6. Souhrn

V této dizertacni praci jsme se pokusili pfispét k lep§imu porozuméni vlastnostem
osmotolerantni kvasinky Z. rouxii.

Prvotnim ukolem bylo pfipravit pro kvasinku Z rouxii soubor metod genového
inZenyrstvi, které¢ byly dosud velmi limitované, a neumozZiiovaly tak studium specifickych
vlastnosti Z. rouxii, k nimz patfi pravé vysoka osmotolerance.

Podarilo se nam vytvofit protokol pro u€innou transformaci Z. rouxii elektroporaci.
Ptipravili jsme auxotrofni mutantni kmeny odvozené od typového kmene Z rouxii CBS 732"
obsahujici rlizné kombinace mutaci wra3, leu2 nebo adel. lzolovali jsme a fukéné
charakterizovali centromery Z. rouxii a pfipravili prvni centromerové vektory pro Z rouxii
obsahujici rtzné auxotrofni selekéni geny (ScURA3, ZrLEU2, ZrADE2) a polylinker.
Vyhledali jsme dostupné informace o ptirozeném plasmidu Z. rouxii pSR1, a na jejich zakladé
vyuzili ¢ast jeho sekvence pro konstrukci episomalnich plasmida Z. rouxii, obsahujicich rizné
auxotrofni selekéni geny (ScURA3, ZrLEU2, ZrADE?) a polylinker. Vytvotili jsme systém pro
vicenasobnou deleci gend v Z rouxii prostiednictvim dele¢ni kazety loxP-kanMX-loxP
namnozZené PCR a plasmidu exprimujiciho recombinasu cre. Ovérili jsme vyuziti GFP pro
lokalizaci proteinl v Z. rouxii, a pro tento Ucel piipravili plasmid pZGFP. Zjistili jsme, Ze v Z.
rouxii je mozno pouzit gen MPRI S. cerevisiae jako pomocny selekéni gen, a dale ze v Z.
rouxii nelze vyuzit promotor ScGALI pro regulovanou expresi genl, protoze pti ristu bunék
na glukose neni reprimovan. Poznatky jsem publikovali ¢i odeslali k publikovani (viz
publikace ¢. 1 - 4).

Pripravili jsme tak soubor nastrojli umoziujici v Z rouxii expresi genii z riznych
plasmidi za pomoci riznych druhl selekce, pfipravu vicenasobnych dele¢nich mutanti a
ur¢eni lokalizace proteinli v burikach. Tento soubor byl vytvafen ve kmeni s genetickym
pozadim CBS 732", coz je typovy kmen Z rouxii, jehoz kompletni sekvence genomu bude v
brzké dobé¢ vetejné pristupna.

Typovy kmen CBS 732" patii spolu s kmenem ATCC 42981 k nejcastéji studovanym
kmenim Z rouxii. Pfi optimalizaci transforma¢niho protokolu pro Z. rouxii jsme zjistili, Ze
derivaty téchto dvou divokych kment vyzaduji odlisné podminky pro rozvolnéni jejich

bunécnych povrchi, coz naznacovalo odlisné sloZeni ¢i strukturu bunéénych stén. Fakt, Ze k
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uspédné elektroporaci kmenl bylo zapotiebi buitky kultivovat za mirného solného stresu,
naznacoval, Ze se budou vlastnosti osmotolerantni a vlastnosti bunééné stény Z. rouxii
navzajem ovliviiovat. Tyto dva divoké kmeny jsme proto porovnali z hlediska jejich vlastnosti
tykajicich se osmotolerance a sloZeni a struktury bunéénych stén. Zjistili jsme, Ze kmen
ATCC 42981 je osmotolerantnéjsi nez CBS 732", produkuje vice glycerolu, ktery je pouzivan
v kvasinkach jako osmoregulaéni latka, a, na rozdil od kmene CBS 732", je schopen glycerol
asimilovat. Buiiky méné osmotolerantniho kmene CBS 732" mély rigidn&jsi bunénou sténu
nez bunky osmotolerantnéjsiho ATCC 42981. Elasti¢téjsi st€éna ATCC 42981 muze
pravdépodobné flexibiln€ji reagovat na zmény osmotického tlaku, a tak pfispivat k vyssi
osmotoleranci tohoto kmene. ATCC také obsahoval vice chromosomt (8) nez CBS 732" (7), a
jeho genom byl celkové vétsi. Nami zjisténé skuteCnosti byly v souladu s nedavno
publikovanou hypotézou, ze kmen ATCC 42981 je ve skute¢nosti kmenem hybridnim (James
et al., 2005). Rozdily nalezené ve vlastnostech dvou nejc¢astéji studovanych kmend Z. rouxii
jsme zpracovali do dvou publikaci (viz publikace ¢. 5 a 6).

K osmotoleranci kvasinek vyrazné pfispivaji udrzovanim iontové homeostaze proteiny
s funkei prenadect alkalickych kovi jako jsou Na'/H -antiportéry. Cést dizerta¢ni prace byla
proto vénovana studiu téchto prenaseci kvasinek, zvlasté pak Z. rouxii.

Pro zjisténi vyznamu konkrétnich oblasti Na'/H -antiportéra kvasinek pro jejich funkei
jsme porovnali sekvence Na'/H"-antiportért patnacti riiznych druhli kvasinek homolognich k
proteinim Nhalp, Nhxlp a Khalp S cerevisiae z hlediska jejich fylogenetické
konzervovanosti. Identifikovali jsme konzervované aminokyselinové zbytky ¢i celé motivy
(zvlasté na urovni transmembranovych domén), které vypovidaji o vyznamu téchto oblasti pro
funkci prenaSeci. Fylogeneticka analyza ukazala, ze proteiny Nhx1p jsou ptibuzné sav¢im a
rostlinnym pfenaseciim, proteiny Khalp jsou podobné bakteridlnim ptenaSecim a proteiny
Nhalp tvofili samostatnou skupinu. Recentni vysledky naznacuji, Ze homology Nhalp se
nachazeji i v lidském genomu (Brett e al., 2005). Vysledky analyzy jsme publikovali (viz
publikace ¢. 7).

Pii vyhledavani geni kodujicich Na'/H'-antiportéry v dostupnych databéazich
obsahujicich sekvenované genomy kvasinek jsme u dvou druhi, S. pombe a Y. lipolytica,
zjistili pfitomnost dvou gend kodujicich tyto proteiny. Kolegyné Mgr. Klara Papouskova

zjistila, Ze tyto kmeny obsahuji kazdy vzdy jeden pienaseé transportujici pouze Na™ a Li*, a
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druhy transportujici i K*. Tyto ptena$ece tak patrné hraji rozdilné role v bun&&né fyziologii. V
Z. rouxii byl dosud identifikovan pouze pfenase¢ Na" a Li" (ZrSod2-22p), a proto bylo
diivodné predpokladat, ze i kvasinka Z rouxii bude obsahovat Na'/H -antiportér rozeznavajici
K" jako sviij substrat. Vyuzili jsme proto pfistupu do zatim nevefejné databaze Génolevures 3
obsahujici kompletni sekvenci genomu Z. rouxii pro vyhledani mozZnych dalSich genua
kédujicich Na'/H'-antiportéry. Identifikovali jsme novy Na'/H-transportni protein Z rouxii,
ktery jsme nazvali ZrNhalp, a ten funkéné charakterizovali heterologni expresi v S. cerevisiae.
Zjistili jsme, Ze ma schopnost eliminovat z bunék jak sodné a lithné, tak i1 draselné kationty.
JelikoZ prenaSe¢ ZrSod2-22 byl dosud studovan také pouze heterologni expresi v S. cerevisiae,
sledovali jsme prostfednictvim nastroji genového inZenyrstvi vytvorenych v této praci funkci
obou transportérti ptimo v Z. rouxii, abychom potvrdili jejich transportni specifitu zjisténou v
burikach S. cerevisiae.

Potvrdili jsme, Ze ptenaSe¢ ZrSod2-22p je dllezity pro rust Z rouxii v pfitomnosti
zvy$ené koncentrace Na' ¢&i Li', ale nikoli K*, a naopak ZrNhalp je dilezity hlavné pro
toleranci vysoké vnéjsi koncentrace iontd K'. Sledovani fenotypu mutantéi Z. rouxii s deleci
téchto antiportéri ukazalo, Ze oba pienaseCe Z rouxii mohou castecné komplementovat své
funkce v eliminaci sodnych nebo lithnych kationti z bunék. Kvasinka Z. rouxii tak obsahuje
krom¢ pfenasece s uzkou substratovou specifitou (ZrSod2-22p), ktery zfejmé slouzi hlavné k
eliminaci toxickych kationti z bunék, téz pfenase¢ se Sirokou substratovou specifitou
(ZrNhalp), jenz vzhledem ke své kapacité exportovat draselné kationty hraje dileZitou roli t€Z
v udrzovani stabilni cytoplasmatické koncentrace K, stilého bunétného objemu nebo pH
cytoplasmy. Analyzou synteny geni (tj. pofadi gend na chromosomu) jsme zjistili, Ze gen
ZrSOD2-22 vznikl patrné duplikaci pfedka genu ZrNHAI a inzerci kopie do jiného mista
genomu.

Posledni kapitola vysledkové a diskuzni &asti dizertacni prace je vénovana podilu
autorky na prib&hu sekvenace a anotace genomu Z. rouxii CBS 732" v projektu Génolevures 3,
ktery se v ramci studia evoluce eukaryotniho genomu zabyva sekvenaci a anotaci genomu ¢tyt
kvasinkovych druha patticich do Kluyveromyces spp. nebo tomuto rodu blizce ptibuznych.
Predci téchto druhd kvasinek se v§i pravdépodobnosti neprodélali duplikaci celého genomu

tak, jak tomu bylo u ptedka S. cerevisiae nebo C. glabrata, a z toho divodu jsou evolucné
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zajimavé. Data ziskana béhem anotaci budou vefejné pfistupna a budou slouzit k analyze, jez
ma za cil objasnit mechanismy mikroevoluce eukaryotického genomu.

Stanovené cile prace (viz kap. 3) se podafilo splnit. Pfipravené nastroje genového
inZzenyrstvi budou slouzit k dal§imu studiu vlastnosti kvasniky Z rouxii tykajicich se
osmotolerance, v pfipadé oddéleni Membranového transportu konkrétné antiportérit ZrSod2-
22 a ZrNhal, jejichz funkci v burikach Z. rouxii bychom v budoucnu radi podrobnéji oziejmili
(napf. sledovanim regulace exprese pfisluSnych geni ¢i biogeneze/degradace jejich produkti
za ruznych podminek).

V brzké dob€ dostupna celkova sekvence genomu a v této praci vytvofeny soubor
nastroji genového inZenyrstvi ¢ini z kvasinky Z. rouxii idealni organismus pro studium
osmotolerance, a z hlediska toho, Ze se jedna o kvasinku, kterd ve své evolu¢ni historii
neprodélala celkovou duplikaci genomu, t zajimavy model pro studium evoluce kvasinkového

genomu.
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