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ABSTRAKT

Kvasinky jsou nepohyblivé eukaryotické a typicky jednobunééné organismy patfici mezi
houby, vyskytujici se v mnoha rozmanitych prostfedich planety. Nékteré druhy maji obzvlast
dobfe vyvinuté mechanismy reakci na zmény prostfedi, zejména zmény vodni aktivity, a snadno
se jim pfizptusobuji. Pfikladem je Zygosaccharomyces rouxii, osmotolerantni kvasinka ze tfidy
Hemiascomycetes, blizce ptibuzna kvasince Saccharomyces cerevisiae. Pro kvasinky typicky
zplsob obrany proti témto zménam je regulace syntézy, akumulace a exportu glycerolu jako
intracelularniho osmolytu pro vyrovnani rozdilu osmolarity uvnitf a vné buiiky. Syntéza je
zajiftovana expresi gend aktivovanych MAP kinazovou drahou a pfenos glycerolu
zprostfedkovavaji aktivni i pasivni transportni systémy. Aktivni je zprostfedkovavan symportem
s Na' nebo H', pasivni kanilovym proteinem Fpsl. Pokud je osmoticky tlak okoli zpiisoben
ptitomnosti vysoké koncentrace soli, kvasinky v odpovéd’ na stres zapojuji také aktivni exportéry
kationti alkalickych kovii, ATP4zy a antiportery vyuZivajici H'.

Objasnéni viech mechanisml pfispivajicich k vysoké osmotoleranci néktervch druhi
kvasinek by mohlo byt vyznamnym krokem pro rizné biotechnologie vyuZivajici klasické
kvasinkové druhy.

Klicova slova: kvasinky, Zygosaccharomyces rouxii, osmotolerance, glycerol,

membranovy transport.



ABSTRACT

Yeasts are non-moving eucaryotic and typically unicellular organisms ranked among
Funghi that are found in many various surroundings. Some species have especially well
developed mechanisms of reactions to changes of the environment, mainly changes in water
activity, and adapt to them easily. The example is Zygosaccharomyces rouxii, an osmotolerant
yeast from the Hemiascomycetes class, closely related to Saccharomyces cerevisiae. In yeasts,
typical way of defence against changes in osmolarity is the regulation of synthesis, accumullation
and export of glycerol as an intracellular osmolyte. Glycerol counterbalances the difference of
osmolarity in and out the cell. Synthesis is ensured by expression of genes activated due to MAP
kinase pathway, and transport across the plazmatic membrane is mediated by both active and
passive transport systems. Active in ensured by symport with Na* or H*, passive by channel
protein Fps1. If the osmotic shock is mediated by an increased concentration of salts, yeast cells
use, as a part of their answer to osmotic stress, active exporters of alkali metal cationts, ATPases
and H' antiporters.

Export of alkalic metal cationts from the cell also works by both types of mechanisms, in
this case antiport allways employs H'. Elucidation of all the mechanisms contributing to high
osmotolerance of some yeasts could be the great step for different biotechnological processes

employing classical yeast species.

Keywords: yeasts, Zygosaccharomyces rouxii, osmotolerance, glycerol, membrane

transport.
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1. UvoDp

Kvasinky patfi mezi eukaryotické mikroorganismy vyznacujici se celou fadou zajimavych
vlastnosti, mezi néZ patfi osmotolerance. Obsahem této prace je shrnuti poznatkii o podstaté
osmotolerance u tzv. nekonvenéni kvasinky Zygosaccharomyces rouxii a srovnani s n€kolika
dal§imi vybranymi druhy kvasinek, a to jak s druhy velmi dobfe popsanymi (Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe), tak i s druhy dosud ne zcela charakterizovanymi

(Debaromyces hansenii, Pichia sorbitophila, Yarrowia lipolytica).



2. CHARAKTERIZACE KVASINEK

2. 1. Zarazeni do systému, metabolismus, zpisob rozmnoZovani

Kvasinky jsou charakterizovany jako eukaryotické mikroorganismy a fazeny mezi houby
(Fungi). Jsou vétSinou jednobunééné, zdroje uhliku zpracovavaji pfevazné fermentaci
a rozmnozuji se hlavné pudenim. Existuji v8ak i vyjimky ze vSech tfi t&chto charakteristik.
Nékteré druhy se za urditych podminek vyskytuji ve formé jistého typu mnohobunéénosti -
mycelia (soubuni), a v tomto pfipad¢ se pak nemnoZi pu€enim, ale pfehrade¢nym d&lenim. Rod
Schizosaccharomyces se jako jediny rozmnoZuje pfehrddeénym dé&lenim i v jednobuné&iné
podobe€. Urtité druhy pak zpracovavaji zdroje uhliku pouze aerobn&, nekvasi (Janderova
a Bendova, 1999).

Jako zdroje uhliku a energie jsou kvasinkami nejéastéji vyuZivany monosacharidy,
disacharidy a oligosacharidy, ob¢as i polysacharidy, dal§imi vyuZivanymi latkami jsou alkoholy
a u n€kterych i alkany (Yarrowia lipolytica). Obecné lze fici, Ze podle mista svého typického
vyskytu v pfirod€¢ a stim spojenych riznych zdroji vyZivy jednotlivé druhy kvasinek nesou
ruzné geny kddujici proteiny pro jejich transport a utilizaci.

2. 2. Zivotni prostor kvasinek

Pfirozenym Zivotnim prostfedim kvasinek jsou rostliny, jejich kvéty, plody a §tavy, puda,
pro nékteré moftska nebo sladka voda a né€které Ziji jako komenzilové nebo patogeny Zivo€ichi.
Jsou izolovany i z vod odpadnich, ze zkaZenych potravin a riznych primyslovych vyrob.

Jako jednobuné&&né organismy bez pohybového aparitu (nemaji ani bi¢iky nebo brvy jako
n&které jiné mikroorganismy) nemohou Zadnym zpisobem ovlivnit stav prostfedi, ve kterém se
nachazi. Proto je pro né otazkou pfeZiti mit dobfe vyvinuté mechanismy rychlé reakce a adaptace
na zmény, ke kterym miZe dojit v kazdém okamzZiku jejich Zivota — napfiklad pfenesenim
vétrem, vodou ¢i hmyzem do prostfedi se zcela odli¥nym obsahem Zivin a hlavné odli$nou vodni
aktivitou. Né&kterym druhim je v dusledku téchto specifickych vlastnosti umoznéno rist
i v prostfedich pro jiné druhy kvasinek a vétSinu dal$ich organismi limitujicich, ¢emuZ se vénuje
podrobné tfeti kapitola této prace.



2. 3. Vyznam pro ¢lovéka

Kvasinky jsou zfejm& prvnim mikroorganismem, ktery zaal &lov&k cilen& vyuZivat,
kvasné procesy pfi vyrobé& piva a vina jsou znamy nékolik tisic let. VyuzZiti kvasinek dale saha od
vyroby pekafského drozdi, nékterych mléénych vyrobku a dalsich potravin aZ po vyzkum. Mimo
tyto pomémé zndmé oblasti moZnych vyuZiti kvasinek se dnes tyto mikroorganismy také
uplatiiuji v nejmodernéjSich biotechnologiich pfi vyrobé& 1é&iv, vitamini a dalSich biologicky
aktivnich latek.

Kromé cileného vyuZiti se skvasinkami v potravinafském primyslu setkavame jako
s Castou kontaminaci nejriznéj$ich druhti potravin, typickym projevem pfitomnosti Z rouxii
v balenych dZusech je ,,nafouknuti“ krabice zplsobené kvasnymi procesy a s nimi spojenym
uvoliiovanim oxidu uhli¢itého.

Vyzkum lidskych bunék je velmi sloZity, proto pro zidkladni porozuméni funkcim
eukaryotické buriky je vyhodné pouZit minimalni model eukaryotické buiiky — tim je kvasinka
Saccharomyces cerevisiae. Vyznam této kvasinky jako modelového organismu vzrostl poté, co
se ukazalo, Ze fada d&ji v ni probihajicich je analogickd d&jim probihajicim v ZivociSnych
burikach (Janderova a Bendova, 1999).

Jejimi hlavnimi vyhodami pro toto vyuZiti jsou — podobné jako u modelové bakterie
Escherichia coli — jednoduchost, odolnost a rychlost reprodukce (Alberts et al., 1998). Dalsi
vyhodou je moZnost existence organismu v haploidnim i diploidnim stavu, coZ nabizi moznosti
kfiZeni a pfiprav mutantnich kmend. Vyhodné se jevi jisté také to, Ze sS. cerevisiae jako
nepatogenni kvasinkou mtiZe byt zachazeno bez ochrannych opatfeni.

Kromé& kontaminaci primyslovych vyrob jsou kvasinky neZiadouci v pfipadé napadeni
Slov&ka, aviak patogennich druhi neexistuje mnoho. Jejich nejdilezit€j$im zastupcem jsou
n&které druhy rodu Candida, komenzila s potencionalné patogennim charakterem, a déle rody

Cryptococcus, Malassezia a Trichosporon.
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3. OSMOTOLERANCE

3. 1. Vodni aktivita, osmotolerance

Pro v3echny Zivé organismy je nezastupitelnou latkou voda. Bez vodniho prostiedi
nemohou v buiice probihat Zadné z Zivotn€ dulezitych d&ji, jakymi jsou dychani a enzymatické
reakce pfi zpracovavani metaboliti, kromé& toho molekuly vody ovliviluji stav makromolekul
(DNA a proteintl), jsou rozpoustédlem a svym tlakem uvnitf butiky (turgorem) uréuji tvar buriky
a umoZiiuji jeji rust.

Pfes bun&¢né plazmatické membrany prochazi voda pomémé snadno, proto v prostiedi
s nizkou koncentraci osmoticky aktivnich latek vstupuje osmézou do buiiky aZ do vyrovnani
osmotického tlaku na obou stranich membriny a miZe dojit aZ k prasknuti buriky.
V hyperosmotickém prostfedi naopak voda buiiku opousti, jeji molekuly prochazeji plazmatickou
membranou do prostiedi o vy$si osmotické koncentraci. Nasledkem je smr§tovéni buiiky, pribéh
normalnich dé&ji vbuiice je znemoZnén, dochazi k deformaci cytoskeletu, zménam
v koncentracich proteinti, sniZzeny turgor zabratiuje ristu a miiZze tak dojit aZ ke smrti buriky.

Mirou koncentrace osmoticky aktivnich latek v okoli je vodni aktivita a,, kterd je
definovana jako chemicky potencidl vody v roztoku a udava se v procentech. Je nepfimo umérna
osmolarité, tedy ¢im vy33i je koncentrace osmoticky aktivnich latek, tim niZ$i je vodni aktivita
a naopak (http://www.wateractivity.org/theory.html). Nizkd vodni aktivita inhibuje rlst
kvasinkové buriky, coZ je také po staleti vyuzivano pii skladovéani ovoce.

Organismy, které snaseji vysoké koncentrace osmoticky aktivnich latek a tedy nizkou
vodni aktivitu prostfedi, se oznaluji jako osmotolerantni. Osmotolerance je definovana jako
schopnost snaset vysokou osmolaritu prostfedi, tedy celkovou koncentraci osmoticky aktivnich

¢astic, je to vlastnost obvykla u bakterii a n¢kterych druhi kvasinek.

3. 2. Kvasinky a osmotolerance
Mechanismy osmotolerance jsou studovany na mnoha kvasinkovych druzich. Kvasinky

jsou neustale vystavovany zmé&nam prostiedi, jako jsou zména dostupnosti Zivin, teploty, pH,

radiace, dostupnosti kysliku a zejména vodni aktivity (Hohmann et al., 1997, podle Hohmann,

11



2002) kterym, jak jiz bylo fefeno, nemaji moznost Zadnym zpiisobem uniknout, navic jako
Jjednobunééné organismy vystavuji prostiedi cely sviij povrch.

Prvni bariérou oddé€lujici vnitini prostfedi buiiky od kontaktu s vné&j$im prostfedim je
bunétna sténa. Je sice dobfe propustnd i pro velké makromolekuly, takZe nezabraiiuje vstupu
latek do kvasinkové buiiky, ale udrZuje jeji pruZnost a pevnost a brani prasknuti. Bez existence
bunécné stény by jiZ malé zmény v osmotickém tlaku média byly pro butiku fatalni. SloZeni
bunééné stény je jednim z faktorli zvySujicich osmotoleranci kvasinkové buiiky (Klis et al., 2006
podle Pribylova et al., 2007). Ctyfmi hlavnimi slozkami bun&&né stény jsou takzvané proteiny
bunécné stény — CWP (cell wall proteins), dva typy glukani (1,3-B-D-glukan a 1,6-B-D-glukan)
a polymer N-acetylglukosaminu (chitin). Pfibylova et al. (2007) prokazali, Ze rozdilna
organizace bun&fné stény a rozdilny pomér jejich sloZzek je jednou zpfi¢in rozdilné

osmotolerance dvou kment Zygosaccharomyces rouxii (ATCC 42981 a CBS 732).

3. 2. 1. Produkce glycerolu

Hlavnim mechanismem biochemické odpovédi na osmotické stresy je u kvasinek
produkce a akumulace osmoticky aktivnich latek s malou molekulovou hmotnosti (Oliveira et
al., 1996), z nichZ je kvasinkovymi butikami nejvyuzivanéjsi glycerol, v mensi mife pak arabitol
a dalsi polyalkoholy (Lages et al., 1999).

Glycerol je v obdobi hyperosmotického stresu nadprodukovan a akumulovan v buiikach,
coz kvasince umozZiuje vyrovnavat rozdily v koncentraci osmoticky aktivnich latek uvnitf a vné,
a miZe tak importovat zpét ztracenou vodu. Jako mald nenabitd molekula vSak glycerol také
z buriky snadno uniké prostou difuzi.

Schopnost kvasinek tolerovat osmotické stresy okoli je tedy zaji§tovana jednak expresi
gent pro enzymy syntézy glycerolu a jednak specifickymi membranovymi transportnimi systémy
kontrolujicimi akumulaci a uvoliiovani této molekuly (Edgley and Brown, 1983, podle Tang et
al., 2005).

Kli¢ovymi enzymy syntézy glycerolu jsou glycerol-3-fosfat dehydrogenaza (GPDH),
cytosolicky NADH dependentni enzym tvofici glycerol-3-fosfat z glykolytického intermediatu
dihydroxyacetonfosfatu (Albertyn et al., 1994), a glycerol-3-fosfataza. Transportni proteiny pro
glycerol v mikroorganismech pak zahrnuji jak systémy s mechanismem usnadnéné diftze, tak
aktivni transportéry (Sutherland et al., 1997); oba typy jsou charakterizovany v nasledujicich
¢astech kapitoly.

Zatimco u S. cerevisiae je hlavnim mechanismem akumulace glycerolu jeho tvorba

a zadrZovani, u jinych, zvla§té osmotolerantnich druhii jako Z. rouxii & P. sorbitophila, se jako
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podstatné jevi také mechanismy zpétného transportu glycerolu, ktery je ztracen diftizi (Lages
et al., 1999).

Obsah glycerolu v buiice je kontrolovan také rychlosti jeho exportu. Toto zjisténi bylo
vzhledem k tomu, Ze glycerol miZe volné prochazet plazmatickou membranou, neotekavané, ale
ukazalo se, Ze kvasinkovd plazmatickA membriana je pro vyuZivani glycerolu jako
osmoregulatoru dobfe adaptovana (Hohmann, 2002) a pfi osmotickém Soku se jeji propustnost
pro glycerol jesté snizuje. Mechanismus tohoto jevu zfejmé& souvisi se zm&nami exprese geni
syntézy ur¢itych typid lipidi v membrané, které nastavaji v disledku osmotickém Soku (Rep
et al., 2000 podle Hohmann, 2002).

3. 2. 1. 1. Reakce Zygosaccharomyces rouxii na osmoticky stres

U osmotolerantni kvasinky Z. rouxii bylo Tadashim a Toshiakim (1993) prokazano, Ze pfi
prili§ vysokych koncentracich NaCl produkce glycerolu klesa, protoZe velkym osmotickym
tlakem okoli je inhibovana jeho syntéza, a osmoregulace se pak téastni i ionty Na* a CI”.

Autofi zjistovali zmé&ny koncentrace glycerolu a anorganickych ionti v butikach a zmény
bunééného objemu po dobu 3 hodin od zafatku stresu z vysoké koncentrace NaCl. Nejvice
glycerolu Z. rouxii produkovala v prostfedi s 1 mol/l NaCl, mnohem méné v médiu s NaCl
v koncentraci 2 a 3 mol/l, v obou pfipadech bylo toto mnoZstvi dokonce mensi nez v prostredi
bez soli (Tadashi and Toshiaki, 1993). Pokud je syntéza a akumulace glycerolu v bufice takto
inhibovéna, jsou buiikou zachycovany ionty Na* a CI". Akumulace Na* byla oproti akumulaci
glycerolu pfimo imérna mnoZstvi NaCl v médiu, stejné tak akumulace CI', i kdyZ tady byl pomér
mensi (Tadashi and Toshiaki, 1993). Tyto vysledky ukazaly, Ze celkovy soucet koncentraci
glycerolu, K*, Na* a CI" vzriista imémé s mnoZstvim NaCl v médiu, a Ze pfitom stoupa pomér
koncentrace iontl a celkového mnoZstvi solutd.

V prostfedi s NaCl dochazi samozfejmé také k urCitym zménam bunééného objemu.
V médiu s2 mol/l a 3 mol/l NaCl doslo k vyraznému zmenSeni objemu v pribé¢hu prvnich
30 minut po za¢atku osmotického stresu, asi na polovinu ptivodniho objemu, a pak ziistal objem
konstantni po dobu 3 hodin. V médiu s 1 mol/l NaCl mé&ly buiiky v pribé&hu 3. hodiny od zaatku
stresu tendenci k navratu do pivodniho objemu. SniZovani objemu v prvnich 30 minutach bylo
umérné zvySovani obsahu NaCl v médiu. Pokus ukazuje, Ze pfizplsobit vnitrobunétny tlak
vnéj§imu osmotickému tlaku je butika Z. rouxii schopna v pribé¢hu 2 hodin od zacatku
osmotického stresu zvySovanim intraceluldrniho mnoZstvi glycerolu, Na* a CI" a sou¢asnym

zmen$ovanim objemu.
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Podle Yagi (1988) jsou po n€kolika dnech v médiu s NaCl hodnoty koncentraci Na* a CI’
mnohem niZ§i a glycerolu naopak vys$$i, coZ ukazuje na nahrazeni iont glycerolem potom, co se

burika stresu ptizptsobi.

3. 2. 2. Senzory osmotického stresu, MAP kinazova draha v S. cerevisiae a Z. rouxii

MAP (mitogen activated protein) kindzové drahy jsou vysoce konzervované signalni
kaskady vyskytujici se zfejmé€ u vSech eukaryot. V kvasinkovych burikach reguluji kromé
odpovédi na osmoticky stres také sexudlni rozmnoZovani, bunény rist, sporulaci a mnoho
dal3iho. Jen u S. cerevisiae je jich znamo 6.

Kazda MAP kinazova kaskada je zahajovana receptorem. V S. cerevisiae byly popsany
dva senzory osmotického napéti, receptory Sholp a Sinlp, lokalizované v plazmatické
membrang. Jejich aktivace spousti signalni MAP kinazovou drahu smétujici pfes aktivaci kinazy
kinazy MAP kinazy (MAPKKK), kinazy MAP kinazy (MAPKK) a MAP kinazy (MAPK)
k aktivaci transkripce GPDI, genu pro protein glycerol-3-fosfat dehydrogenazu (GPDH). Tato
konkrétni MAP kinazova drdha je nazyvana HOG draha (high osmolarity glycerol response
pathway) ( Brewster et al., 1993, podle Iwaki et al., 1999) a konkrétni MAP kindza této drahy
v S. cerevisiae pak Hogl. Hoglp pfimo nebo nepfimo zvySuje aktivitu transkripéniho regulatoru
pro gen GPDI. Hoglp obsahuje charakteristicky fosforylaéni motiv spole¢ny vSem MAP
kinazam, takzvany T-G-Y motiv (threonin-glycin-tyrosin), ktery je fosforylovan na threoninu
i tyrosinu dualné specifickou kinazou MAP kinazy, v této draze je to kindza Pbs2. Pro kinazu
MAP kinazy je zase typicky motiv dvou serinti fosforylovatelnych kindzou kindzy MAP kinazy,
MAPKKK, v této draze konkrétn& Stell.

Iwaki et al. (1999) hybridizaci digoxigeninem znacené sondy nesouci sekvenci genu
HOG] s fragmenty genomové DNA Z. rouxii identifikovali dva tseky s nukleotidovou sekvenci
asi ze 70 a 80% homologni k sekvenci HOGI a s asi 93 a 98% homologii aminokyselinové
sekvence k Hoglp. V obou sekvencich byl nalezen i motiv T-G-Y (Brewster et al., 1993, podle
Iwaki et al., 1999) a pro svou pfedpokladanou funkci analogickou HOG! byly nazvany ZrHOG1
a ZrHOG?2.

Iwaki et al. (1999) dale prokazali, Ze ZrhoglA a Zrhog2A mutanty péstované na NaCl
snaseji niz8i koncentrace soli neZ rodi¢ovsky kmen Z.rouxii. Pfedpoklad, Ze produkty obou genti
se podileji na pfenosu osmotického signalu v butikidch Z. rouxii stejnym zpisobem jako HOGI
v S. cerevisiae, pak potvrdili transformaci mutantd S. cerevisiae hoglA vektory nesoucimi

ZrHOG1 nebo ZrHOG2. Zavedeni vektoru nahradilo mutantnim burikdm halotoleranci,
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osmotoleranci, obsah glycerolu a normalni tvar buiiky, které vykazoval nemutovany kmen
S. cerevisiae.

Jejich studie tedy potvrdila existenci nejméné dvou MAP kinazovych genti v genomu
Z. rouxii, coZ zatim neni zndmo u Zadného jiného druhu. Mohl by to byt jeden z moznych faktori
osmotolerance této kvasinky, avsak prace Kinclové et al. (2001) prokazala, Ze u kmene Z. rouxii
CBS 732 existuje pouze jeden HOGI gen. Polet HOG genl v genomu tedy ziejmé vysi

osmotolerance kvasinkové buiiky neuréuje.

3. 2. 3. Pasivni transport glycerolu - protein Fpsl v 8. cerevisiae, jeho homolog
Zr¥psl v Z. rouxii

Pfenos glycerolu usnadnénou difizi je v kvasince S. cerevisiae zaji§tovan konstitutivné
exprimovanym proteinovym kanalem Fpsl, umoZiujicim usnadnénou difuzi (Sutherland er al.,
1997). Tento protein je zodpovédny jak za vstup glycerolu do buiiky, tak za jeho rychlé
uvoliiovani, kdyZ osmoticky tlak okoli poklesne. Mutantni kmeny postradajici Fpslp vykazuji
sniZeny tok glycerolu z i do buiiky.

Protein Fpsl je ¢lenem rodiny mikrobidlnich MIP (major intrinsic protein), blize
popsanych v daldi podkapitole, do které spadaji dva hlavni typy pfenasecd — akvaporiny
a pfenaSece glycerolu (Hohmann et al., 2000, podle Tang et al., 2005).

Analyza genomi kvasinek fazenych mezi Hemiascomycetes odhalila homolog FPSI v
Z. rouxii. Jeho funkce byla poté potvrzena Tangem et al. (2005). Transformaci mutantniho
kmene S. cerevisiae fpsl A, ktery za podminek hypoosmotického $oku roste $patné, protoZe neni
schopen uvoliiovat glycerol, plazmidem nesoucim ZrFPSI, doS$lo k doplnéni funkce fpsi
a mutant byl schopen uvoliiovat glycerol a vyrovnavat se s hypoosmotickym stresem stejn¢ dobte
jako nemutovany kmen S. cerevisiae. ZlepSeni schopnosti nemutovaného kmene S. cerevisiae
tolerovat hyperosmotické prostfedi heterologni zvySenou expresi ZrFPSI v S. cerevisiae vSak
Tang neprokazal.

Mutantni kmen Z. rouxii postradajici gen ZrFPSI rostl na glycerolu i glukéze jako
jediném zdroji uhliku v podstaté stejné dobie jako divoky kmen, oba také tolerovaly piidani
sorbitolu nebo NaCl ve stejné mife. Naopak hypoosmotické prostiedi je mutantem ZrfpslA
snaseno velmi $patné. Builky divokého kmene Zygosaccharomyces rouxii pienesené z média
o niZ8i vodni aktivit¢ do média o vyssi (z 0,86 M NaCl do 0,086 M NaCl) rychle uvoliiovaly
glycerol i arabitol, zatimco mutant Zrfps/A ve stejnych podminkach zadrZzoval ob& latky
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mnohem déle (Tang et al., 2005). Mutanti fps/A umiraji v disledku hypoosmotického Soku
mnohem vice neZ nemutovany kmen.

Stejné jako u S. cerevisiae, export glycerolu v Z. rouxii po osmotickém Soku zavisi téméf
vyhradné na tomto proteinu (Luyten et al., 1995). Také se ukazalo, Ze protein ZrFps1 neni zcela
nutny pro piijem glycerolu, zatimco v jeho vydeji je jeho role zasadni.

Zjisténi, Ze kanalovy protein Fpsl se G¢astni také exportu D-arabitolu (Tang et al., 2005),
muZe znamenat, Ze je zfejmé& propustny i pro dal$i polyalkoholy, coZ se dfive nepfedpokladalo.
Krystalografické studie jeho bakteridlniho homologu GIpF E. coli totiz ukazovaly vysokou
stereoselektivitu (Bill et al., 2001).

3. 2. 3. 1. Charakterizace rodiny kanalu MIP

Sekvenéni analyzou genu bylo potvrzeno zafazeni proteinu ZerSl do rodiny MIP
a ukazéana 56,9 % homologie k Fpslp S. cerevisiae (Tang et al., 2005).

Rodina MIP je skupina kanalovych proteini rozsifenych mezi vSemi organismy, od
bakterii pfes rostliny po ¢lovéka (Reizer et al., 1993, podle Sutherland et al., 1997), zahrnujici
aquaporiny, transportéry glycerolu a transportéry dalSich malych nenabitych molekul pies
biologické membrany. Kanaly MIP se skladaji z $esti transmembranovych domén, NH, i COOH
konec sméfuji do cytosolu. Podle Hohmanna a Nielsena (2000) je jich znamo ptes 200, z toho
nejméné 10 u ¢lovéka a mysi, zejména v ledvinach, a asi 30 u modelové rostliny Arabidopsis.

U jednobunéénych organism se jich vyskytuje zfejmé jen n€kolik.

3. 2. 4. Typy konstitutivniho aktivniho transportu glycerolu do buiky

Kvasinky obecné pro aktivni transport vyuZivaji velmi ¢asto symportni mechanismy. Jde
o sekundarni aktivni transport, ktery pro pfenos latky pfes membranu proti jejimu gradientu
vyuZziva spfaZzeni s pfenosem jiné latky po gradientu, u kvasinek nejéastéji s protonem.

Aktivni konstitutivni transport glycerolu do buiiky je u kvasinek zatim podrobné
charakterizovan u dvou druht, a to u Pichia sorbitophila a u Debaromyces hansenii (Lages et al.,
1999), prokazan byl viak u mnoha dal$ich, v&etné Zygosaccharomyces rouxii (Lages et al.,
1999).

U halotolerantni kvasinky Pichia sorbitophila byl Lagesem a Lucasem (1995) prokazan
konstitutivni symport glycerolu s protonem ve stechiometrii 1.

Jind halotolerantni kvasinka Debaromyces hansenii vyuZiva jako silu pro udrZovani

gradientu glycerolu uvnitf buriky spfaZeni s transportem sodného kationtu (Lucas et al., 1989).
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Jsou znamy i dal$i druhy kvasinek vykazujicich konstitutivni pfijem glycerolu do buiiky,

vétsinou s akumula¢ni kapacitou zvysenou v ptitomnosti NaCl (Lages ef al., 1999).

3. 2. 4. 1. Symport H'-glycerol u Pichia sorbitophila, H® ATPaza

Transportni symportni systém glycerolu s protonem je zavisly na protonovém gradientu
pfes membranu, jeho exprese je konstitutivni, nepotfebuje indukci zvySenou extracelularni
koncentraci soli ani glycerolu samotného, ani neni reprimovan gluk6zou (Lages and Lucas,
1995). Vzrist akumuladni kapacity tohoto systému za podminek zvySené extracelularni
koncentrace NaCl byl Lagesem a Lucasem (1995) prokéazan, neroste vSak linearné€ se zvySujici se
koncentraci soli.

Pfitomnost systému konstitutivné pfijimajiciho glycerol jak v pfitomnosti NaCl tak
v prostfedi bez néj byla zji$téna i u dalsich kvasinek, a u nékolika malo z nich, vesmés fazenych
mezi osmotolerantni, pak stejné jako u P. sorbitophila v souvislosti s pfijmem protonu, naptiklad
u Candida halophila (Lages et al., 1999).

Pro plazmatické membrany kvasinek je typicka ptitomnost H'-ATPazy, kterd udrzuje
staly gradient protonti pfes membranu na ikor energie vytvofené burikou. Tento gradient, krome
toho, Ze je nutny pro symport glycerolu, je vyuzZivan v mnoha dal$ich mechanismech pifenost
pfes membranu v kvasinkovych buiikdch - k symportu mnoha dalSich Zivin nebo vitamint
s protonem. Proton je totiZ kvasinkami vyuZivan analogicky k sodnému kationtu v Zivoc¢isnych
burikach. Dile je jeho gradient vyuZivan pro antiport Na'/H' k udrZeni nizké koncentrace Na*
v buiice. Bylo prokazano, Ze nizkad extracelularni koncentrace H' iontGi (pokud je naptiklad
pufrovéano vysoké pH okoli) osmotoleranci P. sorbitophila snizuje, uméle snizené pH a tedy

zvySeni gradientu protont pfes plazmatickou membranu ji v§ak nezvysi (MareSova, 2001).

3.2.4.2. Symport Na'-glycerol u Debaromyces hansenii

D. hansenii je vysoce halotololerantni kvasinka schopna snést koncentrace NaCl i KCl az
3,5 — 4 mol/l (Neves et al., 1997). Lucas et al. (1989) pouzili techniku hladovéni bunék na urgité
ionty k ovéfeni zavislosti transportu glycerolu na jejich koncentraci. Ukazali, Ze v buiikach
D. hansenii hladovéjicich na sodik a draslik neni glycerol transportovan do buiiky podle piivodni
Michaelis — Mentenovské kinetiky a vstupuje do ni prostou difuzi, a Ze po pfidani jednoho
z kationtti je systém opét funkéni.

UdrZeni gradientu sodnych ionti pfes membranu zase vyZaduje aktivni mechanismus
transportujici sodné kationty ven z buiiky (Lucas et al., 1989), coZ zajistuji antiportéry Nha

aNa'-ATP4zy, jimZ je vénovana nasledujici &ast kapitoly.
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3. 2. 5. Export kationtii alkalickych kovi - antiporter Na'/H*, Na'-ATPazy

Zatimco draselny iont je hlavnim kationtem uvnitf buiiky, zajistujicim regulaci
intracelularniho pH a bunéného objemu a aktivaci riznych enzymi, sodny kationt je v buiice
udrzovan v nizké koncentraci a jeho zvy$ena koncentrace, stejné jako zvySena koncetrance
kationtl jeho analogu Li, je pro buiiku toxicka. Situace v buiikach je tak opa¢na neZ v ptirodé
celkove, kde draslik je spiSe vzacny a sodik vSudypfitomny prvek.

V zivogidnych buitkach je pomér koncentraci Na' a K' regulovan zejména Na'/K*
ATPéazou, kvasinky v3ak tento transporter neobsahuji. V jejich buiikach je transport sodnych
iontd z buriky zajistovan dvéma mechanismy, a to jednak Na'-ATP4zou a jednak antiporterem
Na'/H" (gradient protonti je udrzovan H'-ATPazou plazmatické membrany zmiiiovanou
v pfechozi podkapitole). Membranové antiportery zprostfedkovavajici export kationtd
alkalickych kovl pfes plazmatickou membranu vyménou za proton jsou ziejmé& nezbytné pro
Zivotaschopnost bunék vSech organismi (Papouskova a Sychrova, 2007a), konzervovany jsou
mezi viemi zndmymi kvasinkovymi druhy, fika se jim antiportery Nha.

Hlavni roli vexportu sodnych ionti vS. cerevisige viak hraje Na'-ATPaza Enal
(Banuelos et al., 1998). S. cerevisiae vyuziva antiporter ScNhal hlavné v kyselej$im prostfedi,
pfi vy$8im pH piebira vétSinu prace na exportu kationtt alkalickych kovii Enal (Banuelos et al.,
1998). Bylo prokazano, Ze protein Nhal se také podili na regulaci vnitrobuné¢ného pH. U bunék
z kment s deleci tohoto genu bylo zji$téno vyssi pH nez u bun€k z kmenti kontrolnich (Sychrova
etal., 1999).

V Z. rouxii byl identifikovan homolog Enalp a nazvany ZrEnal , ale podle Watanabe
et al. (1999) zde nese naopak hlavni @ilohu v exportu sodnych kationtt z buiiky antiporter Na'/H"
a ZrEnalp se na ném podili jen velmi mélo.

Antiportery Nha riznych druhti kvasinek maji rozdilnou substritovou specifitu.
Z kvasinek uvadénych v mé praci byly pivodné S. pombe a Z. rouxii povazovany za kvasinky
nesouci antiportery Nha prvni podrodiny, specifické pouze pro sodny a litny kationt, zatimco S.
cerevisiae, P. sorbitophila a D. hansenii (z dal$ich dileZitych kvasinkovych druhd pak také
Candida albicans) maji Nha antiportery druhé podrodiny se $ir$i substratovou specifitou — kromé
Na" a Li" transportuji i K" a Rb" (Velkova a Sychrova, 2006).

Y. lipolytica byla prvni kvasinkou, u niZ byly charakterizovany dva strukturou i specifitou
zcela odlisné membranové antiportery kationtu alkalického kovu vyménou za proton. Zatimco
YINhalp se pravdépodobné ulastni udrzovani homeostizy, regulace obsahu K' v buiice, pH
a buné&&ného objemu diky své vyssi afinité ke K (ne k Na*), YINha2p je efektivn&jsi v exportu
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sodnych kationti a zfejm€ je jednim z faktori osmotolerance Y. lipolytica (Papouskova
a Sychrova, 2006).

Antiporter Y/Nha2 je ziejm& velmi efektivni, protoZe jeho exprese v buiikich méné
halotolerantnich kmenti S. cerevisiae, které nepostradaly Zadny ze svych vlastnich systémi pro
export Na®, prokazatelné zvy3ovala jejich toleranci k NaCl v médiu (Papouskova a Sychrova,
2007b), a to vice nez transformace bunék analogem ze Z. rouxii, ZrSOD2-22.

Vroce 2007 byla publikovana dal$i prace Papouskové a Sychrové, kterd vyvratila
i pivodni pfedpoklad pfitomnosti pouze jednoho antiporteru kationtd alkalickych kovu
u S. pombe, a to SpSod2p se specifitou pouze pro Na' a Li*. Byl objeven jeho homolog
a nazvan SpSod22p. Jeho heterologni exprese v halosenzitivnim kmeni S. cerevisiae ukazala, Ze
toleranci k Na" a Li* zvySuje méné nez SpSod2p (i neZ ScNhalp), naopak v zajisténi tolerance
viiéi K' je efektivngj$i. Samotna S. pombe pak rostla v ptitomnosti KCl lépe pti niZsich
hodnotach pH média, coz svédCilo o pfitomnosti systému s funkci analogickou Y/Nhalp, tedy
funkci antiporteru se S$irokou substratovou specifitou uéastniciho se v prvni fadé exportu
K" vyménou za proton, tedy transporteru zavislého na pH.

Potom uZ ziistavala jedinou vyjimkou s neznAmym antiporterem Na'/H" s afinitou ke K*
kvasinka Z rouxii, u niz byl znam pouze antiporter ZrSod2-22 s afinitou jen k Na'" a Li’,
identifikovany Kinclovou ef al. (2002) vkmeni Z rouxii CBS 732". Druhy nejstudovan&jsi
kmen, ATCC 42981, nese dva geny pro antiportery plazmatické membrany — ZSOD2 a ZSOD22,
Zadny z téchto tH vak nevykazuje afinitu ke K* (Kinclova et al., 2002). Ptibylova et al. (2008)
identifikovali v genomu Z. rouxii ORF (otevieny ¢teci ramec, open reading frame) nesouci druhy
domnély membranovy antiporter — byl pojmenovan ZrNHAI. Heterologni expresi tohoto genu
v halosenzitivnim kmeni S. cerevisiae byla méfena jeho u¢innost v exportu sodnych a draselnych
iontll ve srovnani s butikami nesoucimi ZrSOD2-22 a s buitkkami nesoucimi ScNHA 1. Ukazalo se,
%e buriky exprimujici ZrSOD2-22 nemohou rist na tak vysokych koncentracich K* a Rb" jako
buiiky exprimujici ZrNHAI a ScNHAI, a ze ZrNHAI naopak zvySuje zejména toleranci hlavné
k témto dvéma kationtiim zatimco k Na* a Li* méné.

Tyto vysledky potvrdily nepostradatelnost ZrNhalp pro homeostizu drasliku a mensi
rozsah jeho vlivu na export Na*, tim byl charakterizovan druhy typ membranového transportéru
v Z. rouxii, ktery rozeznava a pfenasi jak Na', tak K* ionty, ale jeho afinita je vy3§i ke K.

Je zfejmé, Ze antiportery typu N'/H' se ve viech kvasinkich podileji na regulaci
vnitrobun&&né koncentrace K* (exportu nadbyteénych iontt z bun&k), a Ze zatimco vétsina druht

kvasinek disponuje antiporterem se S$irokou substratovou specifitou pro kationty vSech

19



alkalickych kovii, u nékterych kvasinek existuji v plazmatické membrané dva antiportery liici se

afinitou vii¢i drasliku a sodiku a tim i svou fyziologickou funkci.
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4. CHARAKTERIZACE KVASINKOVYCH

DRUHU POUZITYCH V POKUSU

VSechny kvasinky pouzité v pokusu jsou fazeny do tfidy Hemiascomycetes, tadu
Saccharomycetales a Celedi Saccharomycetaceae, kromé Schizosaccharomyces pombe, ktera
patfi mezi Schizosaccharomyceteceae.

Do mého pokusu byly vybrany tfi kvasinky fazené mezi vysoce osmotolerantni
(D. hansenii, P. sorbitophila a Z. rouxii), jeden druh fazeny mezi stfedné¢ osmotolerantni
(Y. lipolytica), dva kmeny druhu primémé citlivého k osmotickym stresim (dva kmeny
S. cerevisiae) a jako kontrola druh charakteristicky vysokou citlivosti (S. pombe).

Genomy kvasinek jsou jiZ kompletné¢ znamy kromé P. sorbitophila, jejiz genom ma byt
zveiejnén letos. N&kolik genomt (D. hansenii, Y. lipolytica, Z. rouxii) bylo analyzovano v ramci
mezinarodniho projektu Génolevures, zahdjeného vroce 1998 ve Francii, ktery se zabyva
sekvenovanim genomi kvasinek tfidy Hemiascomycetes a odhalovanim mechanismi evoluce
eukaryotického genomu.

Jednotlivé druhy struéné popisuje nasledujici kapitola.

4. 1. Saccharomyces cerevisiae

Anglicky ,,budding yeast* (pucici kvasinka). Kvasinka Sacharomyces cerevisiae (obr. 1,

vvvvvv

vyuzivanym v mnoha odvétvich potravinového primyslu, typicky pfi vyrobé peliva

a alkoholickych napoji. Kromé tohoto vyuZiti je v soucasné dob¢ jednim
z nejdulezitéj$ich modelovych organismi pro vyzkum a jeji genom je
prvnim eukaryotickym genomem, jehoZ sekvenace byla ukonéena. Projekt
sekvenovani byl zahiajen nékolika spolupracujicimi laboratofemi z celého
svéta na zaCatku devadesitych let a genomova sekvence publikovana

vroce 1996 v Easopise Science. Genom S. cerevisiae je nesen 16

chromozomy o celkové délce asi 12 Mbp a podtu geni pres 6000, cloveék

ma s kvasinkami spole¢nych asi 23% genomu (Janderova a Bendova, 1999). Obr. 1

21



V pokusu byly pouzity kmeny S. cerevisiae ) 1278b a FL 200. Jedna se o dva Siroce

vyuzivané laboratorni kmeny liSici se mnoha vlastnostmi.

4. 2. Schizosaccharomyces pombe

Anglicky ,.fission yeast“ (délici se, $tépici se kvasinka). Schizosaccharomyces pombe
(obr. 2, mikroskopicky snimek S. pombe) patii stejné jako vSechny ostatni kvasinky diskutované
vmé praci do tfidy Hemiascomycetes, avsak do Celedi Schizosaccharomyceteceae. Je ziejmé
druhou nesjtudované;jsi kvasinkou po S. cerevisiae, a to hlavné diky vyssi ptibuznosti svych
bunéénych pochodi s pochody v buiikach Zivogisnych.

Také genom S. pombe byl kompletné sekvenovan a
zvetejnén v roce 2002 v &asopise Nature. Sklada se ze t¥i relativné
velkych  chromozomi o celkové délce 13,8 Mbp S
(http://www.genomenewsnetwork.org/) a asi 5000 genech.

Je jedinou kvasinkou rozmnoZujici se i v jednobuné¢né
formé ptehradeénym délenim. ‘ Obr. 2

Do mého pokusu byla S. pombe pouzita jako kontrola, protoze jde o typicky
osmosenzitivni druh. Byl pouZit kmen S. pombe 972 h'.

4. 3. Debaryomyces hansenii

Genom Debaromyces hansenii (obr. 3, mikroskopicky snimek D. hansenii) je jiz
kompletn¢ znam, sklada se ze sedmi chromozomi o celkové velikosti 12,2 Mbp. Sekvenovéni

odhalilo, Ze tato kvasinka je blizce ptibuzna kvasinkam rodu Candida.

D. hansenii je halotolerantni kvasinka obvykle izolovana z moiské
vody nebo jako kontaminujici agens syrii nebo solnych roztoki. Pro tuto
vlastnost je také v potravinafstvi cilené vyuZivana pro zrani né&kterych
druhi syri a masnych vyrobku.

U D. hansenii byl Lucasem et al. (1989) charakterizovan
mechanismus transportu glycerolu do buitky symportem sNa' ionty,

popsany v kapitole 3.
V pokusu byl pouzit kmen D. hansenii CBS 767.
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4. 4. Pichia sorbitophila

Genom kvasinky Pichia sorbitophila se sklada ze sedmi chromozomii o celkové velikosti
13,9 Mbp (Sychrova et al., 2000), jeho sekvenovani ma byt dokonéeno letos.

P. sorbitophila je osmotolerantni kvasinka schopna pfezit vysoké koncentrace soli
i jinych osmolyt v médiu. A€koliv neni klasifikovana jako osmofilni, je schopna riist az na 70%
sorbitolu, jak napovida i jeji druhové jméno. Zajimavé je, Ze jediny znamy kmen tohoto druhu
byl izolovéan z laboratorniho 70% roztoku D-sorbitolu, Zadny kmen vyskytujici se v ptirodé tedy
neni znam (de Miranda et al., 1980, podle Mare$ova, 2001).

U kvasinky P. sorbitophila byl Lagesem a Lucasem (Lages and Lucas, 1995) prokazan
zpusob akumulace glycerolu do buiiky kotransportem s protony, popsaném v kapitole 3.

V pokusu byl pouzit kmen P. sorbitophila CBS 7064.

4. 5. Yarrowia lipolytica

Genom Yarrowia lipolytica (obr. 4, mikroskopicky snimek Y. lipolytica) je tvofen Sesti

chromozomy o pfiblizné délce 20 Mbp, coz je téméf dvojnasobek velikosti genomu S. cerevisiae.

Y. lipolytica je kvasinka izolovatelnd z potravinafskych produkti o vysokém obsahu
lipidd — napftiklad v mlékarnach, je hojné vyuZivana v biotechnologiich i vyzkumu. Je schopna
metabolizovat ropné produkty, protoZe jako zdroj uhliku vyuzivéa n-alkany, a pouZiva se k vyrobé
kyseliny citronové a broskvové pfichuté. Dale je vyuZivana kvili sekreci
riznych proteind, mezi nimi naptiklad RNAzy, lipazy nebo alkalické
extracelularni proteazy, jejichz mnozstvi jsou biotechnologicky zajimava
(Beckerich et al., 1998). Jeji sekre¢ni schopnosti mohou byt také vyuZity
pro expresi heterolognich proteint (Papouskova a Sychrova, 2006).

Jako na modelovém organismu je na Y. lipolytica studovana
napiiklad sekre€ni draha proteini a biogeneze peroxizomdi.

V pokusu byl pouzit kmen Y. lipolytica CBS 7504.

4. 6. Zygosaccharomyces rouxii.

Kvasinka Zygosaccharomyces rouxii (obr. S, mikroskopicky snimek Z. rouxii) je blizce
pfibuzna nejznaméjsi kvasince Saccharomyces cerevisiae, dfive byla dokonce fazena do rodu

Saccharomyces. Genom kmene Z. rouxii CBS 732, ktery byl pouZit pro pokus v této praci, nese
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genom skladajici se ze sedmi chromozomi o celkové velikosti 12,8 Mbp (de Montigny et al.,
2000b, Génolevures).

Z. rouxii je charakteristickd svou osmotoleranci; tato typicka vlastnost ji dovoluje rtst
v prostfedich s vysokymi koncentracemi soli a/nebo cukri, to je v prostiedi limitujicim rast
vétSiny ostatnich znamych druhd kvasinek (Pfibylova et al., 2007a). Z tohoto diivodi je také
¢astym kontaminujicim agens mnoha potravin s vysokou koncentraci cukri, jako jsou ovocné
dZusy a koncentraty, dzemy a salatové dresinky (Pfibylova et al., 2007a). Tato vlastnost ji vSak

fadi zaroveni i mezi kvasinky ¢lovékem vyuzivané, a to ve fermentacnich procesech pii vyrobg

slanych asijskych dochucovadel a omacek a balzamikového octa.
Porozuméni molekularnim mechanismim, které fidi osmotoleranci

této kvasinky, by nabizelo jejich vyuZiti v jinych organismech. Vzhledem

k blizké ptibuznosti Z. rouxii a S. cerevisiae by napiiklad heterologni
exprese genu specifickych pro osmotoleranci v primyslové vyuZivanych

kmenech S. cerevisiae mohla zvysit produktivnost biotechnologickych

procesu (Pfibylova et al., 2007b).
V pokusu byl pouzit kmen Z. rouxii CBS 732.
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5. METODY

5. 1. Material, uchovavani kvasinkovych kmenu

Kvasinkové kmeny jsou béZné€ uchovavany pii -80 °C v 30 % glycerolu.
Pro ucely pokusu byly pouZity tyto pro laboratorni ucely bé€Zn€ pouZivané haploidni

kmeny kvasinkovych druhi:

S. cerevisiae ) 1278b,

S. cerevisiae FL 200,

S. pombe 972 h',

D. hansenii CBS 767,

P. sorbitophila CBS 7064,
Y. lipolytica CBS 7504,

Z. rouxii CBS 732.

Pro porovnavani osmotolerance v mém pokusu byla jako vné&jsi zdroj vysokého

osmotického tlaku pouZita jedna netoxickd iontova latka pfitomna v buiice ve vysokych

koncentracich (KCl), jedna siln& toxicka iontova latka (LiCl) a jedna netoxicka neiontova latka

(sorbitol).

5. 2. Média pouzita v pokusu

Pro pé&stovani kmenti bylo pfipraveno bézné médium YPD.

: 1% Yeast Extract

2% Bacto Peptone
2% glukéza
2% agar

Pro ptipravu gradientovych misek byla pfipravena jednak b&€Znd YPD média s vy3si

koncentraci agaru (3%), jednak &tyfi média YPD s pfidavkem niZe uvedenych latek.
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YPD + 2,5 mol/1 KClI: 1% Yeast Extract
2% Bacto Peptone
2% gluké6za
3% agar
2,5 mol/1 KCl

YPD + 1 mol/1 LiCl: 1% Yeast Extract
2% Bacto Peptone
2% glukoza
3% agar
1 mol/1 LiCl

YPD + 35% (m/V) sorbitol: 1% Yeast Extract
2% Bacto Peptone
2% glukéza
3% agar
35% sorbitol

5. 3. Kapkovy test na miskach s gradienty latek

Pro hodnoceni schopnosti ristu kvasinek za rtiznych podminek se pouZivaji takzvané
kapkové testy, kdy se ve sterilni mikrotitraéni desti¢ce (Elisa) pfipravi fedici fady jednotlivych
testovanych druht resuspendovanych ve vodé a pomoci aplikatoru ,,jeZek“ se nanaseji na Petriho
misky s pevnymi médii. Alternativou tohoto postupu je pfiprava gradientovych misek, na néz se
vzorky bunéénych suspenzi nanaseji nefedéné.

Gradientové misky se pfipravuji postupnym nalévanim dvou riznych médii na
¢tvercovou Petriho misku. Rozdil ve sloZeni médii je v obsahu koncentrace uréité soli, jiné
osmoticky aktivni latky, zdroji uhliku nebo v pH. V pokusu zahrnutém v této praci se jedna o tfi
soli a cukerny alkohol. Postup je takovy, Ze jedno médium se pfipravi jako ¢isté YPD a do
druhého je pfidano urdité mnozstvi dané latky. Gradient je pak vytvofen postupnym nalitim

médii; nejprve se do misky lije médium obsahujici danou latku, a to tak, Ze miska je na jednom
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okraji podloZena, aby prvni vrstva média ztuhla v misce nasikmo. Po ztuhnuti se miska poloZi do
vodorovné polohy a prvni vrstva je pielita shodnym objemem druhého média.

Po ztuhnuti je tak vytvofena Zivna piida o postupné se ménici koncentraci dané latky. Na
tyto misky se tedy vzorky bun€k nanasi rovnou ve stejnych koncentracich.

Gradientové misky zde byly pouZity k porovnani tolerance sedmi kvasinkovych druht
k postupné se zvySujicim koncentracim dvou soli soli a sorbitolu. Jako zakladni médium bylo
pouzito béZzné YPD s 3% agarem.

Vybrané kmeny byly nao¢kovany z -80°C na malé Petriho misky s YPD a kultivovany pii
30°C kromé D. hansenii, ktera roste 1épe pti pokojové teploté (25°C).

Z narostlych bunék byly pfipraveny suspenze o stejné ODgo = 1 a ty byly pouZity pro
kapkovy test na gradientovych miskach.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

Pfedkladana fotodokumentace byla pofizena asi 48 hodin po nao¢kovani suspenze bunék
na gradientové misky, slovni doprovod vychazi z dal$ich pozorovani a fotografovani, ktera byla
provadéna po dobu 10 dni. Na levé strané kaZzdé fotografie je koncentrace osmolytu nejniZsi,

respektive nulova, na pravé strané pak nejvyssi.

6. 1. Rist na YPG + KCl1 2,5 mol/l

Rist suspenze buné€k s pocateéni ODgy=1 na médiu s postupné se zvySujici (odleva

doprava) koncentraci KCI.

S. cerevisiae Y 1278b
S. cerevisiae FL 200
S. pombe

D. hansenii ¢ © i

P. sorbitophila ‘ @ “ ‘ ‘ ’ ‘ w o . oo

Y. lipolytica

Z. rouxii
Obr. 6

Jak je zfejmé z obr. &. 6 (fotograficky snimek ristu bunék na zvySujici se koncentraci
KCl), KCI zpomaloval zejména riist S. cerevisiae Y'1278b a S. pombe. Y. lipolytica a D. hansenii
rostly na vy3sich koncentracich také méné, ostatni tfi druhy nebyly limitovany ani nejvyssi
koncentraci KC1. Kromé S. pombe v$ak i hiite rostouci druhy dorostly pfed ukongenim pokusu i
na nejvyssi koncentraci.

S. cerevisiae FL 200, P. sorbitophila a Z. rouxii maji tedy nejlépe vyvinuté systémy

exportu iontové netoxické latky.
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6. 2. Rist na YPG + sorbitol 35%

Rist suspenze bun€k s poatetni ODgpo=1 na médiu s postupné se zvy3ujici (odleva

doprava) koncentraci sorbitolu.

S. cerevisiae ) 1278b
S. cerevisiae FL 200 U U

S. pombe

D. hansenii C ) ' C ‘ Q O 0 6 -
P. sorbitophila ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ . . . . [ . .

Y. lipolytica

® O

Z. rouxii

Obr. 7
Na sorbitolu rostly vSechny buriky hned od prvniho dne testu dobfe, jen S. cerevisiae
Y'1278b a S. pombe o néco hif pfi nejvysSich koncentracich (viz obr. &. 7), rozdil se viak
v poslednich dnech pozorovani ztracel. Zejména P. sorbitophila a Y. lipolytica rostly velmi
rychle a jejich kolonie se vyrazné zvétSovaly az do konce pokusu.
Ukazalo se tak, Ze pro Zadny z pouzitych kvasinkovych druhli neni sorbitol v koncentraci
35% nijak limitujici.
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6. 3. Rist na YPD + LiCl 1 mol/l

Rust suspenze bun€k s poCate¢ni ODgoo=1 na médiu s postupné se zvysujici (odleva

doprava) koncentraci LiCl.

S. cerevisiae Y 1278b
S. cerevisiae FL 200
S. pombe

D. hansenii

P. sorbitophila

Y. lipolytica

Z. rouxii

Obr. 8

Jak je patrno z obrazku ¢&. 8 (fotograficky snimek ristu bun€k na postupné se zvysujici
koncentraci LiCl), LiCl jako vysoce toxicka iontova latka jiz byla pro vétsinu druhi pomérné
siln¢ stresujici. Neju€inn€j$i mechanismy pro export lithnych ionti nese podle vysledku S.
cerevisiae FL 200, viechny ostatni druhy mély ve vysSich koncentracich s ristem problém.
Piekvapivé velmi Spatné rostla Y. lipolytica, ktera je fazena mezi stfedné osmotolerantni, stejné
tak Z rouxii, ktera dokonce, stejné jako osmosenzitivni S. pombe, nezadala rist ani 10. den.
Tento vysledek naznauje, Ze v pfipadé LiCl se nejednd o reakci na osmoticky 3ok, ale o

riiznémechanismy detoxifikace kationtii Li*.

Stejny pokus byl proveden jesté na médiu s NaCl, bohuzel z divodu Spatn€ pfipravené
gradientové misky a nedostatku &asu pro opakovani pokus vySel sporn¢ a vysledky nemohu

prezentovat.

6. 4. Srovnani osmotolerance jednotlivych druhi se Z. rouxii

Neéekanym jisténim bylo, Ze dva v laboratofich hojn€¢ pouzivané kmeny S. cerevisiae,

Y 1278b a FL 200, vykazuji zna¢né rozdilnou toleranci ke viem tfem osmotickym stresorim.
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S. cerevisiae ) 1278b na KCl i na sorbitolu roste podstatné hiife nez Z rouxii (obr. 6
a 7), Z. rouxii ma tedy lep$i systémy jak pro ochranu pfed zvySenou koncentraci iontd soli, tak
pfed koncentraci neiontového osmolytu. Vi toxickym kationtim Li* ma viak zfejmé lepsi
obranné mechanismy S. cerevisiae Y 1278b (obr. 8)

S. cerevisiae FL 200 vyrostla do konce pokusu dobfe na vSech osmolytech i v nejvyssi
koncentraci. Jeji osmotolerance je podle mého nazoru se Z. rouxii zhruba srovnateln4, kromé
tolerance vi¢i LiCl, na némz Z. rouxii nevyrostla ani pfi nejniz$i koncentraci.

S. pombe méla na viech médiich rist silné inhibovany, na LiCl stejné jako Z. rouxii
nezacCala rust ani po deseti dnech (obr. 8). I na ostatnich dvou médiich rostla nejhiife ze viech
(obr. 6 a 7), potvrdilo se, Ze je osmosenzitivni, ma nejméné u¢inné mechanismy exportu ionti
i obrany pfed neiontovou latkou.

D. hansenii na sorbitolu rostla jen nepatrné hif neZ Z. rouxii (obr. 6), na KCl pak
o poznani hife (obr. 7). Na LiCl pak do konce pokusu dorostla do pomérné vysoké koncentrace
ve srovnani s ostatnimi.

P. sorbitophila, podle o¢ekavani, rostla na sorbitolu nejlépe z pouZitych osmolytd, ve
srovnani s dal$imi druhy také nejlépe (obr. 6). Na KCl pak stejné jako Z. rouxii (obr. 7) a na LiCl
byla schopna rtistu aZ asi do pilmolarni (podle odhadu) koncentrace (obr. 8).

Y. lipolytica, i kdyZ jinak je klasifikovana jako osmotolerantni, méla stejn€ jako Z. rouxii
velké problémy s ristem na LiCl (obr. 8). Na KCl rostla Y. lipolytica o néco htfe nez Z.rouxii
(obr. 7), na sorbitolu pak srovnatelné (obr. 6).

Pilotni pokus prokazal, Ze se v osmotoleranci a toleranci vu¢i toxickym kationtim
alkalickych kovi li$i nejen jednotlivé druhy, ale i kmeny druhi mezi sebou (S. cerevisiae
>'1278b a S. cerevisiae FL 200, viz nejlépe obr. €. 6), a Ze tolerance vici témto dvéma typim
stresu neni zcela spjata. Naptiklad osmotolerantni druhy Y. lipolytica a Z. rouxii jsou velmi

citlivé i na nizké koncentrace lithia v médiu.

Mé vysledky tak potvrzuji osmotoleranci kvasinky Z. rouxii, kromé& toho, Ze na médiu
obsahujicim lithium nezadala rist ani pfi nejniZ8i koncentraci. Druhou kvasinkou, obvykle
fazenou mezi osmotolerantni, ale témé&f neschopnou rist na lithiu, byla Y. lipolytica.

Zajimavé jsou vysledky s S. cerevisiae FL 200, o niZ jsem bohuZel nedohledala zaznamy
o mife osmotolerance, kterou jednoznaéné vykazovala. Na vSech médiich (v&etné¢ NaCl, i kdyz

tato data nejsou smérodatna) rostla nejlépe ze vSech testovanych druht.

31



7. ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo shrnout dosud znamé buné¢né mechanismy, které
prispivaji nebo mohou piispivat k osmotoleranci kvasinky Zygosaccharomyces rouxii a nékolika
dalsich kvasinek. Shrnuti literatury jsem doplnila jednoduchym pokusem srovnéavajicim odolnost
této kvasinky a né€kolika dal$ich zajimavych druhi vii¢i nékolika typiim osmotického stresu.

Kli¢ovymi pro Gspé$ny rust kvasinek v prostfedich s vysokou koncentraci osmolytt a pro
vyrovnavani se s jejimi nahlymi zménami jsou jednak membranové transportéry, exportujici
u¢inné ionty ven z builky, a jednak vyborné regulované mechanismy tvorby, zadrZovani a
uvoliiovani glycerolu a dal§ich malych osmoticky aktivnich latek.

Identifikace konkrétnich mechanismi a izolace geni zajist'ujicich osmotoleranci by byly
obrovskym pfinosem pro biotechnologie, kde by se dala vyuzit naptiklad heterologni exprese
téchto genl v primyslové vyuZivanych kmenech S. cerevisiae. Z. rouxii by tak poskytla dalsi
z jedineénych vlastnosti, které tyto nejmensi eukaryotické organismy nabizeji k vyuZziti tomu
nejvyvinutéj$imu z eukaryot — ¢lovéku.

V ramci své diplomové prace a daliho studia se budu tomuto tématu déle v€novat.
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