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Giudici a Pulvirenti (2002): Molecular methods for
identification of wine yeasts.
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Proc¢ izolovat DN A /RNA z kvasinek?

o bézné mikrobiologické a biochemické testy jsou casto
nepresné a nedostatecné

o testy mohou byt ovlivhény kultivacnimi podminkami
o jednotlive rody Ci druhy maji shodné Ci variabilni vysledky

o — analyza sekvenci evoluéné konzervativnich gend &i
oblasti na DNA

O nejcastéji oblast ITS (Internal Transcrlbed Spacer), ktera se
nachazi mezi podjednotkami genu pro rDNA, 18S, 5,8S a
26S



Proc¢ izolovat DN A /RNA z kvasinek?

v v 7 v . . . (o)
o Overenl pritomnosti mikroorganizmu
o Porovnani + klasifikace
o PCR - klonovani, exprese genu

MEDNA
chromosomalni DNA
RNA

plazmidova DNA
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Kvasinky

o Eukaryota, heterotrofni

o Siroké vyuziti (potravinarstvi, farmacie, medicina,
modelové organizmy, atd.) '

o Ale i patogenni kvasinky

RS

o Genom: S. cerevisiae 12 Mb, 16 chromozomu (1996)
S. pastorianus 25 Mb, 36 chromozomu (2009)
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Bunécna stena kvasinek

0 OdlisSné slozeni od prokaryot!!!!
O Tvorba jizev - puceni (chitin)

o Shlukovani (i s bakteriemi), rozpoznavani bunék
opacného parovaciho typu, pfilnavost k
povrchum, ...

o polysacharidy (B8-1,3-glukan, B-1,6-glukan)

glykozylované bilkoviny (manoproteiny)
chitin



Mannoproteins
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I1zolace DNA - obecné

o Zisk kultury + narlst bunék
0 Odstranéni bunécné steny

O Lyze bunéek

0 Izolace a precisteni DNA

o Ovéereni gelovou elektroforézou



I1zolace DNA — fenol 1.

1. Promyti bunék vodou a EDTA (vyvazani iontd, které
jsou potrebné pro funkcnost nukleaz)

2. Mechanické rozbiti bunék, sonikace
nebo
enzymaticka lyze bunécné stény
- hydrolyza poly-B(1—3-)glukozy
0 Lytikaza (endogiukansza, protedza)
0 Zymolaza

(B-1,3-glukan laminaripentaohydrolaza, B-1,3-glukanaza, protedza, mananaza)

d B'd'QIUkU ronidaza (glusulase)



Izolace DNA — fenol 11.

3. Tvorba sferoplastu

4. Lyze - EDTA, proteinaza K, 10 % SDS
(rozpousti tuky .. naruseni membrany)



Izolace DNA — fenol I11.

6.

Pridani fenolu a nasledné smesi
izoamylalkohol:chloroform v pomeru 1:24
(ve které se rozpousti fenol a tedy vymizi z vodné faze)

Rozdeleni smési na spodni organickou a horni
vodnou (s DNA) fazi, mezi nimi jsou vysrazene
proteiny

Illodpipetovani spickou s ustrihlym koncem
(stfizné sily, velikost a po¢et chromozomu)

Phase separalion |Isoprapananal pracipitation

Pridavek RNazy
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Precisteni DNA

o K hrubému lyzatu se prida 0,7 objemu
izopropanolu/etanolu

o Vysrazeni pri -20°C

o Centrifugace DNA pri vysokych otackach

o Vysuseni, rozpusténi

’

— zakoncentrovani
(TE pufr, voda, 10 mM Tris)
., ". Pellet
o Uchovani pri 4°C

(zmrazeni mUze poskodit chromozomy)



Izolace DNA - kity

O

Bez fenolu, vétsinou silika kolonky
Mechanické X enzymatickeé rozbiti bunek

VétSinou neobsahuji enzym pro rozbiti bunécné steny -
nutno dokoupit!

Casto je tfeba namichat pufr pro rozbiti bunék (neni
soucasti kitu)

Niz&i vytéZky, stabilita, kompaktnost chromozomu

Pro jednorazove stanoveni dostacujici, pro dlouhodobou
. . . v s (o) .
manipulaci s DNA zvolit setrny zpusob izolace



IZOIHC@ DNA - klty NucleoSpin® Tissue procedure

) E lysis
o Jednoduche
o Rychlé binding
(ALE rozbiti bunécné steny) 25
7 ’ \"4 V4 O

o Nezname slozeni roztoku g washing
o Drazsi v porovnani -

s fenolovou metodou elution
o Nutno dokoupit enzym cloning f l hybridizatiﬂn

a namichat roztoky fingerprint assays BCR restriction analysis

Macherey-Nagel (Némecko)



Kontrola

o0 Gelovou elektroforézou
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M - velikostni standard
1,3 - hruby lyzat pred pridanim RNazy

2,4 - hruby lyzat po pridani RNazy
. - 5,6 - preciéténd DNA
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Mitochondrie kvasinek

o ,Bunéénad elektrarna® — ATP 1%

o Vnejsi a vnitrni membrana

O PoCet: 15 - 29 v zavislosti
na fyziologickém stavu bunky

DMA

o Velikost: 0,6 — 2,1 um




mtDNA

085 779 bp u S. cerevisiae
o /0578 bp u S. pastorianus

0 64 300 bp u S. bayanus

o Ruzna velikost, poradi gend,...
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O RFLP mtDNA

(Rainieri et al. 2008)

155 RNA

cOoxi1

Mitochondrial genome
(85,779 base pairs)

ATPased CYThb
b
Survivor Insertion Position of fragment | Characteristics of the original Orientation
length on the mitochondrial | mitochondrial sequence
(nuclectides) | DNA sequence
34-11-89 (b) 65 14,804-14,868 COX1(intronic ORF ai1) parallel
622pBS8 (a) 101 19,870-19,770 COX1(intronic ORF ai3 encoding |-Scelll) | antiparallel
34-11-89 (a) 92 23,396-23,487 Intergenic region parallel
34pAT9 97 25,795-25,699 COXA(intron ai5 ) antiparallel
622pBS8 (b) 52 30,114-30,063 Intergenic region (between o7 and ORFS) | antiparallel
34pAS15 (b) 49 34,946-34,994 Intergenic region (between ori2 and parallel
tRMNAgIu). G-C cluster
34pAS15 (a) 188 74,600-74,412 COX2 and ORF1 antiparallel
34pAS16 7T 77,789-77.,713 Igtﬁﬁenn:} region (between tRNAphe and | antiparallel
t hir
J4pAST 47 79,020-79,066 Intergenic region (upstream of COX3) parallel

Ricchetti

et al. 1999




Izolace mtDNA
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Zisk kultury + rast bunék
Odstranéni bunécnée stény
Rozbiti/lyze bunék

Odstranéni zbytkd bunék a izolace mitochondrii
(na zaklade centrifugace)

Lyze mitochondrii
Izolace a precisténi DNA

Overeni gelovou elektroforézou



