfida soli tetrazolia a byl
syntetizovan roku 1894. V roce 1941 bylo demonstrovéano, Ze bakterie, kvasinky a
rostliny jsou schopné redukovat toto barvivo (GUNZ 1949) a jedna z prvnich
aplikaci TTC bylo ovéfit kli¢ici schopnost semen (BREVER 1949). Od té doby bylo
ohlaseno mnoho jinych aplikaci v mnoha rtiznych oborech. Naptiklad v mediciné se
pouzitim TTC barveni méfi mista infarktu myokardu nebo rizikova mista pro vznik
infarktu (DELLSERGER er al. 1991) a velice rozsahlé je pouziti TTC
v mikrobiologii, takze TTC dnes slouZi jako jakysi indikator — velice uZite¢ny nastroj

v mikrobidlni genetice, metabolizmu a taxonomii.

2.4. 1. Mechanizmus redukce TTC.

2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (TTC) je ve vod¢ rozpustna sloucenina, ktera
je v oxidované formé bezbarva nebo slabé Zlutd v roztoku. Po redukci prechdzi na
Cervené zbarvenou slou¢eninu trifenyl formazan (TPF) nerozpustny ve vodg, a tato
reakce je v podstaté nevratna (JAMBOR 1954) (obr. 2. 4. 1.). TTC potiebuje ke své
uplné redukci pfes nestabilni meziprodukt na stabilni formazan 2 elektrony
(BOCHNER a SAVEGEAU 1977).

Casto se predpoklada (MUSSER a OSEROFF 1994), podle obsahlych studii
fady soli tetrazolia, Ze TTC soutéZi s kyslikem o redukéni ekvivalenty z cytochrom ¢
oxidazy (SLATER et al. 1963). Na druhou stranu je ale dobfe znamo, Ze hem, ktery
je centrem cytochromoxidazy je dosazitelny jenom pro molekuly mensi, nez je TTC
(MOODY 1996). A kromé toho redoxni potencidl TTC je mensi (pohybuje se
v zapornych hodnotach), neZz aby byl redukovatelny timto centrem piimétenou
rychlosti (obr. 2. 4. 2.).
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Obr. 2. 4. 1. Struktura a redukce TTC (BOCHNER a SAVEGEAU, 1977)

Bylo potvrzeno, ze TTC neni redukovan cytochrom c oxidazou, ale misto toho
je  redukovano v koncentrané¢  zavislém  mnoZstvi  mitochondrialnimi
dehydrogenazami, nejrychleji komplexem I a pomaleji jinymi dehydrogenazami.
(ITO et al. 1997, RICH et al. 2001).

TTC se neredukuje v aerobnich podminkach, ale jen ve striktn¢ anaerobnich.
Pfijima sice elektrony z respira¢niho feté€zce i v aerobnim stavu, ale misto produkce
formazanu je rychle oxidovan zpét molekuldrnim kyslikem (ALTMAN 1976).
Cytochromoxidaza sice TTC neredukuje, ale ma velice vysokou afinitu ke kysliku
(BABCOCK a WIKSTROM 1992) a anaerobni podminky pro redukci TTC vytvati
tim zplsobem, Ze pfi béZici respiraci rychle redukuje molekularni kyslik, ktery takto
neoxiduje pfechodnou nestabilni formu formazanu a miiZze se vytvofit stabilni
formazan. Buriky kolonii rostoucich na agarovych miskdch a respirujici pies
cytochromoxidazu, jsou anaerobni u centru kolonie, kde je také akumulovan erveny

formazan pfi preliti kolonii TTC agarem (RICH et al. 2001).

2. 4. 2. Pouziti TTC v mikrobiologii.

Bylo pozorovano, Ze kolonie rozdilnych mikrobialnich druhi mohou vyvinout
nékolik odstinti ¢ervené, kdyz jsou péstovany na médiu s TTC (HUDDLESSON a
BALTZER 1950). Soli tetrazolia jsou tedy vzhledem k rozdiliim v kapacité redukce

35



ruznymi mikroorganizmy pouzivany pro odhad mikrobialni diverzity (GARLAND a
MILLS 1991) a mohou byt prospésné i pro diferenciaci mikroorganizmi (BELOTI
et al. 1999).

Toto barvivo miiZze byt proto pouzito pro s¢itani mikrobialnich kolonii na
pevném médiu a dovoluje rozeznat metabolické odliSnosti mezi organizmy barvou
kolonii, kterou produkuji (BOCHNER a SAVEGEAU 1977). Nedostatek cervené
barvy v nékterych koloniich miize byt zptisoben neschopnosti pouzit tento akceptor
elektronti mikroorganizmy nebo inaktivnim stavem téchto kolonii (TARAFDAR
2003).

Néekteré metabolicky aktivni kolonie nemusi byt schopny pouzit TTC jako
akceptor elektrond. Mtize to byt zplsobeno tim, Ze odlisné mikroorganizmy maji
odlisné systémy dehydrogendz, nebo je mozné, ze ne vSechny systémy dehydrogenaz
Jsou schopné pouzit TTC jako akceptor elektront. Jina hypotéza vysvétluje nizsi
redukci TTC houbami nez bakteriemi, niz$i difizi této sloZky uvniti bunék hub, diky

struktufe bunécné stény a bunééné membrany (TARAFDAR 2003).

-
[®]
o

cytochrom ¢

-dehydrogenasy

—~®
komplex I

cytochromu b a ¢y

4

Redoxni potencial (mV)

©
£
-
o
(e
o
-
=
R
2
(3]
=
2
o
=
3]
=
-8
~Q
<
(=}
>

komplex
cytochromoxidazy

/ Y
2H. + 1/202 HQO
——

Srnver toka elektrona

Obr. 2. 4. 2. Elektrontransportni fetézec. Pfenos elektronti pfes dychaci enzymové komplexy ve
vnitini mitochondrialni membrang (ALBERTS et al. 1998).
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Produkce formazdnu muze byt pouzZita také jako mira aktivity
elektrontransportniho fetézce (TREVORS 1984).

Neschopnost bun€k a mikroorganizmu redukovat TTC na ¢erveny formazan je
také pouzivano jako prosttedek ke zjisténi nefunkénosti respiraéniho fetézce.
Tato detekce byla uspé$né pouZita kidentifikaci fady mutanti defektnich
v cytochromoxidaze (BOCHNER a SAVEGEAU 1977). Tyto mutanty nevytvareji
vhodné anaerobni podminky, které by dovolily produkci stabilniho formazanu a
z tohoto diivodu miize byt TTC pouzivano k detekci té€chto mutantti (RICH et al.
2001), ac¢koli samo TTC je redukovano dehydrogenazami.

Detekce respiraéné deficientnich mutanti kvasinek S. cerevisiae byla poprvé
demonstrovana na monokoloniich rostoucich na pevném komplexnim médiu s 1%
glukosy, které byly ptelity agarem (pH 7) s0,1% TTC. Kolonie s funkénim
respiracnim fetézcem se obarvily ¢ervené, zatimco kolonie a nefunkénim zistaly bilé
(OGUR et al. 1957).

Byly zkouSeny i rizné doby barveni kolonii (2, 3, 6, 24 hodin). Kolonie
respiracné suficientnich bun€k se vzrlstajicim Casem barveni tmavly a po 24
hodinach byly velice tmavé. Kolonie respira¢né deficientnich bunék, byly zpocatku

bilé a po 24 hodinach velice slabé rizové (OGUR et al. 1957).

2. 4. 3. Faktory ovliviiujici pouziti TTC v mikrobiologii.

Existuje mnoho faktort, které zasahuji do redukce TTC. Redukce TTC zavisi
na zménach pH, které omezuji rozsah rozriznéni organizmi, a je vice intenzivni ve
vy$§im pH (BELOTI et al. 1999). Se zvySujicim se pH se rychle zvySuje mira
obarveni az do pH 7, a dale se jest¢ zvySuje pomalu az do pH 9 (OGUR et al. 1957).

Dale je redukce TTC ovliviiovana nékterymi substraty, obzvlast
dikarboxylovymi kyselinami, které jsou velice kyselé ve vysoké koncentraci a
inhibuji rast, kdyZ je pouzita volna forma kyselin, a ztoho didvodu mohou byt
pouzity sodné nebo draselné soli, nebo mohou byt volné kyseliny neutralizovany
NaOH a dalsim kli¢ovym faktorem ovliviiujicim redukci TTC je koncentrace Zivin
v prostfedi (BELOTI er al. 1999).

Koncentrace TTC pfidand do média je také velice dileZita, protoZe vysoka

hladina muiZe pUsobit inhibi¢né na rist mikroorganizmt (SANYK er al. 1987).
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Koncentrace TTC pouzitd v médiu by tedy méla byt dost nizka na to, aby se vyhnulo
inhibicim ristu, ale dost vysoka na to, aby dovolila barevny rozvoj (HURWITZ a
CARTHY 1986).

Védci se neshodnou v tom, jakd by méla byt ideédlni koncentrace TTC. Podle
nékterych by meéla stacit koncentrace 0,005% (SANYK er al. 1987), podle jinych
(OHARA 1992) az 2%.

Z téchto davodi se n€kdy TTC nepfidava do média, na kterém
mikroorganizmy rostou, ale do média, kterym se mikroorganizmy dodate¢né
ptelévaji nebo prestiikaji (BELOTI et al. 1999).

Dalsi problém pf#i pouziti TTC je, Ze nékteré soli tetrazolia (TTC, MTT, INT)
spontanné redukuji, kdyZ jsou smichany s horkym pepton-agarem, a agar tedy musi
byt zchlazen na teplotu kolem 50°C pied smichanim (BOCHNER a SAVEGEAU
1977).
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3. Material a metody.
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3. 1. Material.

3. 1. 1. Pouzité mikroorganizmy.

Polyploidni pivovarsky kmen Saccharomyces cerevisiae P2

Rodic¢ovské kmeny Saccharomyces cerevisiae:

BY4742 (MATa his3Al leu2 A0 lys2 A0 ura3A0)

BY4741(MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0)

BY4743 (MATa/MATa his3A1/his3al leu2A0/leu2A0 met1 SAO/METIS5
LYS2/lys2A0 ura3A0/ura3A0)

BY4739 (MATa leu2A0 lys2A0 ura3A0)

Od rodi¢ovskych kmenu byly odvozeny haploidni a diploidni homozygotni
dele¢ni kmeny: ccr4A, caf40A, riml5A, nahrazenim geni CCR4, CAF40, RIM15
kazetou kanMX4.

- ziskany ze sbirky EUROSCAREF (sbirka kment s deletovanymi geny), Germany
(http://www.rz.uni-frankfurt.de/FB/fb16/mikro/euroscarf/)

3. 1. 2. Material pro praci s DNA a elektroforézu.

PPP PCR mix (Top-Bio):

150 mM Tris pH 8,8

40 mM (NH4),SO4

0,02% Tween 20

5 mM MgCI2

400 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
100 U/ml Taq purple DNA polymeraty

stabilizatory, barviva

Hmotnostni marker pro elektroforézu — \ DNA / Eco 1301 (MBI Fermentas)

Primery — pFimy a reverzni (viz. kap. 4. 1. 3.)
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3. 1. 3. Pristroje.

Mikroskopy: Leika DMR fluorescenéni mikroskop (Leica microsystem) (objektivy
10x, 20x, 40x, imerzni objektiv 100x; Nomarského kontrast, filtr BP
340-380) + lampa ebq 100 isolated lamp (Leistungselektronik
Jena GmbH)
Carl Weiss Jena (objektivy 10x, 20x, 40x)

Vortex Genie 2 (Scientific Industrie)

PCR MiniCycler (MJ Research)

pH metr (Labio)

Trepacky (Pagnet, Lab-Therm)

Termostaty (Laboratorni pfistroje Praha)

Kamera barevna Hitachi HV-C20, objektiv Navita

Kamera monochromatické (Cohu)

Osvétlovaci systém Fiber-Lite PL-800 (Dolan Jenner)

Centrifugy: Biofuge 13 (Heraeus SEPATECH): thlovy rotor pro 24 mikrozkumavek

Mikro 20 (Hettlich): uhlovy rotor pro 24 mikrozkumavek Eppendorf

Pocitacka kolonii: Colony counter (IUL instruments)

Zdroj pro elektroforézu (Labio)

UV transluminator (Ultra-Lum)

Analytické vahy (Techniprot)

Digitélni ptedvazky (Mettler)

Laminarni box (Esco)

Spektrofotometr (Beckman)

Drticka (Fast Prep)

3. 1. 4. Kultiva¢ni média.
Kultivaéni média a roztoky byly pfipravovany v destilované vodé, ktera byla
vyrobena v aparatufe Rowapur (Watrex). Demi - H;O je destilovand voda

deionizovana v aparatufe Ultrapur (Watrex). VétSina chemikalii je od firmy Lachema

Brno, pfipadny jiny vyrobce je uveden v zavorce.
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3. 1. 4. 1. Tekuta média.

YEPG (komplexni médium s glukosou):
2% glukosa
1% pepton (Imuna)

0,5% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

GM (komplexni médium s glycerolem):
3% glycerol

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

S-médium:

10% glukosa

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
2% pepton (Imuna)

60% glycerol

- glycerol sterilizovat oddélené

Meédium pro testy kvaseni cukru (YEG):
0,4% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

2% testovany cukr

3. 1. 4. 2. Pevna média.

YEPG (komplexni médium s glukosou):
1% (0,5%, 2%) glukosa

1% pepton (Imuna)

0,5% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

2% agar (Sanitas)

GM (komplexni médium s glycerolem):
3% glycerol
1% kvasniény autolyzat (Imuna)

2% agar (Sanitas)

42



GM + BKP:

3% glycerol

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

2% agar (Sanitas)

30mM CaCl; (Sigma)

0,01% BKP (bromkresolovy purpur)

- CaCl, se sterilizuje zv1ast’ a pridava se po ¢aste¢ném zchlazeni média
- BKP je barevny indikator pH: Zluta barva pti pH < 5,2 a fialova pii pH > 6,8,
sterilizuje se zv1ast’ a pfidava se po ¢aste€ném zchlazeni média

- pred sterilizaci upravime pH 5 pomoci 1M HCI

Prelévaci TTC agar:

1,5% agar (Sanitas)

0,5% glukosa

Po sterilizaci se po ¢aste€ném zchlazeni média piidé stejny objem TTC pufru

s 0,1% 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridem.

Agar s 2% glycerolu a 0,1% glukosy:
2% glycerol

0,1% glukosa

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

1% pepton (Imuna)

2% agar (Sanitas)

Laktatovy agar:

0,3% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
0,35% pepton (Imuna)

0,2% KH,PO4 (1)

0,1% (NH4),S04(2)

0,1% MgSO4. 7TH,0 (3)

1% laktat sodny

2% agar (Sanitas)

Sterilizace 1+2 a 3 zvlast.
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MM (minimalni médium):

2% glukosa

0,5% (NH4)2SO4

0,1% KH,PO4

0,05% MgSO;, . 7 H,0

0,1% Wickerhamiiv roztok

2% agar (Sanitas)

- auxotrofnim kmeniim se do média pfidavaji potfebné aminokyseliny

- v8echny soli, Wickerhamuiv roztok a aminokyseliny se sterilizuji zvlast' a do média

se ptidavaji aZ po sterilizaci.

Komplexni definované médium (KDM):

1% glukosa

0,5% (NH4)2S04

0,1% KH,PO,

0,05% MgSOs . 7 Hy0

0,1% Wickerhamuv roztok

0,1% CaCl,

0,05% Casamino acids

0,03% adenin

0,03% tryptofan

- auxotrofnim kmenum se do média pifidavaji potfebné aminokyseliny
- vechny soli, Wickerhamuv roztok a aminokyseliny se sterilizuji zvlast’ a do média

se pfidavaji az po sterilizaci.

3. 1. 5. Roztoky.

3.1.5. 1. Jednoduché roztoky.

1% agarosovy gel:
0,5g agarosy do 50 ml 1x TBE

1000x EtBr:
10mg ethidium bromidu (Sigma) /1 ml H,O
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0,5M EDTA-NaOH:

18,6g NasEDTA (Serva) /100 ml H,O

pH upravit 1M NaOH na pH 8

IM Tris-HCI:

12,1g Tris baze (Serva) /100 ml H,O

pH upravit podle potteby

IM NaOH:
4g NaOH /100 ml H,O

Fyziologicky roztok:
8,5g NaCl /1000 ml H,O

10% SDS:
10g SDS (Sigma) /100 ml H,0O

7,5 M octan amonny:

57,7 g CH,COONH4/ 100 ml H,0

3. 1. 5. 2. SloZené roztoky.

10x TBE:

40 mM Tris-HCI

2 mM EDTA-NaOH
90 mM kyselina borita

TE:
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA-NaOH (pH 8,0)

Wickerhamuv roztok:
0,2 mg biotinu (Serva)

200 mg inositolu
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20 mg riboflavinu

40 mg thiaminu-HCl

40 mg pyridoxinu-HCl

20 mg p-aminobenzoové kyseliny

40 mg pantothenatu vapenatého (Sigma)
40 mg kyseliny nikotinové

0,2 mg kyseliny listové

100 ml H,O

Barvici roztok CBB:
0,25% Coomassie Briliant Blue R-250 (Serva)
40% methanol

10% kyselina octova

Odbarvovaci roztok:
5% methanolu

7,5% kyselina octova

TTC pufr:
A =48 g Na,HPO4. 12H,0
100 ml H,O
B =1,82 g KH,PO4
100 ml H,0
-Slit6lmlAa35 5mlB

RNdza:

1% Ribonukleaza A (Sigma)

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

15 mM NaCl

- pro inaktivaci DN4z se roztok zahteje 15 minut na 100°C
- skladuje se pfi -20°C
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Roztok pro izolaci chromozomadlni DNA:

50 ul 1 M Tris-HCI (pH 8)

20 pl 0,5 M EDTA-NaOH (pH 8)

3 ul markaptoethanol

1 mg zymolyaza (20 tis. U/G, INC Biochemicals)

Upraveny fenol.
Fenol nekolikrat protiepat s 1M Tris-HCI (pH 8) a jednou s 0,1 M Tris-HCI (pH 8),
pak upravit pH na 7,0 a uskladnit pti -20°C.

Upraveny chloroform:

24 dilt chloroformu

1 dil isoamylalkoholu

Roztoky pro spektrofotometrické stanoveni ethanolu (NOACK CR — Megazyme):
1. 1,5 M pufr s pyrofosfatem draselnym (pH 9), azid sodny (0,02% w/v)

2. NAD" (155 mg), H,0 (12,4 ml)

3. Aldehyd dehydrogenaza (7,9 U/ ml)

4. Alkohol dehydrogenaza (167 U/ ml)

Roztoky pro spektrofotometrické stanoveni glukosy (NOACK CR — Megazyme):

1. 2 M imidazolovy pufr, 100 mM chlorid hote¢naty, azid sodny (0,02% w/v)

2. NADP" (150 mg), ATP (440 mg), H,O (12 ml)

3. Hexokinaza (425 U/ ml) + suspenze glukoso-6-fosfat dehydrogenazy (212 U/ ml)

Inkubacni smés pro spektrofotometrické stanoveni glukosy (GLU GOD 250):
Enzymy (glukosaoxidaza > 166 smol/l.s, 4-aminoantipyrin (1 mmol/l), peroxidaza >
16 umol/l.s)

Fosfore¢nanovy pufr (pH 8) (140 mmol/1)

3-methyl-fenol (10 mmol/1)

Roztok Carrez I:

3,6 g K4[Fe(CN)¢] . 3 H,O (Sigma)
100 ml H,0
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Roztok Carrez II:
7,2 g ZnSO4 . 7 H,O (Sigma)
100 ml H,O

BFM:
50% glycerol
0,13 M EDTA-NaOH (pH 8)

0,12% bromfenolova modr

3. 1. 6. Enzymy.

Ribonukleaza A z hovéziho pankreatu (Sigma)
Zymolyaza (20 tis. U/G, INC Biochemicals)

- dale enzymy, které jsou soucasti kit pro stanoveni obsahu glukosy a ethanolu.

3. 1. 7. Aminokyseliny.

Aminokyseliny leucin, lysin, uracil, histidin - Sigma, L-formy — pouZivany

v koncentraci 30 — 50 pg/ml média

3. 1. 8. Barvy.

DioCg — 3,3’-dihexyloxakarbocyanin jodid (Molecular probes) — pouziti pro

fluorescen¢ni barveni v koncentraci 10 pg/ml.

3. 1. 9. Poéitacové programy a databaze.

Software pro analyzu obrazu:
LUCIA G/F (Laboratory Imaging)
Databaze:
Saccharomyces Geonome Databaze (SGD)
http://genome-www.Stanford.edu/Saccharomyces

Pubmed Medline

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Yeast proteome databaze (YPD)
http://www.incyte.com/proteome/YPD

EUROSCAREF (sbirka kment s deletovanymi geny), Germany
http://www.rz.uni-frank furt.de/FB/fb16/mikro/euroscart/)

3. 2. Metody.

3. 2. 1. Sterilizace.

Laboratorni sklo bylo sterilizovano suchym teplem v susarné pfi teploté 160°C
po dobu minimalné 120 minut.

Roztoky, média, Spi¢ky k mikropipetdm, paratka a mikrozkumavky Eppendorf
byly sterilizovany vodni parou v autoklavu 20 minut pfi teploté 127,6°C a tlaku 150
kPa.

Mikrobiologické klicky a hokejky byly sterilizovany Zihdnim po namoceni
v ethanolu.

VSechny manipulace s burikami uréenymi pro dalsi kultivaci byly provadény
pouze se sterilnim materidlem a v mistnosti sterilizované UV zafenim (UV box) nebo

ve sterilnim laminarnim boxu.

3. 2. 2. Kultivace.

3. 2. 2. 1. Kultivace v tekutém médiu.

Kultivace bunék v tekutém médiu (GM nebo YEPG) byla provadéna aerobné
na tfepace v Erlenmayerovych baitkdich o vhodném objemu (objem kultury
maximalné 1/5 objemu bariky).

Buiiky byly zao¢kovany mikrobiologickou klickou a kultivovany pii teploté
28°C.

3. 2. 2. 2. Kultivace na pevném médiu.

Kvasinky byly kultivovany v termostatu pfi teploté 28°C nebo 37°C jako natér,

obfi kolonie nebo monokolonie.
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Obi#i kolonie (makrokolonie) vznikaji z vét§itho poétu bunék. Na pozadované
misto na agaru byly mikropipetou naneseny 10 pl kapky suspenze bun€k ptipravené
v destilované vodé (hustota suspenze 10° — 107 bundk / ml). Ob# kolonie byly
kultivovany jako jednotlivé kolonie, dvojice nebo Sestice kolonii (ve dvou fadach po
ttech). Vzdalenost sousednich kolonii byla 2 cm.

Monokolonie vznikaji rozetfenim nafedéné suspenze bun€k ptipravené
v destilované vodé (hustota suspenze 10% - 10° bungk / ml) na povrch agaru.

PoZadovana hustota suspenze byla vytvofena ve zkumavkach pomoci tedici
fady (hustota suspenze v prvni zkumavce 107/ ml, v posledni 10° - 10°/ ml).

Z posledni zkumavky fedici fady bylo vyseto 100 ul na misku.
3. 2. 3. Skladovani mikroorganizmu.
3. 2. 3. 1. Kratkodobé skladovani.

Kratkodobé (1 meésic) byly kvasinky skladovany na pevném komplexnim

médiu s glukosou v Petriho miskach v chladniéce pfi teploté 4°C.
3. 2. 3. 2. Dlouhodobé skladovani.

Pro dlouhodobé skladovani byla cerstvé narostld kultura kvasinek
resuspendovana v 1 ml komplexniho skladovacitho média (S-médium) a uloZena

v deep-freezu pii teploté -80°C.
3. 2. 4. Stanoveni poétu bunék.

Pocet bun€k v suspenzi byl stanovovan pomoci Thomovy poéitaci komurky a

mikroskopu pfi zvétSeni 15x20.
3. 2. 5. Stanoveni optické denzity (OD).

Opticka denzita kvasinkové kultury byla méfena na spektrofotometru pti
vinové délce 550 nm ve sklenénych kyvetach a optickou drahou 10 mm. Jako

srovnavaci vzorek (blank) bylo pouzito ptislu$né kultiva¢ni médium.
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Pfi ptekroceni hodnoty OD 0,3 musela byt kultura pfed méfenim natfedéna
kultivanim médiem, protoZe prestdva platit linedrni vztah mezi naméfenou

hodnotou OD a biomasou bungk.

3. 2. 6. Stanoveni rustové rychlosti kultury.

Pfislusnd kultura kvasinek byla nejprve aerobné€ kultivovdna pfes noc
v tekutém médiu (GM 3% nebo YEPG 2%) na tiepacce v Erlenmayerovych baikach
pti teplot¢ 28°C. Burky byly zaofkovany tak, aby byla druhy den rano kultura
v exponencialni fazi, tedy aby hodnoty OD byly maximalné do 0,3.

Druhy den byla tato kultura pouzita jako inokulum pro zao¢kovani do nového
média, tak aby vychozi naméfené hodnoty OD byly miniméalné¢ 0,02. Tato
zaoCkovana kultura byla dale aerobné kultivovana a kazdych 60 minut byl odebran
vzorek a byla zméfena jeho optickd denzita na spektrofotometru. Odbéry byly
opakovany 10x — 12x.. Od hodnot OD kolem 0,3 musely byt vzorky urfené k méteni
nafedény

Ziskané hodnoty byly vyneseny do rdstové kiivky, zlogaritmovany, byla

uréena smérnice piimky, ze které byla vypocitana délka jedné genera¢ni doby.

3. 2. 7. Barveni.

3.2.7. 1. Barveni stop po kultivaci kolonii.

Kolonie kvasinek byly opatrné splachnuty zagaru pomoci proudu vody.
Zbytek vody byl vylit a povrch agaru byl prelit barvicim roztokem CBB. Po jedné
hodiné byl barvici roztok vyménén za odbarvovaci roztok, ktery se nechal ptisobit
pfes noc. Builky vrostlé do agaru se barvi modie a lze je tak lépe pozorovat

mikroskopicky.
3.2.7. 2. Barveni kolonii pomoci TTC.

Kolonie kvasinek v ruznych stadiich vyvoje byly barveny 2, 3, 5 -
trifenyltetrazolium chloridem. Kolonie vyrostlé na pevném médiu byly prelity

¢aste¢né vychladlym TTC agarem tak, aby byly uplné zalité v TTC agaru. Pti pouziti
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0,1% TTC v TTC agaru trva barveni kolonii na €erveno zhruba hodinu. Poté bylo

obarveni kolonii zdokumentovano vyfotografovanim.
3. 2. 7. 3. Barveni bunék fluorescenénim barvivem DiOCg.

Buriky uréené k fluorescenénimu barveni DioCg byly resuspendovany ve 20 pl
ethanolu a 80 pl vody, bylo ptidano barvivo/ ¢ koncentraci 10 pg/ ml. Po 15 - 30
minutach byla suspenze bun¢k nanesena na podlozni sklicko a pozorovéna pod
fluorescenénim mikroskopem Leica DMP s filtrem na fluorescenci — 5.

Fotografie byly zaznamenany integra¢ni kamerou Cohu a obraz zpracovan pomoci

software Lucia.
3.2. 8. Prace s DNA.
3. 2. 8. 1. I1zolace chromozomalni DNA zymelyazou.

VSechny kmeny uréené pro izolaci chromozomalni DNA byly kultivovany
aerobné pies noc v tekutém YEPG médiu ve tfepacce pii teploté¢ 28°C. Druhy den
byly v mikrozkumavce Eppendorf zcentrifugovany postupné 2 ml narostlé suspenze
(4 min., 2500 ot./ min., 4°C). Supernatant byl slit a pelet byl promyt destilovanou
vodou a resuspendovan ve 150 pl roztoku pro izolaci chromozomalni DNA, a poté
inkubovan 1 hodinu ve vodni lazni pfi teploté 37°C.

Poté bylo pfidano 20 pl 10% SDS a 100 pl 7,5 M octanu amonného, vzorky
byly zvortexovany a na 15 minut vloZeny do teploty -80°C. Poté byly
zcentrifugovany (15 min., 15 000 ot./ min.) a byl odebran supernatant, ktery byl dale

precistén fenol-chloroformovou extrakei (kapitola 4. 2. 8. 2.).
3.2. 8. 2. Ci§téni a srazeni DNA.

Vzorky byly upravovany fenol-chloroformovou extrakci pfidanim 150 pl
upraveného fenolu a 150 pl upraveného chloroformu, zcentrifugovany (5 min., 5 000

ot./ min., 4°C), a poté byla odebrana horni vodna faze, ke ktera bylo pfidano 300 ul

upraveného chloroformu. Vzorky byly zvortexovany a opét zcentrifugovany (5 min.,
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5 000 ot./ min., 4°C) a opét byla odebrana horni vodna faze obsahujici rozpusténou
DNA.

K roztoku DNA bylo pfidano 0,6 objemu izopropanolu, vzorky byly
zvotexovany, na 15 minut vloZeny do teploty -80°C, a poté zcentrifugovany (15
min., 15 000 ot./ min., 4°C). Poté byl odebran supernatant a pelet na dn¢ (DNA) byl
vysuSen.

Nakonec byla DNA resuspendovéana ve 100 -150 pl TE pro dalsi pfecisténi
RNazou.

3. 2. 8. 3. Pietisténi RNazou.

Vzorek DNA resuspendovany v TE byl doplnén TE na 200 pl, pak byla
pfidana 1/100 objemu RN&zy. Vzorek byl posléze inkubovéan 30 minut pfi teploté
37°C.

Ke vzorku bylo pifidano 100 pl fenolu a 100 pl chloroformu (fenol-
chloroformova extrakce) a byl zcentrifugovan (5 min., 5 000 ot./ min., 4°C). Poté
byla odebrana horni vodna faze a proces se opakoval s200 pl chloroformu.
K odebrané vodné fazi byla piidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 2,5 objemu
98% ethanolu nebo 1 objem izopropanolu. y '

Vzorek byl vloZen na 15 minut do teploty -80°C, pak zcentrifugovan (15 min.,
15 000 ot./ min., 4°C), a potom byl odebran supernatant, ktery se nechal vysusit a
. nakonec bylo pfidano 20 ul TE.

3. 2. 8. 3. Polymerazova Fetézova reakce (PCR).

Reakéni smés pro amplifikaci zvoleného tiseku DNA byla pfipravena na ledu
v 0,2 ml tenkosténnych mikrozkumavkach pro PCR nésledujicim zpisobem:
7,5 pl — PPP Master Mixu
1 pl — templatové DNA
1 ul — 10x ptimého primeru (100 pmol/ul)
1 pl — 10x reverzniho primeru (100 pmol/ul)
4,5 pl — sterilni demi H,O
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Reakéni smés byla zamichana na vortexu, kratce zcentrifugovana a inkubovana
v PCR cycleru podle zvoleného programu. Vytézek amplifikovaného tseku byl

analyzovan elektroforeticky.

Pro amplifikaci genu RIM15 byl pouZit program:

1. 94°C (start reakce) — 5 min.
2. 94°C (denaturace dsDNA) — 1 min.
3. 65°C (ptipojeni primert) — 1 min.
4. 72°C (extenze) — 2,5 min.
5. 35x zpét na krok 2.
6. 72°C (dosyntetizovani) — 12 min.
7. 4°C (ukonceni reakce) -

Pro amplifikaci genu ACTI (kontrola) byl pouzit program:
1. 94°C (start reakce) — 5 min.
2. 94°C (denaturace dsDNA) — 1 min.
3. 50°C (ptipojeni primert) — 45 s
4. 72°C (extenze) — 1,5 min.
5. 35x zpét na krok 2.
6. 72°C (dosyntetizovani) — 12 min.
7. 4°C (ukonceni reakce) - ©

3. 2. 8. 4. Horizontalni elektroforéza v agarosovém gelu.

Analyza fragmenti DNA po amplifikaci byla provadéna pomoci horizontalni
elektroforézy v agarosovém gelu. Ten byl pfipraven rozehfatim 0,5 g agarosy v 50
ml TBE pufru a posléze nalit do plexisklového blo¢ku s ptedem vloZenym hiebenem
zhruba 1 cm od okraje.

Po ochlazeni ztuhnuti agarosového gelu byly odstranény postranice a hieben a
blocek byl pfenesen do elektroforetické vany a prelit 450 ml TBE pufru, tak aby
hladina sahala nad povrch gelu.

Do vzniklych jamek po hiebenu byly mikropipetou naneseny vzorky DNA

smichané s roztokem bromfenolové modii (BFM). —
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Aparatura byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného napéti o velikosti 60-65 V,
coz pfi vzdalenosti elektrod asi 12 cm znamena intenzitu elektrického pole zhruba 5

V/cm.

Po doputovani BFM pfiblizn€ 1 cm od okraje byl gel nasledné obarven 1x EtBr - -

[

a pozorovan pomoci UV-transiluminatoru.
3.2.9. Stanoveni po¢tu rd mutant v kolonii.

Kolonie kvasinek pozadovaného stati byla pomoci sterilniho paratka pfenesena
do mikrozkumavky Eppendorf, resuspendovdna ve vodé a byla spoditana
koncentrace bunék v Thomové pocitaci komurce. Poté byla v fedici fadé nafedéna na
10% bunék/ ml a buiiky byly vysety na pevné médium s 0,1% glukosy a 2% glycerolu,
na kterém rostou rd matantni kolonie jen do vycerpani malého mnoZstvi glukézy,
kdezto respira¢né suficientni kolonie pokracuji v rustu diky spotfebé glycerolu jako
zdroje uhliku.

Po péti dnech rustu kolonii vtermostatu pii teplot¢ 28°C bylo spoéitano
procento rd mutantnich kolonii na misce a tim i procento malych mutantnich buné¢k

v ptivodni kolonii.
3. 2. 10. Ovéreni respiraéni deficience/suficience.

Z ovéfovaného kmene byla pfipravena mirné zakalend suspenze, z niZ byla
naneseno po kapce na laktatovy agar a YEPG agar. Po nékolika dnech kultivace pfi
28°C byl pozorovan nartist jednotlivych kolonii. Ty buiiky, které vytvofily kolonii na
YEPG agaru, ale nevytvotily kolonii na laktatovém agaru jsou respira¢né deficientni.
3. 2. 11. Spektrofotometrické stanoveni glukosy.

3. 2. 11. 1. Stanoveni glukosy pomoci kitu NOACK.
Vzorek (pfiprava vzorku viz. kap. 4. 4. 1.) sroztokem glukosy byl podle

potieby nafedén vodou a pokud bylo tfeba, byly k projasnéni vzorkii pouzity Carrez

roztoky a hydroxid sodny:
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100ul vzorku

700 ul H,O

50 ul roztoku Carrez 1.
50 pl roztoku Carrez II.
100 pl NaOH (100 mM)

Poté byl vzorek zvortexovan a zcentrifugovan (2 min., 5000 ot./ min.) a byla
odebrana horni vodnd suspenze, ze které byly pfipraveny vzorky k méfeni
absorbance na spektrofotometru pfi vinové délce 340 nm. Jako srovnédvaci vzorek
(blank) byla pouZita voda.

Pipetaz do kyvet o objemu 100 pl:

slepy vzorek (blank) vzorek
voda 100 pl 90 pl
vzorek 0pl 10 pl
roztok 1 Sul 5ul
roztok 2 S5ul Sul
roztok 3r, 1 ul 1 pl

Po pfidani roztoku 1 a roztoku 2, byl vzorek lehce promichan a pfesné po 3
minutach byla méfena absorbance (A1). Poté byl pfidan roztok 3 a opét presné po 5
minutach byla odeétena absorbance (A2). Byl stanoven rozdil absorbanci (A2 — A1)
pro slepy vzorek a vodu, a odeten rozdil absorbanci slepého vzorku od rozdilu
absorbanci vzorku. Tak byl ziskan AAgukosy-

Nasledné byla vypocitana koncentrace glukosy podle:

c= 036634 X AAg.lukosy (g/ l)

Pfi vypoétu je nutné pocitat s fedénim vzorku béhem experimentu a vysledek

vynasobit koeficientem fedéni.
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3. 2. 11. 2. Stanoveni glukosy pomoci kitu GLU-GOD 250.

Nejprve bylo 5 minut pfi teploté¢ 37°C ve tmé inkubovano 400 pl inkubaéni
smeési pro stanoveni obsahu glukosy, poté kni bylo pfidano 200 pl vzorku s
glukosou. Roztok byl zvortexovéan a inkubovan 15 minut pfi teploté 37°C. Opét ve
tme.

Po 15 minutach byla méfena absorbance vzorku na spektrofotometru pfi vinové
délce 498 mn.

3. 2. 12, Stanoveni ethanolu pemoci kitu NOACK.

Vzorek ur€eny ke stanoveni ethanolu byl podle potieby natedén, k jeho
projasnéni byly pouzity Carrez roztoky a 100 pmol hydroxid sodny (viz. kap. 3. 2.
11. 1.) a nasledné byl pouzit k ptipravé vzork k méfeni absorbance pii vinové délce
340 nm. Jako srovnavaci vzorek (blank) byla pouZita voda.

PipetaZ do kyvet o objemu 2,54 ml:

slepy vzorek (blank) vzorek
voda 420 pl 400 pl
vzorek 0l 20 pl
roztok 1 40 pl 40 pl
roztok 2 40 pl 40 yl
roztok 3 4 ul 4 ul
roztok 4 4 ul 4ul

Nejprve byl do kyvety napipetovan vzorek s vodou a k nému byl pfidan roztok
1 a roztok 2. Vzorek byl lehce promichan a 3 minuty béZela enzymaticka reakce,
poté byla na spektrofotometru ode¢tena prvni hodnota absorbance (A1), nasledné byl
pfidan roztok 3 a roztok 4, a opét se po jemném promichani nechala bézet
enzymaticka reakce. Po 5 minutach byla opét na spektrofotometru odectena druha
hodnota absorbance (A2). Byl stanoven rozdil absorbanci (A2 — Al) pro slepy
vzorek a vzorek, a odeéten rozdil absorbanci slepého vzorku od rozdilu absorbanci

vzorku. Tak byl ziskdn AAetanolu-
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Nasledné byla vypocitana koncentrace ethanolu podle:
¢ =0,09287 x AActhanolu (g/ 1)

JelikoZ je ethanol t€kavy, tak byly vSechny manipulace se vzorky v tomto
experimentu provadény velice opatrné. Reagen¢ni lahvicky byly okamzité po
odebrani poZadovaného objemu uzavieny, z divodu ochrany vzorkid pfed moznou
kontaminaci parami ethanolu ze vzduchu. Kyvety byly pfed kazdym pouzitim 3x
promyty destilovanou vodou neobsahujici ethanol a vysuSeny.

Zasobniky s reakénimi roztoky byly po celou dobu ptipravy vzorki uloZeny na
ledu. ‘

Dalsi dulezity okamzik pfi zpracovani vzorku bylo jejich michani. Vzorky

nesmély byt tiepany, ale musely byt jemné michany $pic¢kou k mikropipetam.
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Cile diplomové prace:

1. charakterizace kmene S. cerevisiae riml5A.

2. detekce respiratniho metabolizmu v koloniich S. cerevisiae
pomoci TTC.

3. detekce respira¢né deficientnich mutant.

4. spektrofotometrické stanoveni obsahu glukosy a ethanolu
v pevném médiu po riastu kolonii.
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4. Vysledky.
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4. 1. Charakterizace kmene S. cerevisiae riml15A.

Prvni Cast této kapitoly se pfevazn€ zabyva morfologii kvasinkovych kolonii
rodu Saccharomyces cerevisiae. Porovnava ptredevSsim morfologii kolonii
rodi¢ovského kmene BY4742a a kmene riml3A.

Rim15p protein kindza byla popsana jako stimulator genové exprese, je
vyzadovana pro spravny vstup do stacionarni faze a pro adaptaci na respira¢ni rust.
RimI5A bunky jsou defektni v akumulaci glykogenu a trehalosy, indukci
termotolerance a maji snizenou schopnost sporulace (REINDERS ef al. 1998).

Gen RIMI5 byl pro experimenty v této praci vybran na zékiadé jeho funkéni
interakce s Ccr4-Not komplexem, jehoZz vliv na morfologii kolonii kvasinek S.
cerevisiae se sleduje v nasi laboratofi a pro jeho pfedpokladany vliv na morfologii
kvasinkovych kolonii.

Kvasinkové kolonie jsou mnohobunééné utvary, vznikajici pii rlstu
kvasinkovych bun€k na pevném substratu.

Za standardnich podminek je typ kolonie charakteristicky pro dany rod, druh i
kmen. Zajimavy je rozdil mezi koloniemi laboratornich a pfirodnich druhi. Rizné
vinafské izolaty kvasinek S. cerevisiae tvoii kolonie s charakteristickou
strukturovanou morfologii (CAVALIERI er al. 2000) na rozdil od laboratornich
kmen, které tvoii ptevazné hladké kolonie.

Na druhé strané se vSak muze tvorba kolonii liit i v rAmci kmene samotného
v zavislosti na riznych ristovych podminkach. Napiiklad koncentrace agaru
v pevném médiu ma vyrazny vliv na velikost a tvar kvasinkovych kolonii. S riistem
koncentrace agaru dochdzi ke zmenSovani priméru kolonii, zatimco vySka vzrista.
Kolonie na fid$im agaru (1-2%) maji tvar velkych plochych diskd, na vysSich
koncentracich dochazi k jejich zuZzovani a zvySovani (SCHERZ et al. 2001).

Tato &ast prace se zabyva vlivem delece genu RIMI5 na morfologii
kvasinkovych kolonii v zavislosti na zdroji uhliku, na teploté a na mnoZstvi glukosy

v porovnani s rodiCovskym kmenem S. cerevisiae BY4742.
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4.1.1. Ovéreni delece genu RIM1S5.

Delece genu RIM15 byla provedena tak, Ze doSlo k nahrazeni deletovaného
genu genem KanMX pro rezistenci ke geneticinu (vloZeni kanamycinové kazety).

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit nepfitomnost genu RIM 15 v genomu
dele¢niho kmene rimI5A pomoci PCR, i kdyZ §lo o zakoupenou mutantu, jejiz delece
byla podle distributora fadn¢ ovéfena a u které nemél byt divod pochybovat o
spravnosti provedeni a ovéfeni delece. PCR byla provedena z genomové DNA
izolované z rodidovského kmene BY4742¢ a mutantniho kmene rimlSA riznych
parovacich typt (riml5Aa, rimi5Aa, riml5Adi) za pouZziti primert pro gen RIMI5 a
programu uvedeného v metodach (viz. kap. 3. 2. 8. 3.)

Pritomnost genomové DNA a jeji zptsobilost pro PCR byla ovéfena pomoci
PCR za pouziti primeri pro aktinovy gen ACTI pfi podminkach uvedenych
v metodach (viz. kap. 3. 2. 8. 3.). Jako dalsi kontrola byly pouzity primery pro gen
CAF40 (obr. 4. 1. 2.), ktery by dele¢ni kmeny mély mit neporuseny. Velikost tohoto
PCR produktu je 690 bp.

Pro ovéfeni neptfitomnosti genu RIM15 byly ptivodné byly pouzity primery

A a B, ale amplifikovany usek byl pro PCR piili§ dlouhy (2624 pb), takze byl vybran

jiny piimy primer C, a tim se délka amplifikovaného tiseku snizila na 2122 pb.

primery

RIM15 pfimy A 5- TGTGTCAGGACGCCATAGAT -3’
pfimy C 5’- CAACAACCAGAAGCCGAGAA - 3
reverzni B | 5°- GTATCCTCCATTCCATGCAG -3’

CAF40 plimy 5- ACGGCGGTAACGATGCTA - 3°
reverzni 5’- GCTCACGGTCAAGTGCTC - 3

Pii hledani vhodného programu pro amplifikaci hledaného useku DNA byly
postupné ménény teploty a €asy pro pfipojeni primerti a ¢asy extenze, aZ se jako
nejvhodnéjsi ukazal program pro amplifikaci genu RIM15 uvedeny v metodach.

Vysledkem tohoto experimentu bylo zji§téni, Ze mutantim vSech parovacich

typu chybi v jejich chromozomalni DNA gen RIMIS.
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Obr. 4. 1. 1. Kontrola delece genu RIMI5 na elektroforetogramu. 1. BY4742a + caf40 primery, 2.
BY4742a + riml5 primery, 3. Standard molekulovych hmotnosti — A DNA/ Eco 1301 Marker, 4.
riml54a + riml5 primery, 5. riml54a + caf40 primery, 6. rim154a + riml5 primery, 7. riml54a +
caf40 primery, 8. riml54di + riml5 primery, 9. rimi154di + caf40 primery, 10. BY4742a + riml5
primery, 11. BY4742a + caf40 primery.

4. 1. 2. Morfologie kolonii kmene rimI5A v zavislosti na zdroji

uhliku.

Tento experiment byl provadén na pevném komplexnim médiu s glukosou
(YEPG 1%) a na pevném komplexnim médiu s glycerolem (GM 3%) pfi teploté
28°C a jeho cilem bylo zjisténi ovlivnéni morfologie kvasinkovych kolonii deleci
genu RIMI5 pii ristu na médiich s riznym zdrojem uhliku — glycerolem nebo
glukosou.

Morfologie byla porovnavana u kvasinkovych monokolonii, které byly vysety
na médium v poétu jen zhruba 40 kolonii na misku, a to z toho divodu, aby mély
kolonie na misce dostatek prostoru k rustu. Misky s koloniemi byly kultivovany
v termostatu pfi teplot¢ 28°C, a vprubéhu casu (6., 10. a 14. den) byly
fotografovany.

Experiment byl proveden dvakrat (vysev 1. jen na YEPG, vysev 2. na YEPG a
GM), a to stejnym zpisobem jen s rliiznymi Sarzemi peptonu. Z obrazku 4. 1. 1. je
patrné, Ze vyrazné€ji nez mutace, ovliviiuji morfologii kolonii slozky kultiva¢niho

média.
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6. den 10. den 14. den

1% glu BY4742a
(1. vysev)

rim15Aa

BYa
1% glu
(2. vysev)
rim15Aa
BYa
3% gly
(2. vysev)
rim15Aa

Obr. 4. 1. 1. Morfologie monokolonii rodi¢ovského kmene BY4742a a kmene riml54a v zévislosti
na zdroji uhliku pti riistu na YEPG (1%) a GM (3%) médiu pfi teplote 28°C.

Vyrazny rozdil v morfologii proti koloniim rostoucich na médiu s glukosou je
vidét pfi porovnani kolonii rostoucich na médiu s glycerolem. Na tomto médiu jsou
kolonie hladké, dokonale kulaté, bez jakéhokoli naznaku vytvéafeni sektori nebo

lalokt, a to jak u rodi¢ovského kmene BY4742, tak u dele¢niho kmene Ariml35.
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Oproti tomu na médiu s glukosou jsou na koloniich patrné jasné sektory, ovSem se
zachovanim kruhového tvaru kolonie, a morfologie rodi¢ovského kmene BY4742 i
dele¢niho kmene Arimli5, je opét velice podobnd. Co neni na obrazcich vidét je
rozdil ve vySce kolonii. Na glukosovém mediu rostou kolonie znatelné vice do vysky
neZ kolonie na glycerolovém médiu.

Pfi porovnani kolonii z 1. a 2. vysevu pii ristu na médiu s glukosou, tedy pii
pouziti riznych $arzi peptonu je vidét, Ze Sarze pouzita pfi druhém vysevu zpuisobuje
jak u kontrolniho kmene BY4742a, tak u kmene riml54o ztratu kruhového tvaru a

vznik vyraznéj$ich lalokda.

28°C 37°C

BY4742a rim15Aa BY4742a rim15Aa

6. den

10. den

14. den

Obr. 4. 1. 2. Morfologie monokolonii kmenti BY4742a a rim154a v zévislosti na teplot€ — rist na
komplexnim médiu s 1% glukosou.
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4. 1. 3. Morfologie kolonii kmene rim15A v zavislosti na teploteé.

Tento experiment byl provadén na pevném komplexnim médiu s 1% glukosou
(YEPG) pti riznych teplotach - 28°C a 37°C a jeho cilem bylo zjistit vliv deleci genu
RIM15 na morfologie kvasinkovych kolonii rostoucich pii rizné teploté.

Morfologie byla porovnavana u kvasinkovych monokolonii, které¢ byly vysety
na médium opét v pocétu zhruba 40 kolonii na misku (viz. kap. 4. 2. 1.). Dvé€ supiny
misek s koloniemi byly kultivovany v termostatech paraleln¢ pti teplotaich 28°C a
37°C, a v prib&hu ¢asu (6., 10. a 14. den) byly fotografovany.

Z obrazku 4. 1. 2. je patrné ovlivnéni morfologie kolonii teplotou. Kontrolni
kmen BY47420 i deleéni kmen riml5Ada vykazuji pfi ristu pii stejné teploté
podobnou morfologii. Kolonie se pfi rustu pfiteplot¢ 37°C ¢aste¢né podobaji
koloniim rostoucim na komplexnim médiu s glycerolem pii teploté 28°C.

To znamena4, Ze jsou témét hladké a dokonale kulatého tvaru, a i kdyZ jsou zde
opét patrné naznaky sektord, je to zanedbatelné v porovnani s koloniemi rostoucimi
ve 28°C a vytvérejicimi vyrazné sektory a nerovny okraj.

Co se ty¢e vysky kolonii, rostou kolonie vice do vysky pfi pé€stovani ve 28°C

neZ kolonie ze 37°C.

4. 1. 4. Morfologie kolonii kmene rimI5A v zavislosti na mnoZstvi

glukosy.

Tento experiment byl provadén na pevném komplexnim médiu s rozdilnym
obsahem glukosy (YEPG 0,5%, 1%, 2%) pfi teploté 28°C a jeho cilem bylo zjiSténi
vlivu delece genu R/IMI15 na morfologii kolonii rostoucich na médiu s riznym
mnozstvim glukosy v porovnani s rodi¢ovskym kmenem BY4742a.

Morfologie byla porovnavana u kvasinkovych monokolonii, které byly vysety
na médium v poétu zhruba 40 kolonii na misku (viz. kap. 4. 2. 1.) s podilem glukosy
0,5%, 1% a 2% v pevném komplexnim médiu (YEPG). Misky s koloniemi byly
kultivovany v termostatu pti teploté¢ 28°C, a v pribé¢hu ¢asu (6., 10. a 14. den) byly

fotografovany.
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6. den 10. den 14. den

BY4742a

0,5%
rim15Aa
BY4742a

1%
rim15Aa
BY4742a

2%
rim15Aa

Obr. 4. 1. 3. Morfologie monokolonii rodi¢ovského kmene BY4742a a deledniho kmene rimi54a v
zévislosti na mnoZstvi glukosy pti teploté 28°C.

Z obrazku 4. 1. 3. je jasné patrné ovlivnéni morfologie kvasinkové kolonie
procentem glukosy v kultivaénim médiu, a to tak Ze s rostoucim procentem glukosy
se kolonie stava pravidelnéjsi, s rovnéj§im okrajem. Pfi porovnani kolonii rostoucich

na 0,5% a 1% médiu s koloniemi rostoucimi na 2% médiu, vytvafeji kolonie

67



v prvnim pfipad€¢ vyrazné sektory a laloky (nejvice patrné na 0,5% médiu).
Morfologie kolonii dele¢niho kmene riml54a je ve stejnych podminkach srovnatelna

s morfologii rodi¢ovského kmene BY4742q.

4.1.5. Alkalizace GM média.

Kolonie kvasinek pii ristu na pevném komplexnim glycerolovém médiu
periodicky okyseluji a alkalizuji okolni médium. Bylo zji§téno, Ze alkalizace média
je zpisobena uvoliiovanim plynného amoniaku z bunék. Produkce amoniaku a
alkalizace média probihaji v pulsech odd&lenych okyselenim média (PALKOVA et
al. 1997).

Prvni puls produkce amoniaku nastava hned po naneseni suspenze bun¢k (obfi
kolonie) na médium. Je kratky, slaby a je nasledovan acidifikaci média. Oproti tomu
druhy puls produkce amoniaku a stim spojené alkalizace je del$i, siln€j$i a
orientovany proti sousedni kolonii. Pak nasleduje opét acidifikace, a poté dalsi
amoniakovy puls. Amoniak zpUsobuje zastaveni rustu té Casti kolonie, ktera je
nejblize k sousedni kolonii produkujici amoniakovy signal. Zmény pH spojené
s produkci amoniaku byly pozorovany u mnoha druhd kvasinek zroda
Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces, Hansenula a daldich (PALKOVA et
al.1997). U riznych druht, riznych kmenu a na riznych médiich trvaji alkalicka a
acidicka faze rizné dlouhou.

Kolonie dok4zi na amoniakovy signal odpovédét tim, Ze samy za€nou
produkovat amoniak a zastavi rist smérem ke zdroji amoniaku (PALKOVA a
FORSTOVA 2000). Tim, e kolonie miZe byt amoniakovym signilem
naindukovana k tvorbé amoniaku, dochazi k synchronizaci vyvoje kolonii, které
rostou v blizkosti u sebe.

Pravdépodobnym zdrojem amoniaku jsou deamina¢ni reakce aminokyselin
uvnitt buiiky, protoZe amoniakové pulsy jsou zavislé na pfitomnosti aminokyselin
v médiu (ZIKANOVA er al. 2002). Na miniméalnim médiu, na rozdil od komplexniho
média, k zddné produkci amoniaku nedochazi a tato produkce mize byt obnovena
pfidanim smési aminokyselin do minimalniho média. Rlizné aminokyseliny maji

riizny vliv na mnoZstvi vyprodukovaného amoniaku (ZIKANOVA et al. 2002).
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Velmi malo je znamo o zplsobu, jakym se amoniak dostava z buriky. Muze to
byt pasivni difizi neprotonovaného amoniaku pies plasmatickou membranu, nebo
pfenosem bud’ amoniaku nebo jeho protonované formy — amonného iontu — za ucasti
néjakého membranového transportéru. UvaZovanymi transportéry jsou Atol-3
proteiny (PALKOVA et al. 2002).

Neni také zcela jasné jak buriky kolonie ziskavaji informaci o piitomnosti
amoniaku, ale nejpravdépodobné;jsi je pfitomnost cytoplazmatického receptoru uvnitt
butiky, ktery snima intracelularni koncentraci amoniaku (PALKOVA et al. 2003)

(amoniak muzZe pronikat do bunék difuzi).

4. 1. 5. 1. Chovani mutant riml15A z hlediska alkalizace a acidifikace

média.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit jaky vliv mé delece riml5A na prib&h
alkalizace média.

Na pevné komplexni médium s glycerolem (GM) s BKP byly nakapany obii
kolonie rodi¢ovského kmene BY4742a a deleénich kment riml54a, rimlS4a,
riml54di. Kolonie byly uspofadany v Sesticich nebo ve dvojicich, pfi¢emz mezi
sttedy sousednich kolonii bylo vzdy rozmezi 2 cm. Misky s koloniemi byly po cely
¢as rastu inkubovany v termostatu pii 2§°C.

Kolonie byly sledovany béhem vyvoje v Case sohledem na alkalizaci a
acidifikaci média a fotografovanim zdokumentovany. Zmény pH média byly
zviditelnény pH indikatorem bromkresolovou modii (BKP), ktera je fialova pti pH
vy$8im neZ 6,8 a Zluté pii pH niZ$im nez 5,2 .

Prvni puls produkce amoniaku byl pozorovan pouze u rodi¢ovského kmene
BY4742a a dele¢niho kmene riml54a.

Druha silnéjsi alkalicka faze nastala u vSech testovanych kmend, ale s riiznou
intenzitou (obr. 4. 1. 5.). Alkalizace média rodi€ovskym kmenem nastala 10. den a
maxima doséhla kolem 14. dne, poté zacala klesat aZ nebylo fialové zbarveni vidét
(nastoupila acidicka faze). Dele¢ni kmen riml54a zadal alkalizovat médium 11. den,
ale alkalizace byla slab$i neZ u rodi¢ovského kmene. Odeznéni alkalizace nastalo po
20. dni, tedy ve stejny ¢as jako u rodi¢ovského kmene. Kmeny riml54a a riml5A4di

alkalizovaly také, ale jen velice kratce a vyrazné slabéji neZ rodi¢ovsky kmen.
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Obdobny pribéh méla alkalizace u dvojic obfich kolonii. Nastup alkalizace byl ale
'pozdé&ji neZ u Sestic. Alkalizace média rodi€ovskym kmenem nastala v tomto pfipadé
12. den, deleénim kmenem riml54a 13. den a dele¢ni kmeny riml54a a rim154di

zacaly alkalizovat médium jen kratce a slabé€ aZ kolem 15. dne.

6. den 10. den 14. den 20. den

BY4742a

riml5Ada

riml5AdAa

riml5Adi

Obr. 4. 1. 5. Vyvoj 8estic obfich kolonii dele¢nich kmenti rimlS54a, rimi54a, riml5Adi a
rodi¢ovského kmene BY47420 na GM médiu s BKP od 6. do 20. dne. Fialova barva pH indikatoru je
zplsobena alkalizaci média, Zluta acidifikaci.

4. 1. 4. 2. Rozdily ve zbarveni kolonii deletanti rimi5A.

Na pevném komplexnim médiu s glycerolem a s BKP byly zjistény rozdily ve
zbarveni kolonii u deletantd riznych parovacich typu (obr. 4. 1. 6.).

Jako prvni se zacaly hned po né€kolika dnech ristu liSit kolonie dele¢niho
kmene riml54di. Po cely €as ristu se vyznacovaly fialovym zbarvenim na spodu
kolonie (i v acidické fazi) a na povrchu byly barevn¢ prstencovité strukturované se

Zlutym stiedem a tmavé fialovym okrajem.

Kmen riml54a se vyznaCoval téméf po celou dobu trvani alkalické faze
pfitomnosti malych tmavé zbarvenych sektord, kmen rim/54a mél zlut€ zbarveny
stied a bily okraj a rodi¢ovsky kmen BY4742a sice nebyl barevné strukturovan, ale

zhruba kolem 18. dne se na jeho koloniich zadal vytvaret tmavy prstenec.
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16. den 26. den

BYa

riml5Ada

riml5Aa

riml5A4di

Obr. 4. 1. 6. Detail 16-ti a 26-ti dennich obtich kolonii dele¢nich kment rimi154a, riml54a, rim154di
arodi¢ovského kmene BY4742a na GM médiu s BKP. Vliv parovaciho typu na morfologii.
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4. 2. Detekce respira¢niho metabolizmu v koloniich S.

cerevisiae pomoci TTC.

Tato kapitola se pfevazné zabyva detekci respiraéniho metabolizmu v koloniich
rodi¢ovského kmene S. cerevisiae BY a deletanti v genech CCR4, CAF40 a RIMI15
pomoci TTC (2, 3, 5 — trifenyltetrazolium chlorid). TTC je pfi fungujicim respiraénim
fetézci redukovan dehydrogenazami na Cerveny formazan a umoziiuje zjisténi
funk¢&nosti respira¢niho fetézce (OGUR et al. 1957, RICH et al. 2001) (obr. 4. 2. 1.).

Dele¢ni kmeny caf40A a ccr4A byly pro tento experiment vybrany, jelikoZ jsou
soucasti Ccr4-NOT komplexu, jehoz vliv na chovani kolonii se studuje v nasi
laboratofi. Ccr4-NOT komplex pisobi jako regulator genové exprese, ovliviiuje
pribéh bunééného cyklu, degradaci RNA a odpovéd na stres. Komplex existuje in
vivo ve dvou formach o rizné velikosti: 1,0 a 1,9 MDa. Mensi zakladni komplex je
tvofen deviti podjednotkami: Ccrdp, Caflp, péti Not proteiny (Notlp — NotSp),
Caf40p, Cafl130p, z nichZ vét§ina byla popsana samostatné, a az pozd¢ji se zjistilo, Ze
tvofi komplex (COLLART 2003). Lokalizace vSech proteind byla potvrzena v jadie i
v cytoplazmé (DENIS et al. 2003).

Gen CCR4 (Carbon Catabolite Repression) byl identifikovan pti hledani regulatort
exprese ADH2 (Denis, 1984). Alkohol dehydrogenaza 2 umoziiuje kvasinkdm vyuzit
ethanol jako zdroj energie a uhliku. Jeji syntéza je reprimovéana pfitomnosti glukosy.
K regulaci dochdzi na transkripéni urovni. Caf40p (Ccr4 Associated Factor) byl

identifikovan spektrometrickou analyzou teprve nedavno (CHEN et al. 2001).

respiruje

nerespiruje

Obr. 4.2. 1. Cerveny formazan detekujici kolonie nebo oblasti kolonii s respiraénim metabolizmem.
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4. 2. 1. Faktory ovliviiujici barveni kolonii pomoci TTC.

Barveni kolonii kvasinek se dé&je prelitim kolonii TTC agarem smichanym
s TTC pufrem (OGUR et al. 1957). TTC agar musi byt pfed smichanim zchlazen
miniméalné na teplotu kolem 50°C, protoze jinak se TTC pii smichéni s horkym
agarem spontanné redukuje na Cerveny formazan jesté pfed nalitim na kolonie
(BOCHNER a SAVEGEAU 1976).

Ige\sprévné funkci metody byla kriticka pufra¢ni kapacita pouzitého pufru,
proto bylo ke kazdému barveni vzdy nutné pouzivat relativné Cerstvy TTC pufr, ne
star§i neZ mésic, jinak nedochéazelo k redukci TTC na ¢erveny formazan.

V tomto experimentu byl zjistovan vliv jednotlivych slozek TTC pielévaciho
agaru (TTC, agaru a glukosy) na obarveni kolonii. Nejdiive byl sledovan vliv
koncentrace TTC na obarveni. K experimentu byla pouzita 10 dni stard dvojice
obfich kolonii dele¢niho kmene rimAa, pfiCemz jedna obti kolonie byla barvena TTC
ptelévacim agarem s 0,1% TTC a druhé obti kolonie byla barvena TTC ptelévacim
agarem s 1% TTC. Obé kolonie byly vyfotografovany po 60-ti minutach barveni a
byla pozorovana zavislost sytosti ¢erveného obarveni kolonii na koncentraci TTC
v ptelévacim agaru. Se zvySujici se koncentraci TTC pfi stejném Case barveni byla
ale neumoznila sledovat piipadné jemnéjSi rozdily v zabarveni rtznych sektorti.
Proto byla v téchto experimentech pouzivana 0,1% koncentrace TTC a dodrzovan
byl ¢as barveni 60 minut.

V piipadé star§ich kolonii, naptiklad 24 dni starych Sestic kolonii dele¢niho
kmene ccr4Aa, viak nestacila k dostate¢nému obarveni kolonii a obarveni sektort
jen 1 hodina barveni, ale az téméf 8 hodin (obr. 4. 2. 3.). U mladych kolonii v§ak
nesmé¢] byt pfekro¢en ani €as barveni ani koncentrace TTC, protoZze v té€chto
ptipadech doslo k pfebarveni kolonii a detaily na struktufe kolonii se staly
nerozeznatelné.

Zkouselo se také barveni kolonii pouze TTC pufrem s 0,1% TTC bez pfidani
agaru. V tomto piipadé sice dochazelo k redukci TTC na ¢erveny formazam, oviem
vzhledem ke konzistenci kvasinkovych kolonii a jejich pteliti TTC bez pevného

nosice (agaru) doslo k vymyvani kolonii (obr. 4. 2. 4.)
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a) b)

Obr. 4. 2. 2. Zavislost obarveni TTC na koncentraci TTC (60 minut): a) 0,1% TTC, b) 1% TTC.

Obr. 4. 2. 3. Zavislost obarveni TTC na &ase (0,1% TTC): a) 1 hodina, b) 8 hodin.

Obr. 4. 2. 4. Barveni obti kolonie TTC pufrem.
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Dalsim pfedmétem experimentu bylo sledovani vlivu glukosy ptidané do TTC
ptelévaciho agaru. V tomto piipad¢ byly pouzity 8 dni staré obii kolonie riznych
kment. Miska byla pfesn€ v poloviné obti kolonie pfetfiznuta podloznim sklickem, a
kazda polovina misky byla ptelita rtiznym TTC ptelévacim agarem (0,1%TTC). Do
jedné poloviny byla pfidana glukosa, do druhé nikoli. Obé poloviny byly barveny
standardnich 60 minut a bylo pozorovano jasné€j§i probarveni detaill ve struktufe
kolonie u poloviny obfi kolonie, ktera byla pielita TTC prelévacim agarem
s pfidanim glukosy (obr. 4. 2. 5.). Celkovy obraz probarveni kolonie v§ak byl v obou
ptipadech shodny.

Pokud jsou pti barveni TTC dodrzovany stale stejné podminky, je moZno tuto
metodu pouzit k porovnani respiraniho metabolizmu také mezi riznymi stejné
starymi koloniemi stejného kmene. Na obrazku obr. 4. 2. 6. jsou vidét ruzné
respirujici monokolonie rodi¢ovského kmene BY4742a stejného stafi rostouci vedle

sebe na stejném médiu.

Obr. 4. 2. 5. Barveni kolonii TTC agarem s pfiddnim glukosy (pravé strany kolonif) a bez ptidani
glukosy (levé strany kolonif).

Obr. 4. 2. 6. Riizné obarveni stejn¢ starych monokolonii stejného kmene.
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4. 2. 2. Rezy kolonii.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda lze po obarveni kolonii hodnotit
respiracni stav uvnitt kolonie, tedy zjistit, jestli TTC barveni umoziluje barveni jen
povrchové vrstvy kolonie nebo je kolonie obarvena v celém prufezu. Byly pouZity 6
dni staré monokolonie rodi¢ovského kmene BY4742 ptelit¢ TTC agarem s 0,1%
TTC. Po 60-ti minutach barveni byly monokolonie zalité do agaru rozfiznuty velice
ostrym skalpelem na poloviny jednim rychlym fezem, aby bylo docileno rovného
povrchu fezu, coz je dulezité pro fotografovani pod zvétSenim. Jak je patrné na obr.
4.2.7., TTC obarvil kolonii jen do ur¢ité hloubky.

Obr. 4. 2. 7. Rezy monokolonii (rodi¢ovsky kmen BY4742 v 6. dni riistu) po barveni TTC.

4. 2. 3. Barveni rezu kolonii.

Tento experiment byl proveden na zéklad¢ vysledki experimentu popsaného
v kap. 4. 2. 2. a jeho cilem bylo zjistit, zda to, Ze se kolonie barvi pouze na povrchu,
je zptisobeno tim, Ze TTC neni schopno proniknout do podpovrchovych vrstev nebo
zda je pti€inou rozdilny respiraéni metabolizmus v riiznych vrstvach kolonie.

Bylo tedy provedeno barveni fezi 6 dni starych monokolonii rodi¢ovského

kmene BY4742a a deleéniho kmene caf40Aa. Nejprve byly monokolonie prelity 2%
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agarem (bez TTC) a po jeho ztuhnuti byly pomoci velice ostrého skalpelu vyrobeny
fezy kolonii, které byly posléze umistény na prazdnou misku fezem nahoru. Poté
byla celd miska i spolu s fezy zalita TTC ptelévacim agarem (0,1% TTC). Po hodiné
byly obarvené fezy kolonii fotograficky zdokumentovany (obr. 4. 2. 8., obr. 4. 2. 9.)
a bylo pozorovano, Ze fezy kolonii se sice barvi v celém jejich prifezu, ale slab&ji
nez pfi barveni shora. V né€kterych pfipadech je vidét syt&j§i obarveni povrchu

kolonii a slabsi obarveni dolni ¢asti kolonii.

4. 2. 4. Respiraéni metabolizmus monokolonii ruznych kmenu S.

cerevisiae rostoucich na médiu s glukosou.

Pro tento experiment byly vysety monokolonie riznych parovacich typl
rodi¢ovského kmene (BY4741a, BY4742a) a monokolonie riznych parovacich typt
dele¢nich kment (ccr4Aa, ccrd4Aa, caf40Aa, caf40Aa, riml5Aa, riml5Aa) na pevné
komplexni médium s glukosou (YEPG 1%), v riznych dnech byly barveny TTC po
dobu 60-ti minut a fotografovany.

Monokolonie byly vysety jen v poctu asi 20 kolonii na misku, a to z toho
davodu, aby kolem sebe kazda kolonie méla dostatek prostotu a nebyla ovliviiovana
ostatnimi. Hust8i vyseti kolonii mélo vliv na respira¢ni metabolizmus, a tedy na TTC
barveni. V ¢asti misky s vy$§i hustotou kolonii se kolonie barvily méné€ neZ kolonie,
které mé&ly okolo sebe pfi ristu dostatek prostoru.

Cilem pokusu bylo zjisténi vyvoje respiraéniho metabolizmu v ¢ase, rozdilt
respira¢niho metabolizmu mezi rodi¢ovskym kmenem BY a dele€nimi kmeny a déle
mezi jednotlivymi parovacimi typy. Na obr. 4. 2. 10. je ukézan pribéh barveni
vétS§iny monokolonii v ¢ase. Velice mladé, pouze né€kolikadenni monokolonie, se
barvi nejprve od sttedu monokolonie v oddélenych sektorech, kdeZto okraje kolonie
se nebarvi. Sektory se postupem c¢asu, se starnutim monokolonie, spojuji, az je
¢ervené obarvena celd monokolonie s vyjimkou jejiho okraje. S dal§im starnutim se
kolonie obarvuje po celém jejim povrchu vletné okrajii, ale sniZuje se sytost
obarveni. V posledni fazi, u hodné starych monokolonii (21 dni), se uzZ monokolonie

nebarvi kromé jejich okraje, ve kterém jesté probiha respiraéni metabolizmus.
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Obr. 4. 2. 8. Barveni fezii kolonii TTC (6 dni staré monokolonie BY4742a).

Obr. 4.2. 9. Barveni fezil kolonii TTC (6 dni staré monokolonie caf40Aa ).
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Obr. 4. 2. 10. Obarveni kolonii TTC v zavislosti na stafi kolonii. Prib&h barveni od 4. do 20. dne.
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4. den 6.den 12. den 20. den

BY4742a

BY4742a

rim154a

rim15Aa

caf404 a

caf404 a

ccrd4A a

ccrdA a

Obr. 4. 2. 11. Barveni monokolonii rostoucich na komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%) pomoci
TTC. Kolonie byly barveny 60 minut.
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4. den 6.den 12. den 20. den

BY4742a

BY4742a

rim15A4a

rim154a

caf404 a

caf40A a

ccrd4A a

ccrdA a

Obr. 4. 2. 12. Barveni monokolonii rostoucich na komplexnim médiu s glycerolem (GM 3%) pomoci
TTC. Kolonie byly barveny 60 minut.
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4. den 6.den 12. den 20. den

BY4742a

BY4742a

rimi154a

rim154a

caf40A4 a

caf404 a

ccrd4Ad a

ccrdA a

Obr. 4. 2. 13. Barveni obfich kolonii rostoucich na komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%)
pomoci TTC. Kolonie byly barveny 60 minut.
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4. den 6.den 12. den 20. den

BY4742a

BY4742a

rim154a

rim154a

caf40A4 a

caf404 a

ccrdA a

ccrdA a

Obr. 4. 2. 14. Barveni obfich kolonii rostoucich na komplexnim médiu s glycerolem (GM 3%) pomoci
TTC. Kolonie byly barveny 60 minut.
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Z obrazku 4. 2. 11. jsou patrné pomérné malé rozdily mezi pokusnymi kmeny
mezi riznymi parovacimi typy. Vyjimku ovSem tvofil deleéni kmen ccrA, jenz se
lisil nejen od ostatnich zkoumanych kment, ale i v rdmci parovacich typi kmene.
Zatimco ccr4da se podobal ostatnim zkoumanym kmentm, tak ccr4da se od
ostatnich kment velice li§il. Tento kmen se jiZ v prvnich dnech ristu barvil po
celém povrchu monokolonie, a to paprs€ité aZ k okraji kolonie, zatimco u ostatnich
kmeni se zpocatku vytvafely pouze malé Cervené obarvené respirujici ostruvky,
které se s ristem a starnutim kolonii postupné slévaly, az byl kolem 6. dne obarven
téméf cely povrch monokolonie s vyjimkou okraje. U kmene ccr44a byl 6. den
rovnomérné obarven cely povrch monokolonie véetné jejich okraja.

Rozdil mezi timto kmenem a ostatnimi pozorovanymi kmeny je i v sytosti
obarveni. Kmen ccr4Aa respiruje intenzivnéji neZ ostatni kmeny jiz od pocatku ristu
monokolonii, a respiruje také mnohem déle. Zatimco ostatni kmeny mély vrchol
v obarveni TTC mezi 6. a 12. dnem, tak ccr4Aa s intenzivnéji barvil uz v prvnich
dnech a intenzivné respiroval i 16. den, kdy uZ respira¢ni schopnost ostatnich kment
klesala.

Pii porovnéni respiraéni schopnosti velmi starych kolonii (kolem 20-ti dni) se
jednotlivé zkoumané kmeny ani parovaci typy neliSily. Staré monokolonie se uz
téméf nebarvily a byly schopné respirovat uz jen na jejich okrajich.

Z obr. 4. 2. 11. je také vidét, ze v ptipadé lalo¢natych kolonii zbarveni obvykle
zasahuje do vybihajicich lalokid (n€kdy az k jejich okrajim).

4. 2. 5. Respiraéni metabolizmus monokolonii ruznych kmena S.

cerevisiae rostoucich na médiu s glycerolem.

Pro tento experiment byly vysety monokolonie stejnych kmenu a stejnym
zpisobem jako vkap. 4. 2. 4., ale tentokrat na pevné komplexni médium
s glycerolem (GM 3%). Monokolonie byly opét v ¢ase barveny TTC, a poté opé&t
fotografovany (obr. 4. 2. 12.).

V tomto ptipad¢ byly pozorovany rozdily v TTC obarveni mezi jednotlivymi
kmeny. VSechny kmeny se ale na tomto médiu (GM 3%) barvi mnohem méné

intenzivné nez kolonie na pevném komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%).
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U rodi¢ovského kmene BY byly v prvnich dnech ristu a po obarveni TTC na
koloniich pozorovany prstence rtizn€ sytych odstinli ¢ervené barvy, tedy zfejme
ruzné intenzivné respirujici oblasti. Se starnutim kolonii tyto prstence zmizely, azZ se
kolonie nebarvily t¢émé&f vibec kromé malych ¢ervenych skvrnek na stfedu kolonii.

Stejné obarveni jako rodi¢ovsky kmen BY mél dele¢ni kmen rim15A. Kolonie
dele¢niho kmene caf40A mély v pocate¢nich dnech stejny pribéh barveni jako
rodi¢ovsky kmen BY, tvofily také rizné syté¢ Cervené prstence, které se se starnutim
kolonii postupné ztratily. Staré kolonie tohoto kmene se nebarvily témét viibec a
v porovnani s rodi€ovskym kmenem netvofily na svém povrchu malé cervené
respirujici oblasti. Nejvétsi rozdily byly pozorovany u dele¢niho kmene ccr4A, jehoz
kolonie nevytvarely pfi barveni TTC Zadné rizné barevné prstence ani skvrny. U
tohoto kmene byly pozorovany i rozdily mezi parovacimi typy na rozdil od ostatnich
pouzitych kment. Deleéni kmen parovaciho typu ccr44a se v porovnani s dele¢nim
kmenem parovaciho kmene ccr4Aa barvi mnohem vyraznéji, a to nejvice kolem 12.

dne stafi monokolonii.

4. 2. 6. Respiracni metabolizmus obFich Kkolonii ruznych kmenua S.

cerevisiae rostoucich na médiu s glukosou.

Pro tento experiment byly vysety jednotlivé obii kolonie riznych péarovacich
typu rodi¢ovského kmene (BY4741a, BY4742a) a jednotlivé obfi kolonie riznych
parovacich typti dele¢nich kmend (ccr4Aa, ccr4Aa, caf40Aa, caf40Aa, riml5Aa,
riml5Aa) na pevné komplexni médium s glukosou (YEPG 1%). Tyto kolonie byly
ve vybranych dnech barveny TTC a fotografovany.

Cilem pokusu bylo opét zjisténi rozdild respiraéniho metabolizmu mezi
rodi€ovskym kmenem BY a dele¢nimi kmeny, a ddle mezi jednotlivymi parovacimi
typy. Z obrazku 4. 2. 13. jsou patrné rozdily v TTC obarveni mezi jednotlivymi
kmeny avSak ne mezi parovacimi typy jednotlivych kment. Vyjimku ovSem opét
tvofil dele¢ni kmen ccrA, jenZ se liSil nejen od ostatnich zkoumanych kmend, ale i
v ramci parovacich typti kmene.

Obfti kolonie rodi¢ovského kmene BY tvoftily pfi obarveni TTC jiz v prvnich
dnech (4. den) na svém okraji ervené a bile obarvené sektory, stied kolonie se téméf

nebarvil. Se stdrnutim kolonii se zvétSoval lem s rizné barevnymi sektory a zacdal
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respirovat i stied kolonie (12. den). U uplné starych kolonii tohoto kmene (20 dni)
postupné klesala respiraéni schopnost a opét se nebarvil stfed kolonie.

Nejvice podobny rodi¢ovskému kmeni byl deleéni kmen caf40A, jez také
vytvakel jiZz od prvnich dnti ¢erven a bile zbarvené sektory na okraji kolonii a mél
také nerespirujici stied. Se starnutim kolonii se postupné zvétSoval lem s barevnymi
sektory, ale oproti rodi¢ovskému kmeni zstal stied kolonii po celou dobu vyvoje
kolonie svétly kromé& malych respirujicich oblasti. Svétlejsi sektory tohoto dele¢niho
kmene pfevaZovaly nad ¢ervenymi na rozdil od rodi¢ovského kmene, celkové tedy
vice respiroval rodi¢ovsky kmen. Dele¢ni kmen rimiI5A sektory téméf nevytvarel a
stitedy kolonii respirovaly celou dobu vyvoje kolonii stejné intenzivné jako okraje.
Dele¢ni kmen ccr4A nevytvarel viibec zadné sektory a cela kolonie se po celou dobu
barvila stejnomémé, pfiCemz byly pozorovany rozdily mezi parovacimi typy tohoto
kmene. U kmene parovaciho typu ccr4Aa se intenzita zabarveni ménila v zavislosti
na stafi kolonii. Nejintenzivnéji se tento kmen barvil mezi 6. a 15. dnem. Kmen
parovaciho typu ccr4Aa respiroval malo intenzivné po celou dobu.

Vrchol v sytosti barveni byl u vSech zkoumanych kment kolem 9. — 12. dne.

oo v

4. 2. 7. Respira¢ni metabolizmus obFich kolonii ruznych kmenu S.

cerevisiae rostoucich na médiu s glycerolem.

Pro tento experiment byly vysety obii kolonie stejnych kmenl a stejnym
zpusobem jako vkap. 4. 2. 6., ale tentokrat na pevné komplexni médium
s glycerolem (GM 3%). Obii kolonie byly opét v ¢ase barveny TTC, a poté opét
fotografovany (obr. 4. 2. 14.).

Vtomto piipadé¢ byly pozorovany rozdily v TTC obarveni mezi obfimi
koloniemi jednotlivych kment, ne v$ak mezi koloniemi riznych parovacich typt
téchto kmend, stejné jako to bylo pozorovano u kolonii kmeni rostoucich na pevném
komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%). VSechny kmeny se ale na tomto médiu
(GM 3%) barvi mnohem mén€, nez kolonie na pevném komplexnim médiu
s glukosou (YEPG 1%).

Zadny ze sledovanych kmentl, kromé deleéniho kmene caf40A nevytvatel na

tomto médiu barevné sektory. Tento kmen ovSem vytvarel jiz od prvnich dnd vyvoje
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kolonie ¢ervené a bile zbarvené sektory na okraji kolonii a mél nerespirujici stted. Se
starnutim kolonii se postupné zvétSoval lem s barevnymi sektory. Stfed kolonii
nerespiroval téméf po celou dobu vyvoje kolonie. Kolonie rodi¢ovského kmene BY
se barvily po celém povrchu stejné¢ slabé az pfiblizn¢ do 12. dne, kdy se objevil
vyrazn¢ respirujici okraj a malé respirujici oblasti uprostied kolonii, které pretrvaly i
u velice starych kolonii. Dele¢ni kmen rimI5A se barvil podobné jako rodi¢ovsky
kmen rovnomémé po celém povrchu kolonii a po celou dobu vyvoje nevytvarel
jakékoli barevné sektory. Nejvét§i rozdily se projevily opét u dele¢niho kmene
ccr4A. Zatimco kolonie deleéniho kmene ccr44a se po celou dobu vyvoje nebarvi
téméf vibec a nevytvareji ani zadné sektory, tak dele¢ni kmen ccr4da respiruje jiz
od prvnich dnti velice intenzivné. Mladé kolonie tohoto kmene nerespiruji na okraji
kolonie, kolonie kolem 12. dne stafi se barvi po celém povrchu a uplné staré kolonie
respiruji jen na okrajich kolonii.

Vrchol v obarveni vSech sledovanych kmenid nastal obvykle kolem 12. dne,
opét s vyjimkou dele¢niho kmene ccrAa, ktery respiroval déle vice intenzivné nez

ostatni kmeny s vrcholem mezi 6. a 12. dnem.
4. 2. 8. Sestice ob¥ich kolonii.

Obii kolonie stejnych kment jako v ptedchozi kapitole byly vysety na pevné
komplexni médium s glukosou (YEPG 1%) do Sestic tak, Ze sttedy kolonii byly od
sebe vzdalené 2 cm. Kolonie byly opét barveny v ¢ase a poté fotografovany (obr. 4.
2.15)).

9. den 16. den 24. den

Obr. 4. 2. 15. Barveni TTC — ob#i kolonie — 3estice, dele¢ni kmen ccr4Aa.
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Bylo pozorovano, Ze obfi kolonie rostouci v Sesticich nevytvateji na rozdil od
obtich kolonii rostoucich jednotlivé zadné barevné sektory pfi barveni TTC. Vrchol
v intenzité barveni téchto kolonii nastal pfiblizné ve stejnou dobu jako jednotlivé
obfi kolonie. Mladé kolonie, které se navzajem neovliviiovaly, se barvily stejné
intenzivné po celém svém povrchu. Cim byly kolonie star$i a vétsi, tak prestavaly
respirovat v téch ¢astech, kterymi byly nejblize k ostatnim koloniim a uplné staré

kolonie (20. dni) respirovaly uZ jen na okrajich odvracenych od sousednich kolonii.

4. 2. 9. Ranna stadia.

I pfes to, Ze je vyuziti cukru respiraci energeticky nesrovnatelné vyhodnéjsi nez
fermentace, upfednostiiuje kvasinka rodu S. cerevisiae fermentaci pted respiraci.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, v jakém ¢ase od naneseni kolonie na
médium piepnou buriky kolonie z fermentativniho metabolizmu na respira¢ni
metabolizmus.

Buriky kratkodobé kultivované na pevném komplexnim médiu s glycerolem
(GM 3%), byly zaoCkovany do tekutého komplexniho média s glycerolem (3% GM)
a pfes noc inkubovany ve tiepace pii 28°C. Druhy den byla narostla kultura
v exponencialni fazi pouZzita k vysevu obfich kolonii na riznd média: pevné
komplexni médium s glukosou (YEPG 1%), pevné komplexni médium s glycerolem
(GM 3%), minimalni médium s glukosou s upravenym pH (MM 2%, pH6, pH7,
pHS8), komplexni agar s2% glycerolu a 0,1% glukosy a YNB. Buikky pouzité
k vysevu musely byt pfedem kultivovany v GM médiu a musely byt v exponencialni
fazi, z toho duvodu, aby pfi vysevu nemély zasoby glukosy. Dale byly obii kolonie
po 8, 12, 18 a 36 hodinach barveny TTC, a poté fotografovany.

Na obrazku 4. 2. 16. je vidét, Ze buiiky kolonii rostoucich na pevném
komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%) v rannych stadiich vyvoje fermentuji a
respirovat za¢nou aZ zhruba po jednom dni ristu. Buriky kolonii rostoucich na
pevném komplexnim médiu s glycerolem (GM 3%) fermentuji hned v po¢éate¢nich
stadiich, protoZe glycerol je nezkvasitelny zdroj uhliku. Kolonie rostouci na agaru

Na minimalnim pufrovaném médiu s glukosou (MM 2%),na YNB ani na KDM

se kolonie nebarvily ani v rannych fazich, ani po cely ¢as vyvoje kolonie. Minimalni
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médium bylo pro tento experiment vybrano, protoZe se s nim nas$i laboratofi pracuje
a jsou na ném zjistovany dalsi vlastnosti kmenud ccr4A, caf40A, riml5A v porovnani

s rodi¢ovskym kmenem BY.

8hod 12hod 18hod 96hod

GM

Glu-gly

Obr. 4. 2. 16. Vliv média na TTC barveni &asnych stadii vyvoje kolonie.

MM YNB KDM

Obr. 4. 2. 17. Vliv média na TTC barveni kolonie.
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4. 2. 10. Zarustani bunék do agaru.

Jako doplitkovy experiment bylo zji§tovani, jestli buiiky zkoumanych kment
(ccrdA, caf40A a rim15A) a rodiC¢ovského kmene BY4742 zaristaji do agaru.

21 dni staré obii kolonie rostouci na pevném komplexnim médiu s glukosou
byly smyty pod proudem vody, a buiiky které zistaly v agaru, byly obarveny pomoci
CBB roztoku.

Ze zkoumanych kmenu byly zaristajici buiiky pozorovany pouze u dele¢niho
kmene ccr4Aa. Z obrazku 4. 2. 17. je patrné, Ze zaristajici buriky jsou kulovité, a Ze

nevytvareji se pseudohyfy.

Obr. 4. 2. 17a. Zartistani bun&k do agaru. Barveni vymytych kolonii Coomasie Blue Briliant (ccr4Aa).
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Obr. 4. 2. 17b. Zartistani bun&k do agaru. Barveni vymytych kolonii Coomasie Blue Briliant (ccr4/Aa,).

4. 2. 11. Fluorescen¢ni barveni mitochondrii pomoci DiOCs.

Tento experiment byl provadén s cilem zji§téni rozdilti v mitochondriich u
bun€k respiraéné deficientniho kmene a kmene respiraéné suficientniho, a dale
zjisténi rozdilt v mitochondriich bunék mladych kolonii (3 dny) a kolonii starych (20
dni). Experiment byl proveden pouze jednou s malym poétem vyhodnocenych
buné€k. Vysledky jsou proto jen orientaéni.

Na komplexni médium s glukosou (YEPG 1%) byly vysety obii kolonie
dele¢niho kmene caf40Aa ze suspenze tvotené respiraéné deficientnimi buiikami
(malé kolonie sebrané z agaru s 2% glycerolem a 0,1% glukosou) a na laktatovy agar
byly vysety obii kolonie ze suspenze tvotené z respira¢né suficientnich bunek (velké
kolonie sebrané z agaru s 2% glycerolem a 0,1% glukosou). 3. a 20. den byly kolonie
zobou médii odebirany, byla znich vytvofena suspenze, ktera byla nasledné
obarvena fluorescen¢nim barvivem DiOCg a obarvené builkky byly pozorovany
fluorescenénim mikroskopem pod imerznim objektivem 100x a fotografovany pod
filtrem pro =zelenou fluorescenci, a také pfi prochazejicim svétle s filtry
pro Nomarského diferencidlni interferenéni kontrast. Byla pouzivana integrace 10x

(pro barveni starych kolonii 20x).
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4. 2. 18. Fluorescen¢ni barveni mitochondrii pomoci DiOC,. Buiiky pozorovény fluorescen¢nim
mikroskopem pod imerznim objektivem 100x a fotografovany pod filtrem pro zelenou fluorescenci.
3. den pouzita integrace 10x, pro 20. den 20x.

DiOC¢ se do mitochondrii dostavéa a udrzuje se v nich na zaklad€ negativniho
membranového potenciadlu na vnitini mitochondridlni membrané. Do jisté miry tak
odrazi barveni touto barvou i hodnotu membranového potencidlu a tim i aktivitu
mitochondrii. Pfesto je toto stanoveni membranového potencidlu pouze orientaéni,
protoze hromadéni této barvy v mitochondriich neodpovidd piesné¢ hodnoté
membranového potencialu.

JelikoZ byl tento experiment provadén pouze jednou a k jeho vyhodnocovani
bylo jen pouzito malé mnozstvi fotografii, nezjistoval se rozdil v pottu a velikosti
mitochondrii mezi kmeny respira¢né deficientnimi a respiraéné suficientnimi ani u
starych a mladych kolonii. Porovnavana byla pouze intenzita fluorescence. Rozdil
mezi kmeny spocdival vtom, Ze u respiratné deficientniho kmene byl pifi stejné
integraci jakou byl pozorovan i respira¢né suficientni kmen slabsi signal.

[ pfi porovnani mitochondrii zmladych a starych kolonii se také
pravdépodobné projevil rozdil v membranovém potencidlu mitochondrii. Pro buriky

ze starych kolonii obou kmenti musela byt pouZzita vys$i integrace (20x) a u bunék
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respiraéné deficientniho kmene byl signal DiOC¢ natolik nizky, Ze pfi pouzité
integraci nebyly n€kde mitochondrie téméf vidét.

Také se projevily rozdily v obarveni mitochondrii u rtiznych bunék kolonii ve
stejny den a u stejného kmene zptisobené tim, Ze byla barvena smés riizn¢ starych
populaci bun€k a buné€k v rtiznych rastovych fazich (rostouci a stacionarni buiiky).

U obou kmenti tedy dochazelo v pribéhu starnuti kolonie ke snizovani aktivity

mitochondrii (snizovani membranového potencialu) podle probarveni DiOCs.
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4. 3. Detekce respiracné deficientnich mutantu.

Tato kapitola se zabyva detekci téchto respira¢né deficientnich mutantt, jelikoz
pfi praci s rodiCovskym kmenem BY4742 a jeho dele¢nimi kmeny ccr4A, caf40A a
rim15A byly pti barveni monokolonii pomoci TTC pozorovany malé nebarvici se, a
tedy ziejmé€ nerespirujici bilé kolonie men$iho vzristu na pevném komplexnim
médiu s glukosou (YEPG 1%) (obr. 4. 3. 1). Buiiky téchto kolonii byly tedy
vyzkouSeny pfi rustu na médiu s nezkvasitelnym zdrojem uhliku a zjistilo se, Ze jsou
opravdu respira¢né deficientni. Tento prvni jednoduchy test zjiSténi respiracni
deficience podezielych kolonii byl proveden tak, Ze zkoumand kolonie byla
precarkovana na laktatovy agar a i po né€kolikadenni inkubaci v termostatu pii 28°C

zustala miska prazdna.

Obr. 4. 3. 1. Detekce respiraéné deficientnich mutanti pomoci TTC.

4. 3. 1. Podil respira¢né deficientnich mutanti v koloniich riznych

kmenu.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vyskyt a procentualni zastoupeni

respiratné deficientnich mutanti v rizné starych koloniich rodi€ovského kmene
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BY4742a a jeho dele¢nich kment ccrdAa, caf40Aa a riml5Aa. Za tim ucelem byly
vysety buriky téchto kmenid na pevné komplexni médium s glukosou (YEPG 1%) o
hustoté ptiblizné 40 kolonii na misku a inkubovany v termostatu pfi teploté 28°C.
Monokolonie pak byly v ¢ase sbirany (3., 10., 20. den), kazdy den odbéru byly od
kazdého zkoumaného kmene sebrany z misek 3 monokolonie. Z kazdé monokolonie
byla udé&lana suspenze o hustot& 10° bungk, ze které byly vysety buriky na 3 misky s
komplexnim agarem s 2% glycerolem a 0,1% glukosou o hustoté ptiblizn€ 150 — 200
monokolonii na misku (obr. 4. 3. 2.). Po péti dnech bylo spo¢itdno procento malych
(petit) kolonii, pfedstavujicich respira¢né deficientni mutanty, byly spocitany

prumémé hodnoty pro kazdy den a kazdy kmen a vyneseny do grafu (obr. 4. 3. 3.).

Obr. 4. 3. 2. Detekce respiraéné deficientnich mutant na médiu s 0.1% glukosy a 2% glycerolu.

Z grafu je patrné velice vysoké procento respiraéné deficientnich mutantii u
vSech sledovanych kmenti a déle je patrny pokles respiraéné deficientnich mutantti v
kmene caf40Aa, kde procento respiraéné deficientnich mutantt klesnul od 3. do 20.
dne z pfiblizn¢ 70% pouze o 15 — 20%. U ostatnich sledovanych kment byl pokles

mnohem vyraznéjsi, z pfiblizné 60% na 15 — 25%.
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Obr. 4. 3. 3. Procentudlni zastoupeni respiratné deficientnich mutantli v koloniich rostoucich na
komplexnim médiu s glukosou v &ase: 3., 10., 20. den.
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Obr. 4. 3. 4. Procentudlni zastoupeni respira¢n& deficientnich mutantt v koloniich rostoucich na
minimalnim médiu v ¢ase: 3., 10. den.
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Obdobny experiment byl proveden i pro monokolonie stejnych kmenti jako
v pfedchozim experimentu, rostoucich na minimalnim médiu s glukosou (MM 2%)).
Hodnoty jsou vyneseny do grafu na obr. 4. 3. 4. Zde je ale na rozdil od kolonii
rostoucich na pevném komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%) patrny rast
respiraéné deficientnich mutantli v ¢ase s vyjimkou dele¢niho kmene caf40Aa, kde
hodnoty v ¢ase mirné klesaji. Na grafu je také vidét, Ze v koloniich vSech
testovanych kmenti rostoucich na minimalnim médiu s glukosou je o desitky procent
méné respiratné deficientnich mutanti neZ v koloniich rostoucich na pevném

komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%).

4. 3. 2. Podil respira¢né deficientnich mutanti v koloniich v ramci

kmene.

Pti experimentech s TTC barvenim byly vramci jednoho kmene na jedné
misce pozorovany rizné se barvici stejné staré monokolonie, a také byly pozorovany
rizné se barvici sektory v ramci jedné obfi kolonie.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jestli vice se barvici kolonie nebo vice
se barvici sektory vramci jedné kolonie obsahuji niZ§i procento respirané
deficientnich mutantd. Za tim Géelem byly rizné se barvici 6 dni staré monokolonie
(obr. 4. 3. 5) a rizné se barvici sektory 15 dni starych obfich kolonii (obr. 4. 3. 6.)
rodicovského kmene BY4742a a dele¢niho kmene caf40Aa vysety na komplexni
agar s2% glycerolem a 0,1% glukosou, bylo spoditdno procento respirané
deficientnich mutantti a hodnoty byly vyneseny do grafi.

Dele¢ni kmen caf40Aa byl pro tento experiment vybran z divodu zjisténého
vysokého procenta respira¢né deficientnich mutantti v experimentu popsaném v kap.
4.3. 1.

Odbér kolonii a sektorti v ramci jedné kolonie byl pro vysev provadén pied
obarvenim TTC, a proto byly pro vysev odebirany jen &asti sledovanych kolonii a
sektort a zbylé €asti byly obarveny TTC pro zjisténi intenzity obarveni. Obr. 3. 4. 5.
a 3. 4. 6. jsou proto pouze informativni.

Z obr. 4. 3. 5. je u obou sledovanych kment patrné vyssi procento respiratné

deficientnich mutanti v koloniich, které se vice barvi TTC a na obr. 4. 3. 6. je
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Obr. 4. 3. 5. Procentudlni zastoupeni rd mutantii v rizné se barvicich monokoloniich (stafi 6 dnf).
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Obr. 4. 3. 6. Procentudlni zastoupeni respiratn€ deficientnich mutantl v rtizn& se barvicich sektorech
obtich kolonii (stafi 15 dni).
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vidét sniZzené procento respirané deficientnich mutantii ve stiedech obfich kolonii
obou sledovanych kmend, ale neni vidét predpokladany rozdil v obsahu respiraéné
deficientnich mutanti v rizné se barvicich sektorech. Je mozZzné, Ze jsou tyto
vysledky ovlivnéné tim, Ze ¢asti sektorti pro vysev byly z obfich kolonii odebirany

az 15 den, protoze 6. den nebyly sektory na obfich koloniich jesté patrné.

4. 3. 3. Riistova rychlost respiraéné deficientnich mutantii.

Chovani populace mikroorganizmii lze za snadno reprodukovatelnych
laboratornich podminek pfedvidat. Zao¢kujeme-li malé mnoZstvi z dobfe rostouci
vychozi kultury do dobfe michané tekuté Zivné pudy, kultura chvili stagnuje,
adaptuje se na nové podminky, a pak za¢ne exponencialné rust. Po ur€ité dobé rist
opé€t zpomali a posléze zastavi, zpravidla proto, Ze spotiebovala Ziviny nebo kvili
produktiim vlastniho metabolizmu.

Jednim z hlavnich rozdili rtstu v tekuté kultufe a na pevném podklad€ je
dostupnost Zivin. Zatimco v tekutém médiu dochazi po cely ¢as k rovhomémému
rozloZeni Zivin, v prib&hu rastu kolonie se vytvati jejich gradient. V pozdéjsich
fazich ristu navic dochazi k postupnému hromadéni bunék, které nejsou v pfimém
kontaktu se Zivinami (MEUNIER a CHODER 1999).

Podobné jako v tekuté kultufe dochazi v koloniich k ristu minimaln€ ve dvou
zédkladnich fazich. Viceméné podobnd ristu vtekuté kultufe je pouze prvni
exponencidlni faze, kdy dochazi k intenzivnimu déleni bun€k. AvSak druhd faze
vyvoje kolonie je poznamenana diive vzniklym gradientem Zivin a metabolitl, a
dochazi vni k zastaveni déleni bunék uprostied kolonie (buiiky vstupuji do
stacionarni faze), a dale se d€li jen buriky na periferii, které maji lepsi pfisun Zivin.
Ptechod z prvni do druhé ristové faze na pevném pokladé zjevné€ neni zplisoben tzv.
diauxickym shiftem, tj. pfechodem mezi anaerobnim a aerobnim metabolizmem, jak
je tomu v kultufe tekuté (MEUNIER a CHODER 1999).

Cilem tohoto experimentu bylo porovnani rustové rychlosti respiraéné

suficientniho kmene a kmene respiraéné deficientniho v tekuté tfepané kultute.
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Obr. 4. 3. 7. Ristova kfivka respiratn& deficientniho a respiratn& suficientniho kmene caf40Aa.
Vychozi hodnota OD pro rd kulturu 0, 037, vychozi hodnota pro rs kulturu 0,067.

Obr. 4. 3. 8. Ristova kfivka respiratné deficientniho a respiratné suficientniho kmene BY4742a.
Vychozi hodnoty OD: pro rd1 kulturu 0, 035, pro rd2 kulturu 0,06, pro rs kulturu 0,045.
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Ristova rychlost byla méfena u rodi¢ovského kmene BY47420. a u deleéniho
kmene caf40Ao. Dele¢ni kmen caf40Aa byl pro tento experiment vybran, protoze u
n¢j byl zjist€n vysoky podil respiraéné deficientnich mutant pfi barveni kolonii
pomoci TTC.

Méfeni bylo provadéno alespori 8 po sobé nasledujicich hodin a naméfené
hodnoty byly poté vyneseny do grafi a byla vypoditdna rdstova rychlost vSech

sledovanych kmen.

kmeny rstova rychlost
min hod
caf40Aa rd 255 4,24
rs 115 1,92
BY4742a rd1 285 4,75
rd2 208 347
rs 116 1,93

Ristova rychlost obou sledovanych respiraéné suficientnich kmenti byla podle
o¢ekavani pfiblizn€ 2 hodiny. Rustova rychlost respiraéné deficientnich kment byla
vice nez dvojnasobna na rozdil od kment respiraéné suficientnich, tedy vice nez 4

hodiny.
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4. 4. Spektrofotometrické stanoveni obsahu glukosy a

ethanolu v pevném médiu po ristu kolonii.

Kvasinky vyuzivaji jako zdroj uhliku a energie rizné monosacharidy (glukosu,
fruktosu), disacharidy (laktosu, trehalosu). Nékteré kvasinky produkuji extracelularni
enzymy, které jim umoziuji hydrolyzovat polysacharidy (Skrob, celulosa) a jako
zdroj uhliku mohou slouzit i dalsi latky (glycerol, laktat, ethanol).

Ethanol vyuzivaji kvasinky zvlasté¢ fermentativnich roda pfi rastu na glukose
poté, co byla glukosa vyerpana a v médiu se kvaSenim nahromadil ethanol jako
metabolicky produkt. Tento zdroj uhliku je pro kvasinky sice vyuzitelny, ale mélo
ekonomicky. Cast této prace byla tedy zameéfena na sledovani produkce ethanolu
v kvasinkovych koloniich pfi jejich ristu na pevném komplexnim médiu s glukosou
(YEPG) a na sledovani ubytku glukosy z média, na kterém rostly rizné¢ dlouhou

dobu kolonie kvasinek.
4. 4. 1. Priprava vzorki pro stanovovani obsahu glukosy v agaru.

Kity pro spektrofotometrické stanovovani glukosy, které byly pfi tomto
experimentu pouzity (NOACK, GLU GOD), jsou uréené pro stanoveni obsahu
glukosy hlavné v potravindich (NOACK), a tedy ptevazné pro kapalné vzorky (pivo,
vino) nebo pro vzorky, které se daji rozpustit ve vodé nebo homogenizovat
(¢okolada).

V tomto experimentu byla ovSem potieba stanovit obsah glukosy v pevném
médiu, a proto bylo tedy zapotiebi pfipravit vzorky vhodné pro pouziti kitd. Byl
proto navrzen a vyzkousen postup, jimz by ziskan z agaru tekuty vzorek. Na obrazku
4. 3. 1. je zakresleno schéma odbéru vzorkt agaru ureného pro stanoveni glukosy.

Odbéry vzorku agaru byly provadény vedle i pod rizné starymi (0 — 15 dni)
obfimi koloniemi kmene BY4742a uspofadanymi do dvojic nebo do $estic. V obou
pfipadech byla mezi jednotlivymi koloniemi vzdalenost 2 cm. Pro kontrolu byly
paralelné provadény odbéry i na stejné starych prazdnych miskach. Kolonie rostly
v termostatu pti 28°C na 2% YEPG. Dvojice obiich kolonii byly vysévany na misky

z jiného nalévani nez $estice obfich kolonii.
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Obr. 4. 3. 1. Schéma pro odbér vzorki pro spektrofotometrické stanovovéni obsahu glukosy. Cisly
Jjsou oznaceny odebirané vzorky, oranZova koletka znaci kolonie.

Nejprve byl vytiznut korkovrtem o priméru 0,5 cm vzorek agaru, poté byl
umistén do pfedem zvazené mikrozkumavky Eppendorf, zvaZzen a byly k nému
ptidany 3 dily vody.

Ke vzorku byly ptidany sklenéné kuli¢ky o priméru 425 — 600 pm (Sigma, pro
izolaci DNA) a byl opakované (obvykle 3x) mrazen dusikem a drcen sklenénymi
kuli¢kami v drti¢ce (FastPrep) ptiblizné 60s, dokud se nevytvofila homogenni
suspenze, ktera byla posléze zcentrifugovana (2 min., 13000 ot./ min.). Nakonec bylo
odebrano 50 pl vodné suspenze, ktera obsahovala glukosu a bylo ptidano 50 pl vody.

Vzorek byl pouZit ke stanovovani glukosy.

4. 4. 2. Stanoveni obsahu glukosy pomoci kitu NOACK.

S ohledem na cenu kitu, bylo stanovovani glukosy pomoci tohoto Kkitu
provadéno ve 20x menSich objemech, nez bylo doporueno vyrobcem. Misto
doporuéené 3 ml kyvety byla pouzita mikrokyveta (100 pl).

Vzorky byly pro kontrolu méfeny nékolikrat, s obéas kolisavymi vysledky. Do
grafii na obr. 4. 3. 2. a 4. 3. 3. byly vyneseny primérné hodnoty z métfeni kazdého
vzorku. Z grafli vyplyva jasné sniZovani obsahu glukosy v ¢ase a pomalejsi pokles

obsahu glukosy u vzorkid odebranych mimo kolonii.
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Obr. 4. 3. 2. Spektrofotometrické stanoveni obsahu glukosy pomoci kitu NOACK. Obt{ kolonie —

Sestice. Obsah glukosy v agaru pro A=4 je pfiblizn& 21,2 g/ 1, pro A=0,5 ptiblizn& 2,65 g/ 1. Oznaleni
ktivek 1 — 4 viz. obr. 4. 3. 1.
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Obr. 4. 3. 3. Spektrofotometrické stanoveni obsahu glukosy pomoci kitu NOACK. Obti kolonie —

dvojice. Obsah glukosy v agaru pro A=4 je pfiblizn& 21,2 g/ 1, pro A=0,5 priblizng& 2,65 g/ |. Oznaceni
ktivek 1 a 2 viz. obr. 4. 3. 1.
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4. 4. 3. Stanoveni obsahu glukosy pomoci kitu GLU GOD 250.

Pouziti tohoto kitu bylo zvoleno az po ne zcela piesvéd¢ivych vysledcich pii
stanovovani glukosy pomoci kitu NOACK.

Stanovovani glukosy se v tomto pfipadé déje ve vétsich objemech (600 ul) a
pouziva se standardni 3 ml kyveta.

Casy jednotlivych reakci — inkubace reakéni smési a enzymatické reakce — a
nasledné méfeni na spektrofotometru byly provadény vidy v piesné stejnych
intervalech, protoZe reakce probihaly pofdd dal a hodnota absorbance se déle

zvySovala.

<490

t/hod

Obr. 4. 3. 4. Spektrofotometrické stanoveni obsahu glukosy pomoci kitu GLU GOD 250. Obfi kolonie
- estice. Oznaceni kfivek 1 — 4 viz. obr. 4. 3. 1.

Na grafech na obrazcich 4. 3. 4. a 4. 3. 5. je vidét prib&h poklesu obsahu
glukosy v agaru v €ase. Graf 4. 3. 4. znazortiuje prib¢h poklesu obsahu glukosy ve
vzorcich odebranych z misek, na kterych rostly Sestice obfich kolonii. Prvni méfeni
bylo provadéno na prazdné misce bez vysetych kolonii a obsah glukosy by mél
pfiblizné odpovidat 20 g/ 1. Ve vzorcich odebranych mezi a pod koloniemi poklesl

obsah glukosy za tfi dny zhruba na desetinu ptivodniho obsahu a po 15 dnech byla
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koncentrace glukosy v téchto vzorcich uz jen asi 0,2 g/ 1. Vzorky odebrané 1 cm od
kraje kolonii obsahovaly i po 15-ti dnech zhruba 50% ptivodni koncentrace glukosy a
vzorky odebrané z okraje misky dosahovaly 75% pivodni koncentrace glukosy.

Graf 4. 3. 5. znazoriiuje pribéh poklesu obsahu glukosy ve vzorcich
odebranych z misek, na kterych rostly dvojice obfich kolonii. Prvni méfeni bylo opé&t
provadéno na prazdné misce bez vysetych kolonii a obsah glukosy byl pfiblizné 20 g/
1. Ve vzorcich odebranych pod koloniemi poklesl prudce obsah glukosy za tfi dny na
pouhych 10% ptivodniho obsahu glukosy, poté uz obsah glukosy klesal jen pozvolna
az byl po 15-ti dnech pfiblizn¢ kolem 8% pivodniho obsahu. Ve vzorcich
odebranych 1 cm od okraje kolonie postupoval pokles obsahu glukosy jen velice

pozvolna a i po 15-ti dnech bylo naméfeno téméf 75% ptivodniho obsahu glukosy.

——1.
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Obr. 4. 3. 5. Spektrofotometrické stanoveni obsahu glukosy pomoci kitu GLU GOD 250. Obti kolonie
- dvojice. Oznaleni kfivek 1 a2 viz. obr. 4. 3. 1.
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4. 4. 4. Stanoveni obsahu ethanolu v koloniich kvasinek.

Kit pro spektrofotometrické stanovovéani ethanolu, ktery byl pii tomto
experimentu pouzit (NOACK), je ureny pro stanoveni obsahu ethanolu hlavné
v potravinach: pro kapaliny (pivo, vino, lihoviny, ocet, ovocné dZusy) nebo pro
vzorky, které se daji rozpustit ve vodé (med) nebo homogenizovat (likérové
cokolady).

Experiment je =zaloZzen na faktu, Ze kvasinkové buiky S. cerevisiae
uptrednostiiujici fermentaci pied respiraci produkuji kvaSenim ethanol. Cilem
experimentu bylo zjistit, zda se tento produkt fermentativniho metabolizmu hromadi
mezi buikami v kvasinkové kolonii, a zda-li je mozné nahromadéné mnoZstvi

detekovat.

4. 4. 4. 1. Priprava vzorki pro stanoveni obsahu ethanolu

v koloniich kvasinek.

V piipadé tohoto experimentu bylo zapotiebi stanovit obsah ethanolu mezi
burtkkami v kvasinkové kolonii a za tim ucelem byly pfipraveny vzorky vhodné pro
pouziti kitd (NOACK).

Obii kolonie rodi¢ovského kmene BY4742a a deleénich kmeni ccr4AcA,
caf40aA a riml5Aa rostouci jeden den v termostatu pfi teploté 28°C na pevném
komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%) byly i spolu s agarem, na kterém rostly,
vyfiznuty korkovrtem o priméru 0,5 cm. Agar byl pfemistén do definovaného
objemu vody v mikrozkumavce Eppendorf a kolonie zné& byla smyta. Timto
zpisobem byla pfipravena suspenze bun¢k o hustoté ptiblizné 10° bun&k/ ml. Vzorek
byl zcentrifugovan a vodna faze bez bun€k byla pouzita ke stanovovani ethanolu
pomoci kitu.

Jako pozitivni kontrola byl pouzit polyploidni pivovarsky kmen S. cerevisiae
P2, ktery byl zaockovan: 1. do média pro testy kvaseni cukri ve kvasnych
trubickach a jeden den inkubovan pii pokojové teploté (dikazem probihajiciho
kvaSeni byl vznik bubliny, vzniklé hromadicim se CO,) a 2. do stejného média do

zkumavek a jeden den inkubovan v termostatu pfi teplot¢ 28°C. Druhy den byly
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vzorky zcentrifugovany a vodna faze bez bunék byla pouzita ke stanovovani obsahu
ethanolu pomoci kitu.

Pro negativni kontrolu byly zvoleny obfi kolonie kmene BY4742a rostouci
jeden den na pevném komplexnim médiu s glycerolem (GM 3%), kde buiky
nemohou kvasit a produkovat ethanol. Vzorky byly zpracovany stejnym zpusobem
jako v ptipadé€ obtich kolonii rostoucich na pevném komplexnim médiu s glukosou

(YEPG 1%).

4. 4. 4. 2. Stanoveni ethanolu pomoci kitu NOACK.

Z hodnot absorbance ziskanych pfi stanovenich, byla vypoctena koncentrace

ethanolu v 1 ml nefedéného vzorku a nasledné piepoctena na stejné mnozstvi bunék.

médium obsah ethanolu obsah bunék/ml

P2 — kvasna trubicka YEG 2% 930 pg/ml 10°
P2 - zkumavka YEG 2% 540 pg/ml 10°
BY4742a — kvasna

trubicka YEG 2% 640 pg/ml 10°
BY4742a - zkumavka YEG 2% 870 pg/ml 10°
BY4742q - kolonie YEPG 1% 50 ug/ml 10°
ccr4Aa - kolonie YEPG 1% 40 pg/mi 10°
caf40Aa - kolonie YEPG 1% 40 pg/mi 10°
rim15Aa - kolonie YEPG 1% 50 pg/ml 10°
BY4742a - kolonie GM 3% 0 pg/mi 10°
ccr4Aa - kolonie GM 3% 1 pg/mi 10°
caf40Aa - kolonie GM 3% 0 pg/ml 10°
rim15Aa - kolonie GM 3% 2 pg/mi 10°

Experiment potvrdil, Ze v kvasici tekuté kultufe pivovarského kmene i kmene

BY4742a 1ze pouzitou metodou detekovat ethanol. Jeho koncentrace u obou kmeni a
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v obou provedenich byly pfiblizné srovnatelné a pohybovaly se v fadu desetiny
procenta.

Mezi burikami obfich kolonii rostoucich na pevném komplexnim médiu
s glukosou (YEPG 1%) byla piitomnost ethanolu také zjisténa. Jeho mnoZstvi oproti
tekuté kultufe bylo asi 10 x niz$i. Pohybovalo se vSak v hodnotach minimalné 30 x
vys$Sich, nez byly hodnoty zjisténé ve dvou piipadech negativni kontroly (dele¢ni
kmeny kmeny ccr4Aa a riml5Aa) rostouci na pevném komplexnim médiu
s glycerolem (GM 3%). U rodi¢ovského kmene BY4742a a dele¢niho kmene
caf40Aa rostoucich na pevném komplexnim médiu s glycerolem (GM 3%) nebyla

ptitomnost ethanolu detekovana vibec.
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5. Diskuze.
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5. 1. Vliv delece genu RIMI5 na morfologii a pFizpusobeni se

stresovym podminkam.

Protein kinaza Rim15, ktera je definovana jako stimulator genové exprese genu
IME? a sporulace, je nutna pro spravny vstup do stacionarni faze a pro adaptaci na
respiraéni rust. Kmeny s deleci v tomto genu maji defekt v akumulaci glykogenu a
trehalosy a v indukci termotolerance. U deleéniho kmene riml5A byly tedy oproti
rodi¢ovskému kmeni BY4742 ocekavany zmeény v morfologii kolonii a rozdily
v ristu na GM médiu s BKP. V prvni ¢asti prace, kde byla porovnavana morfologie
dele¢niho kmene riml5A srodi¢ovkym kmenem BY4742, nebyly zjistény témeét
zadné rozdily. Byla sice zjiSténa zavislost morfologie deleéniho kmene rimi5A na
zdroji uhliku (YEPG 1%, GM 3%), na teploté¢ (28°C, 37°C), na mnozstvi glukosy
(0,5%, 1%, 2%) a dokonce na $arZi peptonu, ale v§echny tyto morfologické zavislosti
se stejnym zpusobem projevovaly i u rodi¢ovského kmene BY4742.

V dalsi fazi byl zjistovan vliv delece RIM15 na rist kolonii na GM médiu s BKP,
kde jsou diky barvivu v médiu sledovany zmény pH média (ty mohou byt zpisobeny
produkovanym amoniakem nebo muze jit o okyselovani nebo alkalizaci média
vyluc¢ovanim néjakych latek z kolonie nebo jejich zvySeny piijem burikami kolonie).

Byly zjiStény zna¢né rozdily v alkalizaci média mezi rodicovskym kmenem BY4742
a deleénim kmenem rimI/5A. Navic se rozdily projevily i mezi jednotlivymi
parovacimi typy dele¢niho kmene rimi5A. Ptechod kolonii z alkalické do acidické
faze odrazi snahu kolonii uniknout kumulaci faktorti oxidativniho stresu, ziejme
zptsobené hladovénim v predchozi acidické fazi (PALKOVA et al. 2002). Kolonie
adaptuji sviij metabolizmus na ekonomictéjsi, jako je glyoxalatovy cyklus, a jsou
utilizovany bunécné rezervy, jako reakce na nastavajici nepfiznivé podminky jesté
pied prekrotenim jejich unosné miry (PALKOVA a VACHOVA 2003). Gen RIM15
ma vliv na transkripcni a metabolické zmény, jako je naptiklad indukce na stres
reagujicich genli nebo vliv na akumulaci rezervnich latek (SWIMMEN et al. 2006)
muze se tedy podilet na odolnosti ke stresovym podminkdm a zajisténi optimalniho
preziti béhem hladovéni. Podle dosavadnich znalosti protein kindzy Riml5 se
signalnimi drahami a dalS$imi regula¢nimi proteiny (LENSSEN er al. 2002) by u
bunék sdeleci v genu RIMI15 méla byt snizena indukce gend stresové odpovédi.
S tim zfejmé souvisi to, delece v genu RIMIS5 zpuisobila u testovanych kment

pozd¢jsi a krat$i alkalickou fazi u dele¢niho kmene riml5Aa a velice slabou

111



alkalickou fazi u dele¢nich kment rimi5Aa a rim15Adi. Toto zjisténi tedy potvrzuje,
Ze delece v genu RIM15 zpisobuje sniZzenou adaptaci na stresové podminky, coz je
dobte vidét i pfi porovnani Casu nastupu alkalické faze u dvojic a Sestic obiich
kolonii. U dvojic obfich kolonii nastupuje alkalicka faze pozd€ji nez u Sestic obfich
kolonii, coz koresponduje s domnénkou, Zze produkce amoniaku a nastup alkalické
faze odrazi snahu kolonii uniknout kumulaci stresovych faktorl, ziejmé zpiisobené
hladovénim v piedchozi acidické fazi. Jak je vidét z grafii na obrazcich 4. 3. 4. a 4. 3.
5., zachycujicich ubytek glukosy v médiu, na kterém rostou dvojice nebo Sestice
obtich kolonii, klesa obsah glukosy v médiu, na kterém rostly dvojice obtich kolonii
sice prudce, ale pfeci jen zlstava v médiu po celou dobu méteni vyssi, neZ v médiu
na kterém rostly Sestice obfich kolonii. Sestice obtich kolonii nejen rychleji utilizuji
médium, na kterém rostou, ale probiha zde nepochybné i rychlej$i akumulace
stresovych faktorti, a diky tomu tedy prob&hne nastup alkalické faze dfive, nez u
dvojic obfich kolonii.

V experimentech nebyly hodnoceny rozdily mezi jednotlivymi parovacimi typy
dele¢niho kmene rimI5A a rodi€ovského kmene BY4742, protoZe se plivodné zadné
rozdily mezi parovacimi typy nepiedpokladaly. Jako kontrola byl tedy pouzit jen

rodicovsky kmen parovaciho typu a.
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5. 2. Respirace a fermentace v koloniich S. cerevisiae.

Detekce respiracniho metabolizmu v koloniich rodi¢ovského kmene BY4742 a
deletanti v genech CCR4, CAF40 a RIMI5 pomoci 2,3,5-trifenyltetrazolium
chloridu (TTC), ktery je pii fungujicim respiranim fetézci redukovan
dehydrogendzami na ¢erveny formazan, umoznila zjistit nejen funk¢nost respiraéniho
fetézce pifi detekci respiracné deficientnich mutanti, ale i1 stav aktualniho
metabolizmu, jak je zdokumentovano na obrazku 4. 2. 10. Bylo zjisténo, Ze
vykonnou respiraci je mozno zaznamenat nejen na GM médiu, ale i na médiu
s glukosou (i kdyZ o néco pozdé&ji), dale Ze respiracni vykonnost klesa u kolonii
starych, a také Ze obfi kolonie n€kterych kmenl vytvareji sektory se sniZenou
respiraci nebo nevykazujici zadnou respiraci.

Jednim z hlavnich rozdili mezi riistem S. cerevisiae v tekutém nebo na pevném
médiu je povaha dostupnosti Zivin. Zatimco ve tiepané tekuté kultufe jsou vSechny
burniky neustale vystaveny potfebnym Zivinam a svym metabolickym produktiim, u
bun¢k kolonii rostoucich na pevném médiu je situace odlisnd, protoZe béhem ristu
kolonie je vytvafen gradient Zivin a metaboliti kolem kolonie pfimo postupnou
spotiebou Zivin a sekreci metabolitii a difiizi obou (PALKOVA et al. 1997).

Situace pii distribuci Zivin u bunék rostoucich na pevném médiu s glukosou se
vSechny buriky jsou v pfimém kontaktu s Zivinami. V ranych stadiich vyvoje kolonie
se deéli buriky pfevazné na okraji (MEUNIER a CHODER 1999) a jelikoz buiky
v této casti maji dostate¢ny ptisun zivin, lze pfedpokladat, Ze zde pievlada
fermenta¢ni metabolizmus. Tomu odpovida zji§téni, Ze okraj kolonie se v prvnich
dnech ristu nebarvi pomoci TTC, buriky na okraji tedy ztstavaji bilé, jak je vidét na
obrazku 2. 4. 10. (1.) Burky v centru kolonie jsou ziejmé jiz od pocatku zasobeny
Zivinami hufe, takZe se uz od druhého dne ristu kolonie za¢inaji pii barveni TTC na
povrchu objevovat ¢ervené respirujici oblasti, které se se starnutim kolonii postupné
slévaji, az je nasledkem respiratniho metabolizmu obarven téméf cely povrch
kolonie a fermentujici okraj je stale uzsi.

Piechod z prvni rychlé faze ristu (podoba se exponencialni riistové fazi u
bunek v tekutém médiu a prevazuje zde fermenta¢ni metabolizmus) do druhé pomalé

rustové faze (kterd se od druhé ristové faze u bun€k v tekutém médiu zna¢n€ lisi a
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muzZe zde probihat jak respira¢ni, tak fermenta¢ni metabolizmus) kvasinkové kolonie
rostouci na pevném médiu se projevuje postupnym vstupem bun€k v centru kolonie
do stacionarni faze (MEUNIER a CHODER 1999), coZ se projevuje slabnoucim
obarvenim téchto bunék TTC. Tento projev aktualniho metabolizmu signalizuje
vyCerpani zivin a ptechod bunék do klidového stavu. Dal$i rist a déleni bunck
probiha primarné na okraji kolonie. Kde je v tomto pfipad¢ uz snizena hladina Zivin a

buriky v téchto mistech piesly na respiraéni metabolizmus.

BY4742q

caf40Aa.

Obr. 5. 2. 1. 17 dni staré obfi rodi¢ovského kmene BY4742a a dele¢niho kmene caf40Aa pted a po
obarveni TTC.

Na obréazcich 5. 2. 1. a 5. 2. 2., kde jsou zachyceny pomémé staré obfi kolonie
rodi¢ovského kmene BY4742 a dele¢nich kment caf40A a ccr4A, jsou ve stiedech
téchto kolonii vidét intenzivné Cervené obarvené respirujici papily obklopené méné

se barvicimi buiikami ve stacionarni fazi, coz dokazuje, ze i kdyZ tyto respiryjici
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buriky nejsou v pifimém kontaktu s zZivinami v agaru, musi existovat mechanizmus
uéinného piisunu Zivin burikdm po celé kolonii. Jedna moznost je pasivni kapilarni
pohyb Zivin z agaru az k vrchnim vrstvdm kolonie diky porim v bunétné sténé
(MEUNIER a CHODER 1999).

Na obrazcich je rovnéz vidét, Ze ziejmé existuje souvislost mezi morfologii,
barvou kolonii a schopnosti bun€k kolonii barvit se TTC. Pfi riistu kolonie se burky
ruzné vrstvi a vytvareji rizné barevné sektory, které se pii barveni TTC barvi
riznymi odstiny Cervené. Sektory, které jsou na neobarvené kolonii béZové, tak

vykazuji pfi barveni TTC respiracni metabolizmus.

Obr. 5. 2. 2. 20 dni staré ob#i kolonie dele¢nich kmene ccr4Aa pied a po obarveni TTC.

Sektory, které jsou na kolonii slabgji obarvené, naznacuji zfejmé u takto starych
kolonii pfitomnost bunék ve stacionarni fazi. Z porovnani vzhledu sektori na
neobarvené kolonii a intenzity barveni je vidét, Ze intenzivné zabarvené sektory
odrazeji spiSe neZ vétsi nahromadéni bunék, misto s intenzivné)si respiraci. Sektory
tedy vykazuji rozdilny metabolizmus.

Rist kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 i1 dele¢nich kmenid probiha ve dvou
az trech fazich, rychlé, pfechodné a pomalé (BARTONICKOVA 2006, PTACKOVA
2006), obdobn¢ jako bylo popsano v praci Meuniera a Chodera, 1999. Barveni
kolonii pomoci TTC ukazalo, Ze v prvnich dnech (asi 2 — 3 dny), kdy probiha rychlé
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exponencialni mnozZeni bun€k, probiha fermentativni metabolizmus, ale ve stfedni
¢asti uz zacinaji buriky respirovat. Pak nasleduje obdobi asi do 6. dne, kdy na
okrajich kolonii pokracuje fermentativni metabolizmus, ale v centralni ¢asti uz
kolonie intenzivné respiruji. Toto obdobi odpovida fazi zpomaleni ristu, kdy kolonie
obsahuje uz 10® bunék, ale buriky se jesté mnozi. Pak od 6. do 12. dne je pozorovéan
maximalni respiratni metabolizmus, a tedy i pomald riistova faze. Je zajimavé, ze
ptiblizn¢ ve stejné dobé (12. — 16. den) probiha u kolonii alkalizace, zapti¢inéna, jak
jiz bylo feceno v kap. 5. 1. pravdépodobné velkym oxidativnim stresem.

Dale byl sledovan pokles obsahu glukosy v komplexnim médiu s glukosou
(YEPG 2%), na kterém rostly rizn¢ dlouhou dobu obt#i kolonie kvasinek a
z vysledkt méfeni vyplyva (obr. 4. 3. 4. a 4. 3. 5.), Ze jiz tieti den je pokles glukosy
takovy, Ze uz by se neméla projevovat katabolickd represe respirace. Z téchto
vysledki tedy také vyplyva, Ze sklesajicim obsahem glukosy stoupa v koloniich
podil respiratniho metabolizmu. Ranna vyvojova stadia kolonii tedy fermentuji, jak
prokazalo niZsi barveni TTC v rannych stadiich vyvoje kolonii.

Piechod fermentativniho metabolizmu na metabolizmus respiracni je patrny i
pfi barveni rannych vyvojovych stadii kolonii na riznych médiich (obr. 4. 2. 16.).
Obfi kolonie vyseté na komplexni médium s glukosou (YEPG 1%) se vyznacuji
prvni den pfevazné fermentativnim metabolizmem, ktery je poté nahrazen
respiracnim. Pfi rlstu na agaru s 2% glycerolu a 0,1% glukosy a na komplexnim
médiu s glycerolem (GM 3%), byl zdivodi nezkvasitelnosti média sledovan
respiraéni metabolizmus jizZ od zacatku.

Jak jiz bylo feceno, pomoci TTC se nezjist'uje jen respiraéni nebo aktudlni
metabolizmus, ale i funkénost respira¢niho fetézce a je mozné jim tedy detekovat
respiratné¢ deficientni mutanty. P experimentech byla zjisténa prekvapiva
skute¢nost, Ze laboratorni kmen BY4247 vytvaii velké mnozZstvi respiraéné
deficientnich mutant pfi ristu na komplexnim médiu s glukosou (YEPG 1%). A
podobné procento respiraéné deficientnich mutantli vznika i u dele¢nich kment
caf40A, ccr4A, riml5A. Ve tfi dny starych koloniich je zastoupeni respiraéné
deficientnich mutanti az 75% a se starnutim kolonii toto procento postupné klesa az
prumérné na 15%. Tento pokles poméru respira¢né deficientnich mutantti v ¢ase je
zfejmé zpusoben jejich vice nez dvakrat niZsi ristovou rychlosti oproti respiraéné

suficientnim buitkkam (obr. 4. 3. 7. a 4. 3. 8.).
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U ruznych delecnich kment byly zaznamenany rozdily v morfologii
probarveni TTC. Na GM médiu se u monokolonii obvykle projevuje prstencovité
zbarveni, které zfejmé svéd¢i o rustu kolonie v jakychsi pulzech. Kolonie deletantti
v genu CCR4 se ale barvi homogenné. Koncentri¢nost barveni monokolonii se vSak
neprojevuje pii ristu na YEPG médiu, coz muze byt zptisobeno nejen rozdilnymi
pfechody mezi respiranim a fermentatnim metabolizmem, ale i vysokym
zastoupenim respiracné deficientnich mutanti. Je mozné, Ze cervené obarvené
sektory v ¢asnych vyvojovych stadiich, které postupné s ristem kolonie splyvaji, aZ
je obarven cely povrch kolonie, obsahuji respira¢né suficientni buriky a bilé sektory
respiracné deficientni buriky. A jelikoz je rustova rychlost respiraéné suficintniho
kmene dvakrat vét§i nez u respiraéné deficientniho kmene, tak Cervené obarvené
sektory postupné prekryji bilé oblasti.

Zaznamenané rozdily v TTC barveni u riznych péarovacich typti dele¢niho
kmene ccr4A, mohou souviset s rozdilnym vnimanim stresu. CcrAa se barvi méné
intenzivné TTC neZ dele¢ni kmen ccrAa. Vstup kmene ccrAa do pomalejsi ristové
faze srespiratnim metabolizmem nastal rychleji pravdépodobné z duvodid

citlivéjsiho vnimani stresovych signali.
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6. Souhrn.
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V této diplomové praci, kterda se zabyva koloniemi kvasinek rodu
Saccharomyces cerevisiae sdelecemi v genech CCR4, CAF40 a RIMIS5, bylo
dosazeno téchto vysledki:

[.) Byl zistén vliv delece genu RIMI5 na morfologii kolonii.Ve srovnani
s pivodnim rodi¢ovskym kmenem bylo zji§téno, Ze spiSe nez delece RIM15 maji na
morfologii vliv podminky, za kterych kolonie roste (teplota 28°C nebo 37°C,
mnozstvi glukézy v médiu 0,5%, 1% nebo 2%, zdroj uhliku 1% glukéza nebo 3%
glycerol).

II.) Byl sledovan neptiznivy vliv delece na adaptaci na stresové podminky,
projevujici se opozdénou nebo téméi Zadnou produkci amoniaku na médiu
s glycerolem oproti rodi¢ovskému kmeni.

III.) Déle byl detekovan respiratni metabolizmus v koloniich rodic¢ovského
kmene BY a deletanti v genech CCR4, CAF40 a RIMI15 pomoci TTC (2, 3, 5 -
trifenyltetrazolium chlorid). TTC je pfi fungujicim respiraénim fetézci redukovan
dehydrogenazami na Cerveny formazdn a umoziuje zjisténi funkénosti respiracniho
fetézce nebo aktualniho metabolizmu. Bylo zjisténo, Ze vykonnou respiraci je mozno
zaznamenat nejen na glycerolovém médiu (GM), ale i na médiu s glukosou (YEPG)
(i kdyZ o néco pozdéji), a Ze respiracni vykonnost klesa u kolonii star§ich nez 12 dni.
Obfi kolonie rodi¢ovského kmene BY a delecniho kmene caf40A4 vytvaieji na YEPG
médiu vytvareji sektory se sniZenou respiraci nebo nevykazuji zadnou respiraci,
kdezZto kolonie ccr4A4 a riml5A se barvi homogenné. Na GM médiu se monokolonie
kmene ccr4A barvi homogenné, kdezto ostatni prstencovité. Kmen ccr44a se barvi
vyraznéji a déle neZ ostatni kmeny.

IV.) Byli detekovani respiraéné¢ deficientni mutanti, kteti se projevuji
neschopnosti vyuzivat nezkvasitelné zdroje uhliku a na médiu s limitovanym
mnoZstvim glukosy rostou ve formé malych kolonii (petit). U sledovanych kmeni
bylo zjisténo vysoké procento vzniku spontannich rd mutaci v koloniich (50 — 70%),
pficemz vyssi procento bylo v TTC méné se barvicich oblastech kolonii.

V.) Byl sledovan pokles obsahu glukosy v komplexnim médiu s glukosou
(YEPG), na kterém rostly rizné¢ dlouhou dobu kolonie kvasinek a byl zaznamenan

obsah ethanolu mezi buitkami kolonii rostoucich na tomto médiu.
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