UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ENOTA MEDODDELCNEGA STUDIJA MIKROBIOLOGIJE

Tina TRBUHA

VPLIV SLANOSTI NA TRANSKRIPCIJO GENOV ZA ENCIME, KI
SODELUJEJO PRI MODIFIKACIJI MASCOBNIH KISLIN PRI
HALOTOLERANTNI CRNI KVASOVKI Aureobasidium pullulans

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij

THE INFLUENCE OF SALINITY ON THE TRANSCRIPTION OF
GENES ENCODING ENZYMES INVOLVED IN MODIFICATIONS
OF FATTY ACIDS IN HALOTOLERANT BLACK YEAST
Aureobasidium pullulans

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2008



Trbuha T. Vpliv slanosti na transkripcijo genov za encime ... pri halotolerantni érni kvasovki Aureobasidium pullulans. I
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008.

Diplomsko delo je zaklju¢ek univerzitetnega medoddel¢nega Studija mikrobiologije.
Opravljeno je bilo na Katedri za biologijo mikroorganizmov Oddelka za biologijo
Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Analize z radioaktivnimi reagenti so potekale
na Institutu za biokemijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani.

Studijska komisija univerzitetnega $tudija mikrobiologije je za mentorico diplomskega
dela imenovala prof. dr. Nino Gunde-Cimerman, za somentorico dr. Martino Turk in za
recenzentko prof. dr. Ano Plemenitas.

Mentorica: prof. dr. Nina Gunde-Cimerman
Somentorica: dr. Martina Turk
Recenzentka: prof. dr. Ana Plemenita$

Komisija za oceno in zagovor:
Predsednik: prof. dr. David STOPAR
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo

Clanica: prof. dr. Nina GUNDE-CIMERMAN
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Clanica: dr. Martina TURK
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Clanica: prof. dr. Ana PLEMENITAS
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo

Datum zagovora:

Naloga je rezultat lastnega raziskovalnega dela.

Tina Trbuha



Trbuha T. Vpliv slanosti na transkripcijo genov za encime ... pri halotolerantni érni kvasovki Aureobasidium pullulans. 111
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008.

KLJUCNA DOKUMENTACIJISKA INFORMACIJA

SD  Dn

DK  UDK 579.222: 579.258: 577.151.5: 582.282.23(043) = 163.6

KG halotolerantni mikroorganizmi/kvasovke/halotolerantne kvasovke/Aureobasidium
pullulans/stres/slanost/hiperosmotski stres/hipoosmotski stres/transkripcija genov/
mascobne kisline/encimi/desaturaze/elongaze

AV TRBUHA, Tina

SA  GUNDE-CIMERMAN, Nina (mentorica)/TURK, Martina (somentorica)/
PLEMENITAS, Ana (recenzentka)

KZ  SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

ZA  Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija
mikrobiologije

LI 2008

IN VPLIV SLANOSTI NA TRANSKRIPCIJO GENOV ZA ENCIME, KI
SODELUJEJO PRI  MODIFIKACII MASCOBNIH  KISLIN PRI
HALOTOLERANTNI CRNI KVASOVKI Aureobasidium pullulans

TD  Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

OP  XII, 56 str., 1 pregl., 14 sl., 2 pril., 82 vir.

J sl

JI sl/en

Al Aureobasidium pullulans je ubikvitarna ¢rna kvasovka, ki je pogosta v osmotsko

stresnih okoljih. Zaradi svoje halotolerantne narave je primeren modelni organizem za

proucevanje odpornosti proti poviSanim koncentracijam soli pri evkariontih. Glavni

prilagoditvi celic na takSne razmere sta kopicenje glicerola kot kompatibilnega topljenca

ter sprememba fluidnosti in lipidne sestave membran, med drugim na racun povecanja

deleza nenasi¢enih mascobnih kislin. V okviru diplomskega dela smo preverjali hipotezo,

da so te spremembe posledica spremenjenega izrazanja genov za encime, ki modificirajo

mascobne kisline. Pri tem smo se osredotocili na dve desaturazi in elongazo. V genomu A.

pullulans smo poiskali delna nukleotidna zaporedja za A’-desaturazo (ApOLE1), A'*-

desaturazo (ApODE12) in elongazo (ApELO1). Z analizo prenosa po Southernu smo

ugotovili, da je gen za A’-desaturazo prisoten vsaj v dveh kopijah, ostala dva gena pa v eni.

Z verizno reakcijo s polimerazo na cDNA prepisu celicne mRNA smo preucili

transkripcijo teh genov v celicah, ki so rasle pri razlicnih koncentracijah NaCl. Ugotovili

smo, da transkripcija genov za A"-desaturazo in elongazo narasca z narasCanjem slanosti,

transkripcija gena za A’-desaturazo pa je statistino znalilno povedana le pri najvidji

testirani slanosti (13 % NaCl (m/v)). Ob hiperosmotskem stresu (prenosu celic iz gojisca

brez soli v gojiste z 10 % NaCl (m/v)) se je transkripcija gena za A’-desaturazo zmanjsala

eno uro po zadetku stresa, transkripcija genov za A'’-desaturazo in elongazo pa se je

zmanjSala Ze po petih minutah. Ob hipoosmotskem stresu (prenosu celic iz gojis¢a z 10 %

NaCl (m/v) v gojisce brez soli) se je transkripcija vseh treh genov prehodno povecala in

nato zopet zmanjSala. Raziskava je pokazala, da je mascobnokislinska sestava

membranskih lipidov celic A. pullulans deloma uravnana s kontrolo transkripcije genov za

encime, ki sodelujejo v modifikaciji mas¢obnih kislin.
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LA sl

AL  sl/en

AB  Aureobasidium pullulans is a ubiquitous black yeast often found in osmotically

stressed habitats. Its halotolerant nature makes it a suitable model organism for studying

mechanisms of salt tolerance in eukaryotes. Accumulation of glycerol as a compatible

solute and changes in membrane fluidity and lipid composition are the main adaptations to

increased environmental salinity. At higher salinities the proportion of unsaturated fatty

acids increases. We assumed that this is due to alterations in expresion of fatty-acid-

modifying enzymes. The present study focused on two different fatty acid desaturases and

a fatty acid elongase. We identified partial DNA sequences of the homologue genes for A’-

and A'’-desaturases (ApOLE1 and ApODE12, respectively) and a fatty acid elongase

(ApELO). Southern blot analysis of the genomic DNA demonstrated that there are at least

two copies of ApPOLE1 and one of each ApODE12 and ApELO1 in the genome of A.

pullulans. For cells grown at different salinities and those exposed to osmotic shock

transcription profiles for the examined genes were established by reverse transcription

polymerase chain reaction (RT-PCR). While the transcription of ApODE12 and ApELO1

increased with increasing salinity, the transcription of APOLE1l only increased at the

highest salinity tested (13 % NaCl (m/v)). When cells were transferred from the medium

without salt to the one with 10 % NaCl (m/v) the transcription of both ApODE12 and

ApELO1 dropped immediately while the transcription of ADOLE1 decreased only one hour

after the hiperosmotic shock. Hipoosmotic shock (transfer from 10 % to 0 % NaCl (m/v))

had equal effect on all three genes: their transcription increased in the beginning and then

decreased. Our research showed that the fatty acid composition of membrane lipids of A.

pullulans cells is partially regulated by the transcription control of the genes encoding

enzymes involved in fatty acids modification.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ACP - proteinski prenasalec acilne skupine

ApELOL - gen za elongazo masc¢obnih kislin v kvasovki A. pullulans

ApODE12 - gen za A'*-desaturazo mascobnih kislin v kvasovki A. pullulans

ApOLE1 - gen za A’-desaturazo mag¢obnih kislin v kvasovki A. pullulans

bp - bazni par (v DNA)

CoA - koencim A

DEPC - dietilpirokarbonat

HOG - signalna pot odziva na povecano slanost (High Osmolarity Glycerol response
pathway)

kb - kilobazni par, 1000 baznih parov (prim. bp)

OLE1 - gen za A’-desaturazo mas&obnih kislin v kvasovki Saccharomyces cerevisiae

PCR - verizna reakcija s polimerazo (Polymerase Chain Reaction)

RT-PCR - obratna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction)

YNB - trdno sintetsko definirano gojis¢e Yeast Nitrogen Base
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SLOVARCEK

desaturaza - encim, ki katalizira nastanek dvojne vezi v acilnih verigah mas¢obnih kislin

elongaza - encim, ki na Ze obstoje¢e mascobne kisline dodaja enote z dvema C atomoma in
tako tvori mascobne kisline z dolgimi in zelo dolgimi verigami

halotolerantni organizmi - organizmi, ki lahko prezivijo in se razmnoZzujejo v okolju s
povecano koncentracijo soli

hiperosmotski - z relativno manjSo vodno aktivnostjo: raztopina A je hiperosmotska glede
na raztopino B, ¢e vsebuje vecjo koncentracijo topljenca/topljencev kot raztopina B

hipoosmotski - z relativno ve¢jo vodno aktivnostjo: raztopina A je hipoosmotska glede na
raztopino B, ¢e vsebuje manjso koncentracijo topljenca/topljencev kot raztopina B
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1 UVOD

Ekstremofilni organizmi ze vse od njihovega odkritja zbujajo veliko zanimanje
znanstvenikov. Premaknili so meje naSega razumevanja Zivega sveta in zanimanje zanje Se
vedno hitro naras¢a. Danes obsegajo raziskave ekstremofilov tako proucevanje
prilagoditev na ekstremna okolja, kot tudi uporabo zivih organizmov in njihovih delov
(posebno encimov) na razlicnih podro¢jih, od industrije in kmetijstva do medicine in
varstva narave. Raziskave se od prokariontov, ki so dolgo veljali za edine ekstremofile,
zadnja leta vedno bolj usmerjajo tudi k redkim Ze poznanim, pa tudi novo odkritim
evkariontskim vrstam.

Zasoljevanje kmetijskih povrSin predstavlja velik problem tako za razvite drzave kot za
drzave v razvoju. Namakanje z vodo neustrezne kakovosti v susnih predelih spreminja pre;j
plodna tla v nerodovitno puscavo, v kateri kulturne rastline ne morejo uspevati. Razvijanje
proti soli odpornih polj$¢in s konvencionalnimi metodami je dolgotrajno in drago, poleg
tega pa $e ni dalo zadovoljivih rezultatov. Ce bi poznali mehanizme toksi¢nosti soli in
odzive odpornih vrst na molekularni ravni, bi lahko povecali odpornost kmetijsko
pomembnih rastlin z genskim inzenirstvom. Za ta namen so $e posebno zanimivi proti soli
odporni evkariontski mikroorganizmi, saj so rastlinam evolucijsko in fizioloSko mnogo
blizie kot prokarionti. Primer evkariontskega halotolerantnega organizma je
Aureobasidium pullulans, ubikvitarna ¢rna kvasovka, ki pri rasti v vodnem mediju prenese
do 17 % NaCl (m/v) (Gunde-Cimerman in sod., 2000).

1.1 NAMEN DELA

Predhodne raziskave so pokazale, da je lipidna sestava celicnih membran glive A. pullulans
ob rasti pri vi§jih koncentracijah soli drugacna kot v okolju brez soli (Turk in sod., 2004).
Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali so za spremembe membranskih lipidov
odgovorne spremembe v transkripciji encimov, ki so udelezeni pri modifikaciji mascobnih
kislin. Ker se je pri vi§jih slanostih povecal predvsem delez maScobnih kislin z dvojnimi
vezmi ob devetem in dvanajstem ogljikovem atomu (Turk in sod., 2004), smo
predpostavili, da sta v celici prisotni vsaj A’- in A'’-desaturazi. Pri ekstremno
halotolerantni ¢rni kvasovki Hortaea werneckii, izolirani iz istega okolja kot A. pullulans,
pri vi§jih slanostih naraste tudi delez mascobnih kislin z dalj§imi acilnimi verigami (Turk
in sod., 2004), kar je verjetno posledica povecanega izrazanja gena za elongazo (Gostincar,
2004). Zanimalo nas je, ali je tudi v genomu halotolerantnega A. pullulans gen za elongazo
in kak$no je njegovo izrazanje pri razlicnih slanostih. Cilji nase raziskave so bili
identifikacija genov za desaturazi in elongazo v genomu A. pullulans, ugotovitev Stevila
kopij teh genov, preucitev profila transkripcije teh genov v odvisnosti od slanosti okolja ter
ugotavljanje sprememb v njihovi transkripciji ob izpostavitvi celic nenadnemu povecanju
ali zmanjSanju koncentracije soli v okolju.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Na podlagi sprememb v delezih posameznih mas€obnih kislin v membranah, ki so jih
preucili Turk in sod. (2004), smo postavili hipotezo, da se ob vi§jih koncentracijah soli
transkripcija genov za desaturazi poveca, transkripcija gena za elongazo pa ostane
nespremenjena. V skladu s tem smo domnevali, da se transkripcija genov za desaturazi
poveca po hiperosmotskem Soku ter zmanjSa po hipoosmotskem, transkripcija gena za
elongazo pa se na osmotski Sok ne odzove.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 HIPERSLANA OKOLJA

Na Zemlji obstajajo Stevilna fizikalno in kemijsko raznolika okolja, ki omogocajo razvoj in
obstoj zivljenja. Povsod, kjer zivijo vi§ji organizmi, najdemo tudi mikroorganizme.
Slednji pa so zmozZni preziveti in uspevati tudi tam, kjer eden ali ve¢ dejavnikov okolja
onemogoca obstoj vi§jih organizmov. TakSna so npr. podro¢ja zelo visokih ali nizkih
temperatur (geotermalna obmocja, polarni pas...), ekstremnega pH (alkalna jezera, kisla
vulkanska tla, rudniske odcedne vode...) in podro¢ja z zmanj$ano dostopnostjo vode (slana
jezera, povrsina skal...). Za mikroorganizme, ki so se takSnih okoljih razvijali in se jim
skozi generacije prilagodili, so tak§ne razmere povsem normalne, s staliSca ¢loveka pa so
tovrstna okolja ekstremna in organizme, ki v njih Zivijo, imenujemo ekstremofili.

Najobseznejse zivljenjsko okolje na Zemlji predstavljajo vode oceanov in morij, ki skupaj
pokrivajo 71 % zemeljskega povrija. Ceprav vsebuje morska voda v povpre&ju 3 % NaCl
(m/v), kar onemogoca rast ve€ini kopenskih in sladkovodnih organizmov, pa nam
obseznost oceanov in morij ter delez vrst, ki tam zivijo, preprecuje, da bi jih poimenovali
ekstremno okolje. Vendar pa obstajajo tudi obmocja, kjer je koncentracija soli precej visja
od 3 %. Taksna hiperslana okolja nastanejo tam, kjer se v vodi raztopljene soli kopicijo
zaradi izhlapevanja vode. Nastanek tovrstnih okolij je najveckrat naraven (npr. jezera brez
odtoka v susnih podnebjih, morske plitvine z malo krozenja vode), lahko pa je tudi
posledica clovekovega delovanja. Znacilen primer za to so son¢ne soline, kjer se
koncentracija soli v morski vodi postopno povecuje od 3 % (m/v) pa vse do nasi¢enosti pri
vec kot 30 % NaCl (m/v).

Organizmi, ki Zivijo v takSnih okoljih, so podvrzeni osmotskemu pritisku, na katerega so
bolj ali manj prilagojeni. Na podlagi tega, ali sol za svojo rast potrebujejo ali pa jo zgolj
tolerirajo, jih delimo na halofilne in halotolerantne, znotraj teh dveh razredov pa vcasih Se
dalje na rahlo, zmerno in ekstremno halofilne oz. halotolerantne (Russel, 1989). Kot
skupina ti organizmi uspevajo v vsem spektru slanosti, le redke pa najdemo v celotnem
razponu od nekaj mM soli pa do nasi¢enih raztopin. Taks$na sta npr. bakterija Micrococcus
varians spp. halophilus in enoceli¢na zelena alga Dunaliella salina (Russel, 1989), pa tudi
nekatere glive, npr. halofilna Wallemia ichthyophaga (Zalar in sod., 2005), ekstremno
halotolerantna Hortaea werneckii ter halotolerantni Trimmatostroma salina in Phaeotheca
triangularis (Gunde-Cimerman in sod., 2000).

Glavna tezava, s katero se srecujejo organizmi v teh okoljih, je dostopnost proste vode. V
vodi raztopljene soli vezejo molekule vode nase, s tem pa jih odtegnejo
(mikro)organizmom. Dostopnost vode lahko opiSemo na ve¢ nacinov: kot vodni potencial,
osmotski potencial, kemijski potencial vode, osmotski tlak ali osmolalnost. Mera za
dostopnost vode, ki jo najveckrat uporabljamo v povezavi z mikroorganizmi, pa je vodna
aktivnost (water activity, ay). Izrazena je kot razmerje med parnim tlakom nad raztopino in
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parnim tlakom ciste vode pri isti temperaturi. Vrednosti ay so tako med 0 in 1. Vecina
mikroorganizmov potrebuje za aktivni metabolizem vrednost a, nad 0,96, nekatere
filamentozne glive in liSaji pa lahko rastejo tudi Se pri vrednosti a,, = 0,60 (Atlas in Bartha,
1998). Najpogosteje uporabljena dogovorjena meja, pod katero lahko uspevajo izklju¢no
ekstremofilni organizmi, je ay, = 0,85, kar ustreza 17 % (m/v) NaCl (Gunde-Cimerman in
sod., 2004; Gunde-Cimerman in sod., 2005).

Halofilne in halotolerantne mikroorganizme najdemo v vseh treh kraljestvih: Archaea,
Bacteria in Eucarya (Madigan in Oren, 1989). Kljub bioloski razli¢nosti med temi
organizmi pa so odgovori na izzive, ki jih pred njih postavlja okolje, do neke mere
podobni.

2.1.1 Prilagoditve organizmov
2.1.1.1 Uravnavanje vodne aktivnosti znotraj celice

Voda osmotsko prehaja skozi polprepustno membrano iz obmocja z vi§jo v obmocje z
nizjo vodno aktivnostjo (ay). Raztopina z nizko a,, ima tako na organizme podoben vpliv
kot suSno okolje, iz celic izstopi voda, kar v skrajnem primeru privede do plazmolize
(Madigan in sod., 2000). Ker je prehajanje vode skozi membrano fizikalen proces, na
katerega organizmi nimajo neposrednega vpliva, se lahko le-ti izgubi vode v mediju z
visoko koncentacijo soli izognejo le tako, da izenacijo vodno aktivnost znotraj in zunaj
celice. To dosezejo tako, da povecajo znotrajcelicno koncentracijo topljencev.

2.1.1.1.1 Akumulacija anorganskih soli

Arheje iz reda halobakterij (Halobacteriales) in anaerobne halofilne bakterije (red
Haloanaerobiales) v citoplazmi akumulirajo K™ in CI” ione v molarnih koncentracijah.
Ceprav bi bilo v okolju, kjer prevladuje NaCl, na prvi pogled za organizme preprosteje, ¢e
bi poleg CI” kopicili Na" ione, se ti v citoplazmi nahajajo le v manj§i meri in se npr. pri
halobakterijah aktivno izérpavajo z Na'/H'™ antiporterjem, K pa nato verjetno vstopi v
celice pasivno (Madigan in Oren, 1989). Verjetna razlaga za odsotnost vecjih koncentracij
Na" ionov v citoplazmi je njihova citotoksiénost, saj zaradi podobnosti s K ioni slednje
izpodrinejo 1z njihovih vezavnih mest v encimih (Hohmann, 2002; Maathuis in Amtmann,
1999).

Pri organizmih, ki v celicah kopicijo anorganske soli, visoka ionska jakost citoplazme
zahteva od makromolekul dolo¢ene prilagoditve. Znacilno za proteine halobakterij je, da
imajo v svoji primarni strukturi ve¢ kislih aminokislin, ki so vefinoma razporejene na
povrsini proteina (Madigan in Oren, 1989; Russel, 1999). K" ioni so morda potrebni, da
deloma zakrijejo te negativne naboje (v okolju z manj kot 1-2 M soli ti proteini
denaturirajo), sicer pa hidrofilnost kislih aminokislin, Se posebno glutamata, zagotavlja
ustrezen hidratacijski plaS¢ in s tem pravilno zvitost proteina (Madigan in Oren, 1989).
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Elcock in McCannon (1998) pa sta na podlagi teoreticne analize elektrostatskih interakcij
predpostavila, da je negativni naboj kislih aminokislinskih ostankov bolj kot za ohranjanje
notranje stabilnosti proteinov pomemben za prepre¢evanje njihove agregacije.

Poleg kislih aminokislin imajo proteini halobakterij vecji delez manj hidrofobnih
aminokislin, kar verjetno prepreci, da bi se proteini v okolju z nizko vodno aktivnostjo
pretrdno zvili ali agregirali (Lanyi, 1974).

2.1.1.1.2 Akumulacija kompatibilnih topljencev

Vecina halofilnih bakterij, halofilne metanogene arheje, alge in glive ohranjajo v
citoplazmi nizke koncentracije soli, vodno aktivnost pa uravnavajo z majhnimi organskimi
molekulami, ki jih sintetizirajo same ali pa jih pridobijo iz rastnega medija (Oren, 1999).
Slednje Se posebno velja za mikroorganizme, ki kvarijo hrano, saj se nahajajo v okolju,
bogatem z organskimi snovmi (Russel, 1995). Ti t.i. kompatibilni topljenci so polarne,
moc¢no vodotopne molekule, ki so pri fizioloSkem pH nenabite ali v obliki ionov dvojckov.
Kemic¢no so kompatibilni topljenci polioli (glicerol, arabitol...), sladkorji in sladkorni
derivati (saharoza, trehaloza, glukozil-glicerol...), aminokisline in njithovi derivati ter
kvartarni amini (glicin betain) (Oren, 1999). Prilagoditve proteinov zaradi prisotnosti
kompatibilnih topljencev niso potrebne, nasprotno, kompatibilni topljenci stabilizirajo
encime in druge proteine ter membrane in tudi v visokih molarnih koncentracijah

omogocajo njihovo normalno delovanje — odtod tudi njihovo ime (Oren, 1999; Russel in
sod., 1995).

2.1.1.2 Prilagoditve celi¢nih membran

Glavna sestavina celi¢nih membran so fosfolipidi. Njihove fizikalne lastnosti so mo¢no
odvisne od dejavnikov okolja, kot so temperatura, pH, tlak, vodna aktivnost in prisotnost
ionov. Dejansko noben drug razred bioloSkih molekul ne kaze tako velike strukturne
diverzitete v tako ozkem razponu nihanj fizikalnih in kemiénih parametrov (Hazel in
Williams, 1990). Zaradi tega so prilagoditve membranskih lipidov ena od pomembnih
strategij prezivetja za organizme v slanem okolju. Ve¢ o tem bo govora v enem od
naslednjih poglavij.

2.1.2 Odziv organizmov na slanostni stres

Parametri okolja, v katerem se nahajajo mikroorganizmi, se pogosto hitro in obcutno
spreminjajo, zato je prilagajanje tem spremembam nujno za prezivetje posameznika in s
tem za ohranitev vrste. Zmoznost prilagajanja spremembam osmolarnosti okolja je ena
temeljnih lastnosti zivih bitij (Rep in sod., 2000).

Osmotski stres zaradi povecanja koncentracij raztopljenih soli v okolju sprozi v celicah
obsezne spremembe. Celice ekstremno halotolerantne alge Dunaliella salina se po prenosu



Trbuha T. Vpliv slanosti na transkripcijo genov za encime ... pri halotolerantni érni kvasovki Aureobasidium pullulans. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008.

v gojiS¢e z visoko koncentracijo NaCl zaradi hitre izgube vode mocno skréijo in se
prenehajo deliti. Po dveh urah se v celicah nakopici dovolj glicerola, da se vzpostavi
prvotni volumen, ponovno pa se zacnejo deliti Sele deset ur po nastopu Soka. Na podlagi
tega Azachi in sod. (2002) domnevajo, da se devet ur po Soku izrazajo geni, udelezeni v
odpornosti na slanost. Dinamika prvega odziva na povecanje koncentracije soli pa je precej
zapletena. Analize genomskih DNA ¢ipov za Saccharomyces cerevisiae kazejo, da je
vzorec ekspresije genov pri tem organizmu odvisen od intenzitete in Casa trajanja
slanostnega Soka (Posas in sod., 2000). Od tod morda izvirajo nekatere razlike med
rezultati razli¢nih raziskav s tega podroc¢ja. Preglednica 1 kaze, kolik§Snemu Stevilu genov
se je spremenila ekspresija v razliénih poskusih. Posas in sodelavci opazajo, da se
Stevilnim genom izrazanje moc¢no poveca pri manjSem stresu (tudi 10x), vendar le
prehodno, medtem ko pri ve¢jem stresu Stevilo aktiviranih genov s ¢asom narasca. Yale in
Bohnert (2001) ugotavljata, da se najprej odzovejo geni za metabolizem nukleotidov in
aminokislin, ki jim sledijo geni za sintezo, modifikacije in znotrajceli¢ni transport
proteinov. Ves Cas trajanja stresa (90 minut) so povecano prepisujejo geni, povezani s
proizvodnjo energije. Po 90 minutah prevladuje izrazanje genov, katerih produkti
sodelujejo v detoksikaciji, izrabi energijskih rezerv in sintezi mascobnih kislin in lipidov.
Za razliko od tega so Posas in sod. (2000) ter Rep in sod. (2000) najprej zaznali povecano
prepisovanje genov za metabolizem ogljikovih hidratov (glavni odziv S. cerevisiae na
osmotski stres je sinteza glicerola), kasneje pa Se genov za ionsko homeostazo in signalno
transdukcijo. Medtem, ko tako Yale in Bohnert (2001) kot Posas in sod. (2000) opazajo
povecano izrazanje genov, ki nosijo zapis za ribosomalne proteine, pa Rep in sod. (2000)
zaznajo zmanjSanje njihovega izrazanja, ki ga povezejo z zaCasnim zastojem rasti ob
zacetku stresa.

Glavnina genov, katerih izraZanje se spremeni ob nastopu osmotskega stresa, je pod
nadzorom signalne poti HOG (High Osmolaritiy Glycerol), ki zazna spremembe v
osmolarnosti medija in preko kaskade signalnih proteinov sprozi prepisovanje ustreznih
genov (Posas in sod., 2000; Rep in sod., 2000).

Pregl. 1: Stevilo genov, katerih izrazanje se po izpostavljenosti slanostnemu stresu spremeni (Posas in sod.,
2000; Yale in Bohnert, 2001; Rep in sod., 2000).

P f;’i‘ avtor Posésogloj"d' Yale in Bohnert (2001) | Rep in sod. (2000)
odziv genov

koncentracija NaCl 0,4 M 0,8 M 1M 0,7M

Cas trajanja stresa (min) 10 20 | 10 | 20 10 30 90 30*

>t genov s povecanim 1359 | 172 | 392 | 735 | 107 | 243 | 354 186
izraZanjem

§t. genov z zmanj$anim

izrazanjem >100
(dolocali le Rep in sod.)

*predhodni poskusi avtorjev so 30 min po osmotskem Soku zaznali najvecji transkripcijski odziv, zato so v
poskusu uporabili le ta ¢as trajanja stresa.
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2.2 Aureobasidium pullulans
2.2.1 Taksonomska klasifikacija

Kraljestvo: Fungi

Deblo: Ascomycota

Razred: Dothideomycetes

Podrazred: Dothideomycetidae

Red: Dothideales

Druzina: Dothioraceae

Rod: Aureobasidium

Vrsta: A. pullulans (de Bary) G. Arnaud (1918)

Varietete: A. pullulans var. pullulans (de Bary) G. Arnaud (1918), A. pullulans var.
melanogenum Herm.-Nijh. (1977), A. pullulans var. aubasidani Yurlova (1997), A.
pullulans var. lini (Laff.) W.B. Cooke (1962)

2.2.2 Morfologija

Kolonije glive A. pullulans, ki na sladnem agarju v sedmih dneh dosezejo premer 4 cm, so
gladke, kmalu prekrite s sluzno plastjo spor in so rumene, kremne, roznate, rjave ali ¢rne
barve. Vcasih se tvori zracni micelij, ki je redek in volnat. Hife imajo v premeru 2-16 um,
so prozorne in imajo gladke, tanke stene (Samson in sod., 2000). Kon¢ne - apikalne celice
mladih hif so razvejane in imajo 10-100 jeder. Z neenakomerno septacijo kasneje nastanejo
celice s 3-10 jedri, ki so pogosto bolj Siroke kot dolge (Takeo in de Hoog, 1991). Z
nadaljnjim zorenjem kulture se lahko tem celicam stene odebelijo, hife pa postanejo temno
rjave. TakSne hife pogosto razpadejo na posamezne celice (artrokonidije) ali pa sluZzijo kot
klamidospore. Pri nekaterih sevih se to zgodi Ze pri mladih kolonijah, ki se zaradi tega
obarvajo olivno zeleno do rjavo; zanje je Hermanides-Nijhof (1977) predlagal varieteto A.
pullulans var. melanogenum. Konidiogene celice niso diferencirane. Blastokonidiji
nastajajo sinhrono v gostih skupinah na vmesnih (interkalarnih) ali kon¢nih celicah hif ali
pa na kratkih stranskih izrastkih. Kadar je sporulacija obilna, nastajajo po vsej celi¢ni
povrSini. Konidiji so enoceli¢ni, prozorni, celicna stena je gladka. So elipsoidni,
neenakomerne oblike, pogosto imajo neizrazit hilum (brazgotino na mestu, kjer so bili
pritrjeni). Njihova velikost ni enotna, sekundarni konidiji pa so praviloma manjsi.
Endokonidiji so redki in nastanejo, ¢e se konidij z interkalarne celice sprosti v sosednjo
prazno celico (Samson in sod., 2000).

Glede na morfologijo uvrs¢amo A. pullulans v skupino ¢rnih kvasovk, ki jo sestavlja ve¢
filogenetsko heterogenih hifomicet. Skupna jim je temna obarvanost in zaceten razvoj
kolonije, ki zaradi obilnega brstenja konidijev spominja na rast kvasovk (Gams in Seifert,
2001).
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Slika 1: Celice halotolerantne ¢rne kvasovke A. pullulans

2.2.3 Habitat

A. pullulans je kozmopolitski saprofit. Ker je osmotoleranten, je pogost v rahlo osmotskih
naravnih niSah, kot so filosfera (Zalar in sod., 1999) in povrsina sladkih sadezev (de Hoog
in Yurlova, 1994). Kadar rastlina izlo¢a sladek eksudat, se lahko A. pullulans tako
namnozi, da na listih ustvari ¢rno prevleko (Adams in Moss, 2000). Pogosto ga najdemo v
zivilih: na sadju in zelenjavi (Samson in sod., 2000; Webb in Mundt, 1978), Zitih, sveze
obranih oreskih, sadnih napitkih in zamrznjenih sadnih pitah (Samson in sod., 2000), pa
tudi v Skampih in na dolgo skladis¢enem govejem mesu, kjer je vklju¢en v nastanek ¢rnih
madezev (Durakovi¢ S. in Durakovi¢ L., 2003). Izoliran je bil tudi iz slanega mocvirja
(Torzilli, 1997), morske vode (Chi in sod., 2007; Li in sod., 2007a, 2007b) in
evaporacijskih bazenov solin (Gunde-Cimerman in sod., 2000), s povrSine blokov
marmorja (Urzi in sod., 1999) in iz tal (Shiomi in sod., 2004). Poleg tega ga najdemo Se v
hiSnem prahu (Kuhn in Ghannoum, 2003) in na vlaznih mestih v stanovanjih (kopalnice,
okenski okviri), pa tudi na ¢loveski kozi in nohtih (Samson in sod., 2000). Ceprav
naceloma ni patogen za Cloveka, lahko povzroci oportunisticne okuzbe pri bolnikih z
oslabljenim imunskim sistemom (Sénchez in sod., 2006; Creger in sod., 1998; Salkin in
sod., 1986) ali kot kontaminant pri operacijskih posegih ali poskodbah (Bolignano in
Criseo, 2003). Znani so primeri glivnega peritonitisa pri bolnikih na peritonealni dializi
(Pritchard in Muir, 1987). Povezujejo ga tudi z alergi¢nimi obolenji dihal (Taylor in sod.,
2006; Stark in sod., 2005; Patovirta in sod., 2003). Panda in sod. (2006) pa so prepoznali
A. pullulans kot povzrocitelja keratitisa.
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2.2.4 Gospodarski in tehnoloski pomen

A. pullulans je vir stevilnih tehnolosko zanimivih encimov in metabolitov. Proizvaja
pululan, vodotopen polisaharid, Siroko uporaben v prehrambeni in farmacevtski industriji,
pa tudi drugje, npr. v tisku in elektroniki (Singh in sod., 2008; Gupta M. in Gupta A.K.,
2004; Kimoto in sod., 1997). Spekter encimov, ki jih lahko pridobivamo s pomocjo A.
pullulans, med drugim zajema lipaze, amilaze, glukoamilaze, alkalne proteaze, ksilanaze in
acidofilne ksilanaze (Liu in sod., 2008; Li in sod., 2007a, 2007b; Chi in sod., 2007,
Christov in sod., 1999; Christov in Prior, 1997; Ohta in sod., 2001). Nekateri metaboliti so
obetavni pri razvoju novih zdravil (Hyun Dong Shin in sod., 2007; Kimura in sod., 2006)
ali pa delujejo preventivno kot prebiotiki (Lateef in sod., 2007; Yoshikawa in sod., 2007).
Stevilne raziskave kaZejo, da so pripravki s celicami A. pullulans uginkoviti pri zaigiti
obranega sadja pred gnitjem (Mounir in sod., 2007; Sanae Krimi Bencheqroun in sod.,
2007; Ippolito in sod., 2005; Schena in sod., 1999; Lima in sod., 1997) in preprecijo hrusev
ozig na jablanah (Kunz, 2006), kar predstavlja zdravju in okolju prijazno alternativo
kemi¢nim zas¢itnim sredstvom. A. pullulans bi lahko bil uporaben tudi v bioremediaciji
zakisanih tal, saj z bazi¢nimi izlocki nevtralizira vpliv kislega dezja (Shiomi in sod., 2004).

2.2.5 A.pullulans v slanem okolju

A. pullulans je halotoleranten mikroorganizem, ki raste tudi $e pri 17-odstotni koncentraciji
NaCl (m/v) (Gunde-Cimerman in sod., 2000), najbolje pa vendarle v odsotnosti soli (Zalar
in sod., 1999). V slanem okolju pride v celicah do nekaterih sprememb. Kot druge
halotolerantne glive tudi A. pullulans kot glavni kompatibilni topljenec sintetizira glicerol,
A. pullulans, izoliran iz solin, pa pri poviSanih koncentracijah NaCl poveca tudi sintezo
mikosporin-glutaminol-glikozida, ki se v gojiScu brez soli ne sintetizira in morda sluzi kot
dodatni kompatibilni topljenec (Kogej in sod., 2006). Koncentraciji Na” in K" ionov v
citoplazmi ostajata razmeroma nizki (Kogej in sod., 2005).

PoviSana slanost pri A. pullulans povzroc¢i prilagoditve celiénih membran. Elektronska
paramagnetna resonanc¢na spektroskopija (EPR) je pokazala, da delez bolj fluidnih domen
v membrani s slanostjo naras¢a. Razmerje sterolov proti fosfolipidom, ki pomembno
vpliva na fluidnost membran, je v odsotnosti soli bolj podobno tistemu pri nehalotolerantni
S. cerevisiae kakor pri ekstremno halotolerantnih ¢rnih kvasovkah Hortaea werneckii in P.
triangularis. Pri rasti v gojis¢u s 5 % in 10 % NaCl (m/v) pa se vrednost razmerja
steroli:fosfolipidi pri A. pullulans pribliza vrednostima pri H. werneckii in P. triangularis,
vendar ju ne doseze. Delezi fosfolipidov, med katerimi prevladujeta fosfatidilholin in
fosfatidiletanolamin, se pri razli¢nih slanostih skoraj ne razlikujejo, opazne pa so razlike v
sestavi mascobnih kislin. Glavne mascobne kisline v membranah A. pullulans so
palmitinska kislina (C16:0), stearinska kislina (C18:0), oleinska kislina (cis-C18:1*"), cis-
12-oktadekanojska kislina (cis-C18:1%'? ), linolna kislina (cis-C18:2**'?) in trans-9,12-
oktadekanojska kislina (trans-C18:2°%'?). Z narastanjem koli¢ine soli v gojis¢u naraica
delez cis-C18:2°'2, obenem pa padata deleza C18:0 in cis-C18:1*° (Turk in sod., 2004).
To nakazuje, da je pri A. pullulans uravnavanje (ne)nasic¢enosti mascobnih kislin
pomemben dejavnik ohranjanja fluidnosti membran v slanem okolju.
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2.3 CELICNE MEMBRANE

Od delovanja celi¢nih membran so odvisne mnoge vitalne funkcije celice. Membrane
organizirajo bioloSke procese tako, da jih lo¢ijo v oddelke, s preprecevanjem prostega
pretoka topljencev in z nadzorovanim prenosom doloc¢enih snovi (hranil, ionov, metabolnih
produktov itd.) pa dolo€ajo sestavo citoplazme in medija znotraj oddelkov (Voet in Voet,
2004; Hazel in Williams, 1990). Poleg tega omogocajo shranjevanje energije v obliki
transmembranskih koncentracijskih gradientov, nudijo ogrodje za organizacijo sestavnih
delov kompleksnih metabolnih poti in sistemov za pridobivanje energije ter nadzirajo
prenos informacij med oddelki znotraj celice ter med celico in okoljem. Osnovni gradniki
celicnih membran so fosfolipidi, amfipatske molekule, ki v vodnem okolju agregirajo in
spontano tvorijo dvosloje. Pri tem hidrofilni del molekul, v katerem je fosfat, ostane v stiku
z vodo, hidrofobni mascobnokislinski repi pa se obrnejo v notranjost dvosloja. V osnovno
mrezo iz fosfolipidov so vsidrani proteini, ki jih je v vecini celic celo ve¢ kot lipidov.
Strukturo dvosloja ohranjajo van der Waalsove vezi in hidrofobne interakcije, pri
evkariontih pa ga dodatno stabilizirajo steroli, ki predstavljajo 5 do 25 odstotkov skupnih
membranskih lipidov. Kljub temu dvosloj ni rigiden, temveC¢ se obnasa kot
dvodimenzionalna tekocina, v kateri se molekule prosto gibljejo v lateralnih smereh
(Madigan in sod., 2000). Prav ta fluidnost je klju¢na za pravilno delovanje membran.
Odvisna je od dolzine in nasicenosti mascobnih kislin v fosfolipidih (daljSe in bolj
nenasi¢ene mascobne kisline povzrocijo vecjo fluidnost) in od vsebnosti sterolov, nanjo pa
moc¢no vplivajo tudi zunanji dejavniki - temperatura, pH, tlak, vodna aktivnost in
prisotnost razlicnih ionov. Prav zaradi tega je za celice Zivljenjskega pomena, da so
sposobne prilagajati sestavo svojih membran dejavnikom okolja in s tem ohranjati njihovo
optimalno fluidnost.

Encimi, vkljuceni v biosintezo membran, so v glavnem integralni membranski proteini. Pri
prokariontih se fosfolipidi sintetizirajo na citoplazemski strani membrane, encimi flipaze in
translokaze fosfolipidov pa jih prenesejo na zunanjo stran. V evkariontih se lipidi
sintetizirajo na citoplazemski strani endoplazemskega retikuluma; od tam se prenesejo v
druge membrane z brstenjem membranskih veziklov in njihovim zlivanjem s ciljnimi
membranami. Razlike v lipidni sestavi med razlicnimi membranami nastanejo s
selektivnim transportom doloCenih lipidov s posebnimi proteini prenasalci (ang.
phospholipid exchange proteins) (Voet in Voet, 2004).

2.3.1 Vpliv soli na membrane

Interakcije med membranskimi lipidi in vodo so bistven dejavnik membranske
organiziranosti, zato ni presenetljivo, da sprememba a,, drastiéno spremeni strukturo
membrane. Membranska fluidnost je nelocljivo povezana s hidracijo fosfolipidov. Znano
je, da so lipidi v tekoc€i fazi bolj hidrirani kot v gelski (Hazel in Williams, 1990). Velja
tudi, da polarni lipidi z nenasi¢enimi acilnimi verigami bolj vezejo vodo kot kot tisti z
nasi¢enimi in da heterogenost acilnih verig ter prisotnost holesterola in diacilglicerolov v
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membrani povecajo hidracijo (Rand in Parsegian, 1989). Bolj, ko so glave fosfolipidov
hidrirane, vecji je razmik med njimi, s tem pa imajo acilne verige veC prostora za gibanje
(Hazel in Williams, 1990). Raztopljene soli v mediju, ki obdaja membrane, tekmujejo z
glavami fosfolipidov za vodne molekule, kar zmanj$a hidracijo in s tem fluidnost. Poleg
tega ima vecina membran velik delez anionskih lipidov, na katere se vezejo kationi iz
obdajajoCe raztopine. Predvsem vezava dvovalentnih kationov lahko precej dvigne
temperaturo prehoda med trdno in tekoco fazo lipidov (T, - melting temperature). Tako
npr. Ty, dimiristoilfosfatidilserina z 39 °C v prisotnosti Na' zraste na 98 °C ob vezavi Mg*"
in na kar 155 °C ob vezavi Ca’". Vendar pa vezava nekaterih ionov tudi zniza Ty, vpliv
vezave pa je odvisen tudi od njene moci, ki je spet odvisna tako od vrste iona kot od vrste
fosfolipida in nenasiCenosti acilnih verig (Hazel in Williams, 1990). Tezko je torej
potegniti sploSen zaklju¢ek o tem, na kakSen nacin vezava ionov vpliva na fluidnost
membran.

2.3.2 Znacilnosti celicnih membran pri organizmih, ki rastejo v slanem okolju

Ker povisane koncentracije soli moc¢no vplivajo na bioloske membrane, se morajo
organizmi, ki zivijo v slanih okoljih, le-tem prilagoditi tudi na nivoju lipidne sestave
membran.

Veé membranskih funkcij pri zmerno halofilnih bakterijah je odvisno od prisotnosti Na" in
vse halobakterije imajo visok delez negativno nabitih lipidov v membrani. Sicer pa sestava
celicnih membran ni samo genotipska lastnost, ampak je odvisna od trenutnih razmer v
okolju. Pri visoki slanosti gojisca se pri bakterijah poveca delez anionskih lipidov (Russel,
1989). Isti avtor navaja, da se pri po Gramu pozitivnih bakterijah poveca tudi vsebnost
nenasi¢enih in ciklopropanskih mascobnih kislin, Valderrama in sod. (1998) pa so za
zmerno halofilno po Gramu negativno bakterijo Halomonas salina ugotovili, da vsebnost
nasi¢enih in ciklopropanskih acilnih verig s slanostjo naras¢a, vsebnost enkrat nenasic¢enih
pa pada.

Membranski lipidi ¢rne kvasovke H. werneckii med rastjo v gojis¢u z visokimi
koncentracijami soli vsebujejo ve¢ nenasi¢enih mascobnih kislin, pri vrsti P. triangularis
pa je njihova vsebnost nekoliko manjsa kot v celicah, ki so rasle pri nizjih koncentracijah
soli (Turk in sod., 2004). Kvasovke se med seboj razlikujejo tudi v razmerju
steroli:fosfolipidi. Le-to naras¢a od ekstremno halotolerantnih H. werneckii in P.
triangularis preko halotolerantnega A. pullulans do nehalotolerantne S. cerevisiae (Turk in
sod., 2004). Obe ekstremno halotolerantni vrsti pri vseh raziskovanih slanostih ohranjata
vecjo fluidnost membran kot halotolerantna in na sol obcutljiva pivska kvasovka. Podobno
so Turk in sod. (2007) tudi pri halotolerantni kvasovki Debaryomyces hansenii izmerili
manjse razmerje sterolov proti fosfolipidom kot pri S. cerevisiae in povecano nenasi¢enost
mascobnih kislin pri visokih koncentracijah NaCl, kar pa ni bistveno vplivalo na fluidnost
membran.
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V<asih je povecana nasicenost acilnih verig in s tem manjsa fluidnost membran lahko tudi
prednost. Yoshikawa in sod. (1995) ter Xu in Beardall (1997) so takSen odziv v slanem
okolju opazili pri halotolerantni kvasovki Zygosaccharomyces rouxii in algi rodu
Dunaliella ter postavili domnevo, da s tem prepregita iztekanje glicerola in vstopanje Na"
ionov v celice.

2.3.3 0Odziv membran na slanostni stres

Ker je plazemska membrana v neposrednem stiku z okoljem, lahko zazna in se tudi odzove
na spremembe v njegovi slanosti. Pri osmotskem Soku se celica skr¢i, kar v membrani
povzro¢i lateralne pritiske. Russel (1989) je predlagal mehanizem, po katerem pri
bakterijah taks$ni pritiski aktivirajo encime za sintezo fosfolipidov, ki so vsidrani v
plazemsko membrano. Tamas in sod. (2000) so ugotovili, da je pri S. cerevisiae aktivacija
HOG signalne poti odvisna od senzorjev, ki zaznajo spremembe v turgorju celice. Do
hitrih, skorajda hipnih sprememb pa ne pride le v plazemski membrani. Pri D. salina
endoplazemski retikulum sluzi kot rezervoar za membrano. Ko se ob hiperosmotskem
stresu celica skrci, se v njem skladi$¢i odve¢en membranski material, ob hipoosmotskem
Soku pa deluje kot donor materiala, potrebnega za Sirjenje celice zaradi naglega vdiranja
vode skozi plazemsko membrano (Hazel in Williams, 1990).

2.4 MASCOBNE KISLINE

Mascobne kisline so dolgoverizne karboksilne kisline. V naravi jih redko najdemo kot
proste molekule, ve¢inoma so vezane z estrsko vezjo v razli¢nih lipidih in predstavljajo
enega osnovnih gradnikov vsake celice. Njihova struktura mocno vpliva na lastnosti
molekule, v katero so vezane. Vecina mascobnih kislin ima med 14 in 20 C atomov. Pri
nasicenih mascobnih kislinah z naras¢anjem njihove dolZine narasca tudi Ty,. V molekulah
z eno ali ve¢ dvojnimi vezmi, ki imajo praviloma Cis konfiguracijo, je otezeno
vzpostavljanje van der Waalsovih interakcij med sosednjimi verigami, zato nenasicenost
poveca fluidnost lipidov (Voet in Voet, 2004). Na fizikalne in s tem tudi fizioloske
lastnosti maScobnih kislin mo¢no vplivata Stevilo in mesto dvojnih vezi v verigi (Shanklin
in Cahoon, 1998). Ze vnos ene same dvojne vezi npr. zmanj$a T, dipalmitoil-
fosfatidilholina za kar 46 °C (Schneiter in sod., 2000). V nasprotju z evkarionti imajo
mascobne kisline bakterij redko ve¢ kot eno dvojno vez v molekuli. Namesto s stopnjo
nenasicenosti maScobnokislinskih ostankov fluidnost uravnavajo z njihovo razvejanostjo,
hidroksilacijo ali prisotnostjo ciklopropanskih obrocev v verigi (Voet in Voet, 2004).

Dvojna vez se pogosto pojavlja med devetim in desetim C atomom, $teto od karboksilnega
konca. Taksno vez ozna¢imo kot A’ dvojno vez. Pri veckrat nenasiCenih magtobnih
kislinah si dvojne vezi sledijo na vsakem tretjem atomu v smeri proti metilnemu koncu
molekule (Voet in Voet, 2004).
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2.4.1 Metabolizem mas$éobnih kislin
2.4.1.1 Sinteza ma$c¢obnih kislin

Pri kvasovkah poteka biosinteza maSCobnih kislin v citosolu s kondenzacijo C, enot na
mascobnokislinski sintazi - multifunkcionalnem encimu iz dveh heksamernih podenot
(asPe). Ta 2500 kD velik encim je verjetno nastal z zdruZzitvijo vecih prej neodvisnih
encimov (Voet in Voet, 2004; Los in Murata, 1998). Biosinteza masc¢obnih kislin se zacne
tako, da se acilna skupina iz acetil-koencima A (acetil-CoA) prenese na proteinski
prenasalec acilne skupine (ACP, acyl carrier protein) in od tam na mascobnokislinsko
sintazo. Drugi acetil-CoA se najprej karboksilira v malonil-CoA; malonilna skupina se
nato s CoA prenese na ACP in se ob dekarboksilaciji veze z acilno skupino na sintazi. Pri
tem se rastoca veriga spet prenese na ACP. Sledi veC redukcij in dehidracija, nakar je nova,
za dva C atoma podaljSana veriga pripravljena na novo pripojitev dveh C atomov, ki ju
spet prispeva malonil-CoA. To se ponavlja, dokler veriga ne doseZe ustrezne dolzine (Voet
in Voet, 2004). Glavnina de novo sintetiziranih mascobnih kislin pri S. cerevisiae ima
nasicene in enkrat nenasicene verige s 16 in 18 C atomi, 1-2 % pa predstavljajo zelo dolge
verige z 20 do 30 C atomi; med njimi prevladujejo C26:0 (Trotter, 2001; Wongsumpanchai
in sod., 2004).

2.4.1.2 Razgradnja maScobnih kislin

Mascobne kisline se razgrajujejo z B-oksidacijo, pri cemer se z mascobnokislinske verige
odcepita dva ogljikova atoma naenkrat. Mascobna kisina se najprej aktivira s Co-A, ki se
preko estrske vezi veze na karboksilni konec. Sledi dehidrogenacija, pri kateri pride do
nastanka dvojne vezi med drugim in tretjim C atomom. Ta vez se nato hidratira, nastala
alkoholna skupina se oksidira v ketonsko, z vezavo nove molekule CoA pa se acilna veriga
razcepi na acetil-CoA in acil-CoA, ki je od prvotnega krajsi za dva C atoma (Voet in Voet,
2004; Madigan in sod., 2000).

Razgradnja mascobnih kislin pri S. cerevisiae v nasprotju z vi§jimi evkarionti poteka v
peroksisomih, ne pa tudi v mitohondrijih. Peroksisomi morajo poleg osnovnih encimov,
potrebnih za -oksidacijo, vsebovati Se sisteme za reoksidacijo NADH in redukcijo
NADP" (oba nastajata med B-oksidacijo), privzem maséobnih kislin iz citosola in izvoz
enot acetil-CoA iz peroksisoma v mitohondrij, kjer se popolnoma oksidirajo do CO; in
H,0 (Roermund in sod., 2003).

2.4.1.3 Privzem mas¢obnih kislin iz okolja

Celica lahko mascobne kisline privzame tudi iz okolja. Mehanizem prehoda skozi
plazemsko membrano Se ni pojasnjen, v vsakem primeru pa se morajo take molekule pred
vstopom v katabolne reakcije najprej aktivirati z encimom acil-CoA sintetazo, ki katalizira
vezavo mascobne kisline na koencim A (Trotter, 2001). Schneiter in sod. (2000) so odkrili,
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da vrsta mascobnih kislin v okolju (predvsem njihova dolzina) moc¢no vpliva na to, katera
vrsta fosfolipidov bo prevladovala v celicnih membranah, na sestavo acilnih verig v
posameznih razredih fosfolipidov pa ne vpliva.

2.4.1.4 Uravnavanje lipidnega metabolizma

Videli smo ze, da celice prilagodijo sestavo svojih membran razmeram v okolju. To kaze,
da okoljski dejavniki vplivajo na lipidni metabolizem tako, da privede do lipidne sestave,
ki ustreza trenutnim okoliS¢inam. Spremembe membran so dveh vrst: hitre, ki se ponavadi
ne ohranijo, a omogocijo preZivetje ob Soku zaradi spremenjenih razmer v okolju, in
pocasne, ki se uveljavijo z zamikom, nato pa se ohranijo, dokler trajajo nove razmere
(Hazel in Williams, 1990).

Spremembe v lipidni sestavi so lahko posledica sprememb v lipidni biosintezi ali pa
selektivne razgradnje dolocenih lipidov. Poti lipidnega metabolizma, ki vodijo v
prestrukturiranje membran, lahko razdelimo v tri skupine: (a) reakcije metabolizma
mascobnih kislin in acil-CoA, ki vkljuCujejo sintezo de novo, desaturacijo, elongacijo in
krajSanje ma$cobnokislinskih verig; (b) reakcije de novo sinteze celotnih fosfolipidov, ki
dolocajo tako zgradbo acilnih verig kot vrsto glave fosfolipida; (c) reakcije modificiranja
in razgradnje fosfolipidov (Hazel in Williams, 1990).

(a) Vse mascobne kisline - tako tiste, sintetizirane de novo, kot pridobljene iz prehranskega
vira - morajo vstopiti v acil-CoA rezervoar, preden se vgradijo v celi¢ne lipide. Medtem,
ko dodatek mascobnih kislin v gojis¢e spremeni sestavo tega rezervoarja (Schneiter in sod.,
2000), pa je le-ta precej neodvisen od fizikalnih vplivov okolja. Pri adaptaciji na nizje
temperature se ve¢ja vgradnja nenasiCenih mascobnih kislin v kompleksne lipide
uravnotezi z njihovo povecano sintezo, sestava acilnega rezervoarja pa se zaradi vecjega
pretoka mascobnih kislin skozenj bistveno ne spremeni. Ker lahko encimi lipidnega
metabolizma razbirajo med razli¢nimi substrati (dolzina verige, stopnja nenasicenosti), je
morda selektivna vgradnja nenasi¢enih maScobnih kislin enako pomemben predmet
nadzora membranske sestave pri hladnem stresu, kot je to njihova povecana sinteza (Hazel
in Williams, 1990).

(b) Dejavniki okolja lahko vplivajo tako na hitrost biosinteze membranskih lipidov kot na
vrsto novonastalih lipidov. Omenili smo Ze, da se pri bakterijah v slanem okolju spremeni
tudi vrsta fosfolipidov, ne le njihove acilne verige. Pri Pseudomonas halosaccharolytica in
Vibrio costicola se pri visoki slanosti mo¢no zmanjsa hitrost sinteze fosfatidil etanolamina,
medtem ko hitrost sinteze fosfatidil glicerola ostaja priblizno enaka (Russel, 1989).
Podobno se zgodi tudi pri dodatku saharoze v gojisce, kar kaze, da gre pri tem za vpliv
osmotskega stresa in ne ionov kot takih (Hazel in Williams, 1990).

(c) Najhitrejs$i in energetsko najugodnej$i nacin prestrukturiranja membran  je
preoblikovanje Ze obstojecih fosfolipidov. Obstajata dva mehanizma: (i) Dopolnjujoce
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delovanje fosfolipaze in lizofosfolipid aciltransferaze poskrbi za zamenjavo ene ali obeh
acilnih verig v molekuli fosfolipida. Od fosfolipaze, ki katalizira prvi korak - odcepitev
acilne verige, je odvisna hitrost cikla deacilacije/reacilacije. Pri nizkih temperaturah, kjer je
de novo sinteza fosfolipidov mo¢no upocasnjena, je nasprotno aktivnost fosfolipaze
povecana. Raziskave kazejo, da zaznava stanje fluidnosti membrane. Substratna
specifi¢nost obeh encimov pa je odvisna od temperature. (ii) Z ustreznimi encimi se lahko
modificirajo acilne verige neposredno na fosfolipidu. Pri filamentozni cianobakteriji
Anabaena variabilis se pri padcu temperature naglo povefa delez monoglikozil
digliceridov z enkrat nenasi¢enimi C16 verigami; to lahko preprecimo z dodatkom
kloramfenikola, kar kaze, da je za desaturacijo odgovorna indukcija sinteze desaturaz. V
kolikS$ni meri ta mehanizem prispeva k adaptaciji na okolje, je odvisno od vrste. Pri
migetalkarju Tetrahymena se neposredna desaturacija fosfatidilholina ob znizanju
temperature poveca Stirikrat, pri kvasovki Candida pa sprememb ni zaznati (Hazel in
Williams, 1990).

2.4.2 Desaturacija maséobnih Kkislin

Nenasi¢ene mascobne kisline so bistvena sestavina membran in zaloznih lipidov. V
membranskih glicerolipidih predstavljajo glavnino acilnih verig. Njihova dolZina sega od
14 do 26 C atomov, v posamezni molekuli pa je lahko ena do Sest dvojnih vezi. Kvasovki
S. cerevisiae in Schizosaccharomyces pombe sta pri tem nekoliko neobi¢ajni, saj imata le
enkrat nenasi¢ene mascobne kisline (Martin in sod., 2007).

Desaturacija mascobnih kislin je encimska reakcija, pri kateri se v acilno verigo uvede
dvojna vez. Pri evkariontih se ob tem kisikova molekula reducira do vode, nekateri
prokarionti pa lahko reakcijo izvrSijo tudi brez prisotnosti kisika. Na zacetku evolucije je
desaturacija verjetno potekala anaerobno; ta reakcija tudi porabi manj energije. Z
nastankom kisikove atmosfere pa se je uveljavil drugi nacin, saj da dihanje s kisikom
toliko ve¢ energije, da malo bolj energetsko zahtevna reakcija ne predstavlja tezave
(Shanklin in Cahoon, 1998).

Vecina ektotermnih organizmov se na nizje temperature okolja prilagodi s povecanjem
Stevila dvojnih vezi v acilnih verigah membranskih lipidov, s ¢imer ohranijo optimalno
fluidnost membran. Pri glivah se pri tem bolj kot skupno Stevilo nenasicenih mascobnih
kislin poveca delez veckrat nenasiCenih verig. Na primer, pri prenosu Neurospora crassa s
37 °C na 15 °C se delez nenasi¢enih mascobnih kislin povisa le z 82 % na 87 %, Stevilo
dvojnih vezi / 100 acilnih verig pa naraste s 142 na 200 (Martin in sod., 2007).

2.4.2.1 Struktura in delovanje desaturaz

Poznamo dva evolucijsko nepovezana razreda desaturaz: topne in membransko vezane.
Slednje so v zivem svetu veliko bolj razSirjene. Pred desaturacijo se mascobna kislina



Trbuha T. Vpliv slanosti na transkripcijo genov za encime ... pri halotolerantni érni kvasovki Aureobasidium pullulans. 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008.

esterificira na ACP (v primeru topnih desaturaz) ali na CoA ali lipidu (¢e bodo reakcijo
izvrSile integralne membranske desaturaze) (Shanklin in Cahoon, 1998).

Glede na vrsto substrata lahko desaturaze razvrstimo v tri razrede: (a) acil-lipid desaturaze
so znadilne za cianobakterije in rastline, nasli pa so jih tudi v protozoju Acanthamoeba in v
Caenorhabditis elegans; (b) acil-ACP desaturaze so v stromi kloroplastov v rastlinskih
celicah; (c) acil-CoA desaturaze so v celicah zivali, kvasovk in gliv (Los in Murata, 1998).

Acil-CoA desaturaze so hidrofobni, 300-350 aminokislin dolgi proteini, ki verjetno
Stirikrat prehajajo membrano. Elektrone dobijo od citokroma bs, ki jih dobi od citokrom bs
reduktaze, ta pa od NADH. Opisane so bile acil-CoA desaturaze, ki v mas¢obnokislinsko
verigo vna$ajo dvojne vezi na mestih A°, A®, A’ in A" Najbolj raziskane so stearoil-CoA
desaturaze, katerih geni so bili klonirani iz ve¢ kot desetih vrst organizmov. Vse desaturaze
iz te skupine imajo tri ohranjene regije s histidinskimi ostanki, ki verjetno sluzijo kot
ligandi za feri ion v kataliticnem centru (Los in Murata, 1998). Histidinske regije so
namescene v enakih razdaljah glede na pricakovane transmembranske regije in to tako, da
se pri pravilni zvitosti proteina znajdejo na isti strani membrane kot citokrom bs (Shanklin
in Cahoon, 1998). Najbolje je proutena A’ stearoil-CoA desaturaza pri S. cerevisiae,
imenovana Olel. Olel je himeren protein iz 510 aminokislinskih ostankov, katerega
karboksilni del je homologen citokromu bs. Ta del molekule sprejme elektrone, ki jih iz
NADH pripelje citokrom bs reduktaza, in jih prenese na kataliti¢ni center encima (Martin
in sod., 2007).

Desaturaze katalizirajo nastanek dvojne vezi vedno na istem mestu v verigi. Ce uvedejo
dvojno vez za x-tim atomom, jih $teto s karboksilnega konca uvr§éamo med A*-desaturaze,
z metilnega konca pa med o"-desaturaze. Poznamo pa tudi desaturaze, ki tvorijo dvojno

vez za tretjim ogljikovim atomom, Steto od Ze obstojeCe dvojne vezi proti metilnemu
koncu molekule (Shanklin in Cahoon, 1998).

Desaturaze prepoznajo tudi dolzino mascobnokislinske molekule, vendar specifi¢nost
prepoznave dolZine verige ni enako mo&na pri vseh desaturazah. Pri rastlinah je npr. A’
stearoil-ACP desaturaza 100x bolj aktivna na maScobnih kislinah z 18 C atomi kot na tistih
s 16 C atomi, pri kvasovkah in podganah pa je aktivnost A’ stearoil-CoA desaturaze na
verigah obeh dolzin skoraj enaka (Shanklin in Cahoon, 1998).

2.4.2.2 Nadzor delovanja desaturaz

Ker je uravnavanje nasi¢enosti mascobnih verig v lipidih tako pomemben dejavnik
prilagajanja organizmov na razmere v okolju, mora biti delovanje desaturaz dobro
uravnano. Za S. cerevisiae je znano, da dodatek nasi¢enih mascobnih kislin v gojisce
poveca aktivnost desaturaz, dodatek nenasi¢enih pa zmanjSa. Dokazali so, da gre pri tem
pravzaprav za nadzor na ravni izrazanja desaturaznih genov. Pri cianobakterijah se poveca
delez nenasi¢enih mascobnih kislin v membranah ob zniZanju temperature. Predlaganih je
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bilo ve¢ modelov: aktivacija desaturaz v membranah z nizkimi temperaturami (0z. z
zmanjSano fluidnostjo membran v teh pogojih), zmanjSana sinteza nasi¢enih mascobnih
kislin ob nespremenjeni aktivnosti desaturaz in povecana de novo sinteza desaturaz. Zadnji
model podpira dejstvo, da ob dodatku rifampicina in kloramfenikola, ki inhibirata
transkripcijo in translacijo, do desaturacije membranskih lipidov ne pride (Los in Murata,
1998).

Pri S. cerevisiae je nadzor delovanja desaturaze Olel bolj zapleten. Kontrolo izraZanja
njenega gena OLE1l posredujeta proteina Spt23 in Mga2, vsidrana v membrani
endoplazemskega retikuluma. N-terminalna fragmenta teh proteinov se sprostita s
proteolizo, ki jo posreduje ubikvitin-proteasomski sistem, in se preneseta v jedro, kjer
delujeta kot koaktivatorja transkripcije OLEL. OLE1 ima dva promotorska elementa: FAR
(fatty acid response element) in LORE (low oxygen response element). LORE lezi za FAR
in v hipoksi¢nih razmerah drasticno poveca izrazanje, ki ga je sprozil FAR, kar ublazi
ucinek zmanjSane dostopnosti O, za desaturazo. Kadar so v gojiS¢u nenasi¢ene mascobne
kisline, te zavrejo dejavnost obeh promotorskih elementov in obenem tudi skraj$ajo
razpolovni ¢as OLE1 mRNA z 10-12 minut na manj kot dve minuti. Poleg tega predvsem
kratkoverizne in veckrat nenasi¢ene mascobne kisline preprecijo proteolitsko procesiranje
Spt23, medtem ko na procesiranje Mga2 ne vplivajo; ta protein uravnavajo drugi
mehanizmi (Martin in sod., 2007; Martin in sod., 2002).

Na transkripcijo gena OLE1L vpliva tudi hiperslani stres, ob povecanju slanosti se koli¢ina
OLE1 mRNA vec kot stirikrat zmanjsa (Rep in sod., 2000).

Pri ekstremno halotolerantni ¢rni kvasovki H. werneckii sta znani dve desaturazi. Gena za
vsako od njiju sta v genomu H. werneckii prisotna v vsaj dveh kopijah. HWOLE1A in
HWOLE1B kodirata A’-desaturazo, HWODE12A in HWODE12A pa A'>-desaturazo.
Transkripcija obeh parov genov je najmanjsa, kadar celice rastejo pri 5 do 13-odstotni
slanosti, kar je optimalno obmocje za ta organizem, in najvecja pri 17 % NaCl (m/v). Ob
slanostnem stresu se transkripcija obeh genov zmanjsa, nato pa postopno naraste na raven,
kakrs$na je bila izmerjena v celicah, ki so stalno rasle pri odgovarjajoci slanosti (Gostincar,
2004).

2.4.3 Elongacija mas¢obnih Kkislin

Lipidna sestava celic je glede na dolzino acilnih verig zelo preprosta in sestoji ve¢inoma iz
mascobnih kislin s 16 ali 18 C atomi. Zelo dolge maScobne kisline s 24 in 26 C atomi
predstavljajo sicer le majhen delez (1-5 %) vseh mascobnih kislin, so pa pomembne kot
sestavni del ceramida, ki ga najdemo v sfingolipidih, in glikozilfosfatidilinozitolnega sidra,
s katerim so nekateri proteini zasidrani v membrano (Schneiter in sod., 2000). Zelo dolge
mascobne kisline v teh molekulah imajo verjetno posebno strukturno funkcijo. Pred
kratkim odkrit fosfatidilinozitol z maScobno kislino s 26 C atomi v jedrni membrani je
morda dokaz, da zelo dolge acilne verige pomembno sooblikujejo pore v jedrni membrani
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(Tehlivets in sod., 2007). Mascobne kisline z dolgimi in zelo dolgimi verigami nastanejo s
podaljSevanjem mascobnih kislin, ki jih sintetizira sintaza maS€obnih kislin. Proces
opravljajo posebni encimi - elongaze, ki dodajajo C, enote na Ze obstojeCe mascobne
kisline.

2.4.3.1 Struktura in delovanje elongaz

Elongacija mas¢obnih kislin poteka v endoplazemskem retikulumu. Podobno kot de novo
sinteza mascobnih kislin sestoji iz Stirih zaporednih encimskih reakcij, od katerih vsako
katalizira drug encim: kondenzacijski encim, [-keto-reduktaza, dehidraza in enoil
reduktaza (Prasitchoke in sod., 2007; Tehlivets in sod., 2007). Prvi korak je verjetno
odgovoren za hitrost in specifi¢nost vsake elongacijske reakcije. Geni, ki kodirajo encime
kondenzacije v elongaciji mascobnih kislin, so razvrsc¢eni v dve genetsko razli¢ni skupini:
KCS/FAE pri rastlinah in ELO pri sesalcih in glivah (Prasitchoke in sod., 2007).

Pri S. cerevisiae poznamo tri vrste elongaz. Elol katalizira podaljSanje nasicenih in
nenasi¢enih mascobnih kislin s 14 in 16 C atomi, Elo2 in Elo3 pa sta udelezeni v sintezi
mascobnih kislin z zelo dolgimi verigami. Pri tem Elo2 podaljSa verige mascobnih kislin
C16 in C18 do mascobnih kislin s 24 C atomi, Elo3 pa podaljsa mas¢obne kisline C24 v
C26. Odsotnost enega od obeh genov zmanjsa vsebnost sfingolipidov v celicah, odsotnost
obeh pa je letalna (Trotter, 2001; Prasitchoke in sod., 2007).

Tudi elongaze imajo podobna znacilna histidinska zaporedja, kot smo jih omenili pri
desaturazah. Encimi vsebujejo pet izrazito hidrofobnih domen, ki verjetno preckajo lipidno
membrano. To velja za elongaze zivali in gliv, ne pa tudi rastlin. Druga razlika med
skupinama elongaz je nacin aktivacije masc¢obnih kislin, podobno kot desaturaze tudi
elongaze pri rastlinah kot substrat uporabljajo acil-ACP, pri Zivalih in verjetno tudi glivah
pa acil-CoA (Inagaki in sod. 2002).

2.4.3.2 Nadzor delovanja elongaz

Pri halofilni algi D. salina visoka slanost poveca izrazanje gena za encim, homologen (-
ketoacil sintazam (Kcs) v rastlinah. Kcs katalizirajo kondenzacijo malonil-CoA z acil-
CoA. Celice D. salina, ki so rasle v 3,5 M NaCl, imajo v mikrosomskih membranah ve¢
stearinske in oleinske kisline (C18:0 in C18:1*%) in manj palmitinske kisline (C16:0) kot
celice, ki so rasle v 0,5 M NaCl. Poleg tega imajo tudi nekaj maS¢obnih kislin z 20 in 22 C
atomi, ki jih pri mikrosomih iz celic, ki so rasle v 0,5 M NaCl, ni zaznati. Po drugi strani
med plazemskimi membranami enih in drugih celic prakti¢no ni razlik v lipidni sestavi.
Izgleda, da skupaj z desaturazami elongaze v D. salina prilagodijo znotrajceli¢ne
membranske sisteme, da lazje funkcionirajo pri visokih koncentracijah glicerola v celicah,
Ceprav naj le-ta ne bi vplival na membrane. Ker je brstenje in zlivanje znotrajcelicnih
veziklov odvisno od specifi¢nih interakcij membrana-protein in membrana-membrana, so
morda nekatere od teh interakcij zaradi visokih koncentracij glicerola vendarle ovirane.
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Poleg tega pa naj bi elongaza skrbela tudi za substrat celicnim desaturazam, saj je celi¢ni
rezervoar mascobnih kislin z 18 C atomi sestavljen pretezno iz nenasi¢enih molekul. Tako
povecanje slanosti poveca desaturacijo tudi posredno preko aktivacije elongaz (Azachi in
sod., 2002).

Gostincar (2004) poro¢a o dveh izogenih za elongazo (HWELO1A in HwWELOI1B),
identificiranih v genomu H. werneckii. Podobno kot izogena za desaturazi se tudi izogena
za elongazo najmanj prepisujeta v obmocju rastnega optimuma tega organizma (med 5 in
13 % NaCl (m/v)) in najbolj pri 17 % soli (m/v). Ob slanostnem stresu se transkripcija
obeh izogenov zmanjSa, vendar v primeru hiperosmotskega stresa postopno naraste nazaj
do takSne ravni, kot je bila v celicah, ki so stalno rasle pri slanosti, kakrSna je bila
vzpostavljena s stresom.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MIKROORGANIZMI IN POGOIJI RASTI

3.1.1 Gliva

3.1.1.1 Sev

Halotolerantna ¢rna kvasovka Aureobasidium pullulans je bila izolirana iz Secoveljskih
solin. Sev je shranjen v zbirki Genska banka Ex na Katedri za biologijo organizmov
(Oddelek za biologijo, BiotehniSka fakulteta, Univerza v Ljubljani) in v Mikrobioloski
zbirki Kemijskega InStituta v Ljubljani pod oznakama EXF-150 oz. MZKI B-802.

3.1.1.2 Gojisce

Sintetsko definirano gojiS¢e YNB (Yeast Nitrogen Base)

- YNB (Yeast Nitrogen Base, BIO 101, Qbiogene) 1,7¢g

- CSM (Complete Supplement Mixture, BIO 101, Qbiogene) 0,8 ¢g

- (NH4)2SO4 (Merck) 50¢g

- glukoza (Kemika) 20,0 g

- NaCl (Merck); razli¢ne koncentracije (0 %, 2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 %, 13 %; m/v)
- destilirana voda do 1000 ml

pH smo uravnali z 2M NaOH (Zorka Sabac) na pH 7 in avtoklavirali 15 min pri 121 °C in
1,2 atm.

Za trdno gojis¢e smo dodali 20 g agarja (Biolife) na 1 liter tekoc¢ega gojis¢a YNB.

Za shranjevanje glive smo gojis¢u brez soli dodali 87-odstotni glicerol do koncne
koncentracije 50 %.

Za slanostni stres smo gojiScu uravnali pH z 1M HCI.

3.1.1.3 Gojenje

Iz zamrznjene zalozne kulture smo glivo nacepili na trdna gojis¢a YNB z razli¢nimi
koncentracijami soli in jo inkubirali pri 27 °C do pojava kolonij. Za predkulturo smo cepili
po eno kolonijo s plos¢e v tekoca gojis¢a YNB, in sicer: s plosce brez dodane soli smo
cepili v gojisce brez soli in v gojis¢e z 2,5 % NaCl (m/v), s plos€e s 5 % NaCl (m/v) v

% NaCl (m/v) in 13 % NaCl. Tako nacepljena gojis¢a smo inkubirali na rotacijskem
stresalniku pri 27 °C in 180 vrtljajih na minuto, dokler ni kultura dosegla primernega
Stevila celic, ki smo ga dolocili z merjenjem opticne gostote pri valovni dolzini 600 nm
(ODgoop > 2). Po 0,5 ml predkulture smo nacepili v 150 ml tekoCega gojis¢a YNB z
odgovarjajoco koncentracijo soli in inkubirali enako kot prej (27 °C, 180 rpm). Celice smo
pozeli v eksponencialni fazi rasti (ODggo = 0,8 — 1) s centrifugiranjem v sterilnih pollitrskih
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centrifugirkah (Beckman), resuspendiranjem v manjsi koli¢ini supernatanta in ponovnim
centrifugiranjem v sterilnih 50-mililitrskih centrifugirkah (Falcon), oboje 10 minut pri
sobni temperaturi in 5000 vrtljajih na minuto. Nato smo jih zamrznili v tekoCem dusiku in
jih do nadaljnje obdelave shranili pri -80 °C.

Za slanostni stres smo po 1,5 ml predkulture nacepili v 500 ml tekocega gojis¢a YNB in
inkubirali enako kot prej. Za hiperosmotski stres smo celice gojili v gojis¢éu YNB brez
dodane soli, za hipoosmotski stres pa v gojis¢u YNB z 10 % NaCl (m/v). Ko je kultura
dosegla ustrezno opti¢no gostoto (ODgoo = 0,8 — 1; celice so v eksponencialni fazi rasti),
smo odvzeli 80 ml gojisca in celice od njega locili s filtriranjem skozi filter s premerom
por 1,2 um. Preostale celice smo pozeli s centrifugiranjem pri sobni temperaturi in 5000
rpm in jih nato resuspendirali v 420 ml tekoCega gojis€a YNB z ustrezno slanostjo (10 %
NaCl (m/v) za hiperosmotski stres in gojisc¢e brez soli za hipoosmotski stres), ki smo ga
pred tem ogreli na 27 °C in uravnali pH tako, da se je skladal s pH izrabljenega gojisca.
Celice so bile izpostavljene slanostnemu stresu za 5 min, 10 min, 30 min, 60 min in 120
min ob stresanju in nespremenjeni temperaturi. Po preteku ustreznega ¢asa smo odvzeli 80
ml kulture, celice od gojis¢a locili s filtriranjem, jih zamrznili v teko¢em duSiku ter
shranili do nadaljnje obdelave pri -80 °C.

3.1.2 Bakterija
3.1.2.1 Sev

Za kloniranje dela gena za elongazo smo uporabili kompetentne celice Escherichia coli,
sev IM109, priloZene kompletu »pGEM®-T Vector System« (Promega).

3.1.2.2 Gojisca

Gojisce SOC

- Tryptone (Biolife) 20¢g

- Bacto-yeast extract (Difco) 5¢g

- NaCl (Merck) 0,58 g

- KCI (Merck) 0,186 g

- glukoza (Kemika) 36¢g

- destilirana voda do 1000 ml

pH smo uravnali z 2M NaOH na pH 7, avtoklavirali 15 min pri 121 °C in 1,2 atm in po
avtoklaviranju dodali:
- sterilna zaloZna raztopina Mg*" 10 ml

Zalozna raztopina Mg

- MgClyx6H,0 2,033 ¢
- MgSO4x7H,O 2,465 ¢
- destilirana voda do 10 ml
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Sterilizirali smo jo s filtriranjem.

Gojisce LB (Luria-Bertani) z ampicilinom

- Tryptone (Biolife) 10g

- Bacto-yeast extract (Difco) 5¢g

- NaCl (Merck) S5¢g

- destilirana voda do 1000 ml

pH smo uravnali z 2M NaOH na pH 7, avtoklavirali 15 min pri 121 °C in 1,2 atm in po
avtoklaviranju dodali:

- ampicilin (100 mg/ml; Sigma) 1 ml

Za pripravo trdnih gojis¢ LB smo dodali 20 g agarja (Biolife) na 1 I tekocega gojisca.

Gojisce za modro-belo selekcijo:

- Tryptone (Biolife) 10g

- Bacto-yeast extract (Difco) 5¢g

- NaCl (Merck) S5¢g

- agar (Biolife) 15¢g

- destilirana voda do 1000 ml

pH smo uravnali z 2M NaOH na pH 7, avtoklavirali 15 min pri 121 °C in 1,2 atm in po
avtoklaviranju dodali:

- ampicilin (100 mg/ml; Sigma) 1 ml
- X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indoksil-beta-D-galaktopiranozid; Sigma) 80 pg
0,5 mM IPTG (izopropil-beta-D-tiogalaktozid; Sigma) 200 ul

3.1.2.3 Gojenje

.....

£0ji8¢u na rotacijskem stresalniku pri 200 vrtljajih na minuto in temperaturi 37 °C preko
noci.

3.2 IZOLACIJA GENOMSKE DNA A. pullulans

Genomsko DNA smo izolirali iz celic A. pullulans po prirejenem protokolu, ki je bil razvit
za izolacijo genomske DNA iz gliv vrst Cochliobolus lunatus in Curvularia lunata
(Rozman in Komel, 1994). Reagente smo pripravili z MilliQ vodo in jih sterilizirali z
avtoklaviranjem ali filtracijo.

0 Ekstrakeijski pufer
- 100 mM Tris, pH 8,0 (Sigma)
- 100 mM EDTA (Kemika)
- 250 mM NaCl (Merck)
0 10-odstotni Na-lauroilsarkozin (Sigma)
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5 M NaCl

10-odstotni heksadecil triamonijev bromid (CTAB; Sigma) v 0,7 M NaCl (Merck)
Kloroform (Merck) : izoamilalkohol (Kemika) = 24:1
Izopropanol (Merck)

Pufer TE

- 10 mM Tris (Sigma), pH s HCI uravnali na pH 7,6
- 1 mM EDTA (Kemika)

M Na-acetat, pH 5; pH smo uravnali z ocetno kislino
Absolutni etanol in 70-odstotni etanol (Merck)
Proteinaza K (Fermentas)

Rnaza A (1 mg/ml; Sigma)

O OO0 0O

O 0O 0O

Tri grame zamrznjenih celic smo uprasili v terilnici ob hlajenju s teko¢im duSikom.
Resuspendirali smo jih v 10 ml ekstrakcijskega pufra, ki smo mu dodali proteinazo K v
kon¢ni koncentraciji 0,5 mg/ml. Suspenziji smo dodali 1/10 volumna 10-odstotnega Na-
lauroilsarkozina in inkubirali preko noc¢i na stresalniku s 170 vrtljaji na minuto pri
temperaturi 50 °C.

Po inkubaciji smo na 1 ml vzorca dodali po 170 pul 5 M NaCl in 135 pl 10-odstotnega
CTAB v 0,7 M NaCl. Inkubirali smo 30 minut pri 65 °C in stresanju 50 vrtlj./min. Sledila
je ekstrakcija z enim volumnom meSanice kloroform:izoamilalkohol (24:1, v/v), ki smo jo
ponavljali tako dolgo, dokler ni bila interfaza med organskimi topili in vodno raztopino
povsem bistra. Pri loCevanju topil smo si pomagali s 5-minutnim centrifugiranjem pri
5000xg in 4 °C. 1z vodne faze smo nato oborili nukleinske kisline z dodatkom 0,6 volumna
2-propanola in dveurno inkubacijo pri -20 °C. Pelet, dobljen po 10-minutnem
centrifugiranju pri 5000xg in 4 °C, smo raztapljali v 500 pl pufra TE 10 minut.
Raztapljanje smo ponovili Se trikrat in frakcije prenesli v Stiri lo¢ene sterilne
mikrocentrifugirke po Eppendorfu. 1z dobljenih vodnih frakcij smo nukleinske kisline
oborili z etanolno precipitacijo s predhodnim nakisanjem (1/10 volumna Na-acetata, pH 5,
in 2 volumna absolutnega etanola). Obarjanje je potekalo preko noci pri -20 °C, nakar smo
DNA dokonc¢no locili od raztopine s centrifugiranjem pri 14000xg in 4 °C 15 min. Pelet
smo dvakrat sprali z 1 ml 70-odstotnega etanola z vmesnim centrifugiranjem (14000xg, 4
°C, 10 min), ga posusSili pri sobni temperaturi in raztopili v 500 pl pufra TE. Raztopino
DNA smo nato Se enkrat ¢istili z meSanico kloroform:izoamilalkohol in po lo¢itvi vodne
faze ponovno oborili DNA z etanolno precipitacijo s predhodnim nakisanjem, inkubacijo
preko no¢i pri -20 °C in centrifugiranjem (14000xg, 4 °C, 15 min). Pelet smo zopet
dvakrat sprali s 70-odstotnim etanolom in ga tokrat raztopili v 200 ul pufra TE. Raztopini
smo dodali 100 ul RNaze A, inkubirali 1 h pri 37 °C in ponovili etanolno precipitacijo s
predhodnim nakisanjem in inkubacijo preko noci. Po centrifugiranju smo pelet Se zadnji¢
sprali z etanolom (70-odstotni, 1 ml), ga posusili in raztopili v 150 ul pufra TE.

Integriteto izolirane DNA smo ocenili s pomoc¢jo agarozne gelske elektroforeze (1-odstoten
agarozni gel, m/v), koncentracijo in Cistost vzorcev pa smo izmerili s spektrofotometrom
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pri 260 nm oz. 280 nm, pri ¢emer smo upostevali, da je pri koncentraciji DNA 50 pg/ml
opticna gostota OD,s = 1. Za nadaljnje postopke smo uporabljali vzorce nerazgrajene
DNA, katerih razmerje Ajg0/280 j€ presegalo vrednost 1,8.

3.3 AGAROZNA ELEKTROFOREZA DNA

Reagenti:

0 10x pufer TBE, pH 8,0

- Tris (Sigma) 108,99 g

- borova kislina (Sigma) 55,65¢

- EDTA (Kemika) 7,44 ¢

- destilirana voda do 1000 ml
O 5x nana$alni pufer

- bromfenol modro (Sigma) 0,25¢g

- ksilen cianol (Sigma) 0,25¢g

- glicerol (Kemika) 30 ml

- destilirana voda do 100 ml

0 agaroza (SeaKem, BMA)
0 etidijev bromid (Sigma)

Elektroforeza je potekala v aparaturi HE 33 (Hoefer) pri 100V v 0,5% pufru TBE in 1-
odstotnem agaroznem gelu. Gel smo pripravili z 0,5% pufrom TBE in mu dodali 10 pg
etidijevega bromida na 100 ml gela. Vzorcem DNA smo pred nanosom na gel dodali 1/5
volumna 5x nanasalnega pufra, kot standard pa smo na gel nanesli meSanico fragmentov
DNA znanih velikosti (GeneRuler™, Fermentas). Po koncani elektroforezi smo gel
osvetlili z UV-transluminatorjem in ga fotografirali. Velikost DNA smo dolocili
primerjalno s fragmenti DNA znanih velikosti.

3.4 IZOLACIJA CELOKUPNE RNA
Reagenti:

TRI REAGENT™ (Sigma)
dietilpirokarbonat (DEPC; Sigma)
kloroform (Merck)

izopropanol (Merck)

75-odstotni etanol

O O 0O 0O

Celokupno RNA smo iz celic A. pullulans izolirali z reagentom TRI REAGENT™. Vso
steklovino smo pred uporabo sterilizirali z 8-urno suho sterilizacijo pri 180 °C in obenem s
tem inaktivirali RNaze. RNaze na plastiénih mikrocentrifugirkah smo inaktivirali z
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inkubacijo v 0,3-odstotni raztopini dietilpirokarbonata (DEPC) preko noci in jih nato
avtoklavirali. Vodo MilliQ, ki smo jo uporabljali pri delu z RNA, smo obdelali z 0,1-
odstotnim DEPC tako, da smo litru vode dodali 1 ml DEPC, pretresli in pustili preko noci
pri sobni temperaturi v temi, nato pa avtoklavirali. Kemikalije in nastavki za pipete, ki smo
jih uporabljali, so bile brez RNaz in DNaz.

Zamrznjene celice, ki so bile izpostavljene hiperosmotskemu stresu, smo uprasili v terilnici
ob hlajenju s teko¢im duSikom in jih prenesli v mikrocentrifugirke po Eppendorfu.
Zamrznjene celice vseh ostalih vzorcev smo razbili z jeklenimi kroglicami v napravi
MixerMill (Retsch® MM 301) pri frekvenci stresanja 30/min, &as stresanja je bil dve
minuti. Mikrocentrifugirke z vzorci, jeklene kroglice in nosilce za mikrocentrifugirke smo
pred tem ohladili v tekoc¢em dusiku, tako da je bila temperatura med razbijanjem celic ves
cas pod ledis¢em. Uprasenim celicam (priblizno 150 mg) smo dodali 1,5 ml TRI
REAGENTA™, temeljito premesali in centrifugirali 10 min pri 12000xg in 4 °C.
Supernatant smo prenesli v cisto mikrocentrifugirko, inkubirali 5 min pri sobni
temperaturi, dodali 0,3 ml kloroforma, 15 sekund intenzivno stresali in inkubirali 10 minut
pri sobni temperaturi. Po centrifugiranju (15 min, 12000xg, 4 °C) smo dobili tri faze:
zgornjo-vodno z RNA, vmesno z DNA in spodnjo-organsko s proteini. Vodno fazo smo
prenesli v novo mikrocentrifugirko, dodali 0,75 ml izopropanola, premesali in inkubirali 7
min pri sobni temperaturi. Po 10-minutnem centrifugiranju (12000xg, 4 °C) se je RNA
zbrala v peletu na dnu centrifugirke. Pelet smo dvakrat sprali s 75-odstotnim etanolom
(vmes smo centrifugirali 5 min pri 12000xg in 4 °C) in nato etanol popolnoma odstranili.
Pelet smo nekaj sekund susili s prepihavanjem z dusikom in ga nato raztopili v 100 pl
vode, obdelane z DEPC. RNA smo shranili pri temperaturi -80 °C.

Koncentracijo in Cistost vzorcev smo izmerili s spektrofotometrom pri 260 nm in 280 nm
in upostevali, da je OD,g = 1 pri koncentraciji RNA 4 pg/ul.

3.5 DOLOCANJE DELNEGA NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA GENOV
3.5.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
Reagenti:

5% reakcijski pufer (Fermentas)

mesanica deoksinukleotidov (10mM; Fermentas)

MgCl; (25 mM, Fermentas)

Taq DNA polimeraza (Fermentas)

MilliQ voda

zacetni oligonukleotidi (zaporedje baz je navedeno v prilogi A)

Kot matricno DNA smo uporabili genomsko DNA, izolirano iz A. pullulans, v kon¢ni
koncentraciji priblizno 0,25 pg/ul. Za namnozitev dela genov za encime smo uporabili
zacetne oligonukleotide, ki so bili izdelani za namnozitev homolognih genov pri halofilni

O OO0 O OO
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¢rni kvasovki Hortaea werneckii (Gostincar, 2004). Del gena za 28S-rRNA smo namnozili
z uporabo zacetnikov, kot so jih navedli Rizner in sod., 2001. Kon¢na koncentracija
vsakega od zacetnih oligonukleotidov je bila 0,75 uM. V reakcijski meSanici so bile
kon¢ne koncentracije ostalih reagentov naslednje: 0,5% reakcijski pufer, 1 mM dNTP (vsak
od deoksinukleotidov v koncentraciji 0,25 mM), 1,5 mM MgCl, in 0,0625 enot Taq
polimeraze/pul reakcijske meSanice. Reakcija je potekala v aparatu UNO II, Biometra, pri
naslednjih pogojih namnozevanja:

- 5-minutna denaturacija pri 94 °C
- 30 ciklov:
- denaturacija pri 94 °C, 30 s
- prileganje pri 60 °C, 30 s
- podaljsevanje pri 72 °C, 30 s
- 7-minutno podaljSevanje pri 72 °C

Velikost in Cistost produktov smo preverili z elektroforezo v 1-odstotnem agaroznem gelu,
kot je opisano v poglavju 3.3. Zelene produkte smo izrezali iz gela in jih oéistili s
kompletom za izolacijo DNA iz agaroznega gela (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN)
po navodilih proizvajalca. Tako izoliranim produktom namnoZevanja delov genov za
desaturazi in 28S-rRNA so nukleotidno zaporedje dolocili v laboratorijih druzbe
Sequiserve, pomnozek dela gena za elongazo pa smo pred tem dodatno obdelali, kot je
opisano v naslednjem poglavju.

3.5.2 Kloniranje dela gena za elongazo

Ker smo del gena za elongazo namnozili z wuporabo degeneriranih zacetnih
oligonukleotidov, ki za sekvencno reakcijo niso primerni, smo fragment pred dolocanjem
nukleotidnega zaporedja vnesli v ustrezen plazmid. S kompletom reagentov za kloniranje v
bakterijske celice E. coli (pGEM®-T Vector System; Promega) smo namnoZeni del gena za
elongazo klonirali v plazmid pGEM®-T in le-tega vnesli v kompetentne celice E. coli,
ampicilinom, IPTG in X-Gal. Dva od izbranih klonov celic smo precepili v 1 ml tekocega
gojis¢a LB z ampicilinom in inkubirali pri 37 °C na stresalniku preko noci. Lizat celic teh
dveh klonov smo nato uporabili namesto matriéne DNA v verizni reakciji s polimerazo, pri
kateri smo preverili, ali imamo v plazmidu Zeleni fragment. Plazmid pGEM®-T smo iz
celic enega od klonov izolirali s kompletom FastPlasmid Mini (Eppendorf) in ga poslali v
laboratorije druzbe Sequiserve, kjer so dolocili nukleotidno zaporedje fragmenta,
kloniranega v plazmid.

3.6 DOLOCANIJE STEVILA GENOV ZA DESATURAZI IN ELONGAZO Z ANALIZO
ODTISA PO SOUTHERNU
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3.6.1 Priprava vzorceyv, elektroforeza in prenos na membrano

Reagenti:
Vsi reagenti so bili pripravljeni z vodo MilliQ. Vse reagente, razen restrikcijskih
endonukleaz, smo po pripravi sterilizirali z avtoklaviranjem.

0 restrikcijske endonukleaze
- EcoRI (Fermentas)
- HindIII (Fermentas)
- BamHI (Gibco)
0 depurinacijska raztopina
- 0,25 M HCI
O denaturacijska raztopina
- 0,5 M NaOH (Zorka Sabac)
1,5 M NaCl (Merck)
0 nevtralizacijska raztopina (pH 7,5, uravnali s HCI)
1,5 M NaCl (Merck)
- 1 M Tris-HCI (Sigma)
- Tris Base (Tris Base ULTROL®Grade; Calbiochem)
0 20x SSC pufer (pH 7,5)
- 3 M NaCl (Merck)
- 3,52 M Na-citratx2H,0 (Sigma)

Genomsko DNA, izolirano iz A. pullulans, smo rezali z restrikcijskimi endonukleazami
EcoRI, BamHI in HindIIl. Noben od izbranih encimov ni imel restrikcijskih mest v delih
genov, ki smo jim dolocili zaporedje in ki so nam sluzili kot tar¢na zaporedja pri analizi
prenosa po Southernu. Restrikcija je potekala Sest ur pri temperaturi 37 °C. Dobljene
fragmente smo locili po velikosti z elektroforezo v 1-odstotnem agaroznem gelu. Pred
prenosom na membrano smo gel dvakrat sprali v depurinacijski raztopini (vsakic¢ po deset
minut). Sledila je denaturacija dvakrat po dvajset minut v denaturacijski raztopini, zatem
pa smo gel dvakrat sprali v nevtralizacijski raztopini (obakrat po trideset minut). Med
menjavanjem raztopin smo gel vsaki¢ sprali z vodo MilliQ.

Fragmente DNA smo iz gela prenesli na najlonsko membrano (Sigma) s kapilarnim
prenosom z 10xSSC pufrom. Gel smo polozili na omo¢en Whatmanov papir, katerega
konca sta segala v 10xSSC, s stranjo, kjer so nanasalni Zepki, navzdol. Nanj smo polozili
najlonsko membrano, ki smo jo pred tem pol ure namakali v 10xSSC pufru, nato
Whatmanov papir in suhe papirnate brisace v debelini ve¢ kot pet centimetrov. Vse skupaj
smo obtezili in pustili, da je kapilarni prenos potekal preko noci pri sobni temperaturi. Po
prenosu smo membrano posusili na zraku, nato pa DNA fiksirali na membrano z dveurno
inkubacijo pri temperaturi 80 °C.
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3.6.2 Hibridizacija
Reagenti

0 [a’*P]dCTP (Easytides™, NEN™), 3000 Ci/mmol
0 10xSSC pufer (gl. pogl. 3.6.1)
0 50x Denhardtov reagent
- 2-odstotni fikol (Sigma)
- 2-odstotni polivinilpirolidon (Sigma)
- 2-odstotni goveji serumski albumin (Sigma)
Reagent smo hranili pri -20 °C.
0 Predhibridizacijska raztopina
- 6xSSC
- 0,5-odstotni Na-dodecil sulfat (Sigma)
- 5% Denhardtov reagent
- 150 pg/ml DNA iz lososove sperme, denaturirane s segrevanjem pri 100 °C 5 min,
dodane tik pred inkubacijo; DNA smo pred tem hranili pri -20 °C.
0 Raztopina za spiranje
- 2xSSC
- 0,1-odstoten Na-dodecil sulfat (Sigma)

Za izdelavo hibridizacijske sonde smo uporabili fragmente DNA, namnoZene s PCR, kot je
opisano v poglavju 3.5.1. Za ¢iscenje fragmentov smo uporabili postopek z elektroforezo
in izolacijo fragmentov iz gela, opisan v istem poglavju. Fragmente smo oznacili z
[0**P]dCTP po navodilih proizvajalca (Prime-It* RmT Random Primer Labelling Kit,
Stratagene) in oznaCene fragmente oGistili s pomo&jo kolon (Nuc Trap®, Stratagene).
UspesSnost oznaCevanja smo preverili z merjenjem radioaktivnosti 2 ul sonde v

scintilacijskem Stevcu 1214 RACKBETA (LKB Wallace).

Najlonsko membrano s fiksiranimi produkti restrikcije DNA smo omocili s 5XSSC pufrom
(5 min) in jo prenesli v predhibridizacijsko raztopino. Po Stirih urah predhibridizacije pri
temperaturi 65 °C smo dodali predhodno denaturirano sondo, oznageno z **P, do konéne
radioaktivnosti 0,8 CPM/ml hibridizacijske raztopine. Inkubacija je potekala ob stresanju
preko noci pri temperaturi 65 °C, nakar smo nespecificno vezano sondo spirali z membrane
z raztopino za spiranje trikrat po dvajset minut pri enaki temperaturi. Sledila je detekcija
specificno vezanih sond. Membrano smo polozili na fotografski film (X-OMAT, Kodak),
jo eksponirali dva dni pri temperaturi -70 °C in nazadnje film razvili.

3.7 IZDELAVA ZACETNIH OLIGONUKLEOTIDOV ZA NAMNOZITEV KRATKIH
DELOV GENOV ZA DESATURAZI IN ELONGAZO
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Na podlagi nukleotidnih zaporedij delov genov, ki smo jih bili namnozili z uporabo
zacetnih nukleotidov, izdelanih za odgovarjajoce gene pri H. werneckii, smo izdelali nove
specificne zacetne oligonukleotide, ki smo jih izbrali tako, da smo z njimi pomnozili
produkt, dolg med 100 in 350 baznih parov. Po naSih navodilih jih je sintetiziral
proizvajalec Proligo (Sigma). Te zacetne oligonukleotide smo nato uporabili v PCR, kjer je
bila matrica komplementarna DNA, izdelana na podlagi mRNA. Njihovo nukleotidno
zaporedje je navedeno v prilogi A.

3.8 OBRATNA TRANSKRIPCIJA IN HKRATNA VERIZNA REAKCIJA S
POLIMERAZO

3.8.1 Priprava komplementarne DNA (¢cDNA)

Iz celokupne RNA, pripravljene, kot je opisano v poglavju 3.4, smo pripravili
komplementarno DNA. RNA smo najprej obdelali z deoksiribonukleazo I (Fermentas) in
tako odstranili morebitne necistoce v obliki DNA. 1 pg celokupne RNA smo skupaj z eno
enoto deoksiribonukleaze I inkubirali v 10 pl 1x reakcijskega pufra z MgCl, 30 minut pri
temperaturi 37 °C. Nato smo meSanici dodali 1 pl EDTA (25 mM) in encim inaktivirali z
desetminutno inkubacijo pri 65 °C. Komplementarno verigo DNA (cDNA) smo
sintetizirali s kompletom RevertAid"™ H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Fermentas). Uporabili smo heksamerne naklju¢ne zacetne oligonukleotide. V postopku
smo sledili navodilom proizvajalca kompleta. Tako smo prepisali celoten transkriptom
posameznih vzorcev.

3.8.2 Hkratna veriZna reakcija s polimerazo (hkratni PCR)

Za dolocitev stopnje izrazanja izbranih genov pri doloCenih pogojih rasti smo uporabili
metodo verizne reakcije s polimerazo, pri kateri v isti reakcijski meSanici uporabimo dva
seta zacetnih oligonukleotidov (Wong in sod., 1994). En par zacetnikov je bil za del gena
za encim, ki modificira mascobne kisline, drugi par pa za del gena za 28S-rRNA.
Prepisovanje slednjega namre¢ ni odvisno od slanosti okolja, zato nam je sluzil kot interni
standard, ki naj bi izlo€il vpliv reakcijskih pogojev in razlike v koli¢ini matricne cDNA na
kon¢ni rezultat.

Pri kvantitativnem PCR je pomembno, da namnoZevanje ustavimo, Se preden doseZe plato,
po katerem se koli¢ina produkta ne povecuje ve¢ eksponencialno. Obenem pa je potrebno
pri uporabi razli¢nih zacetnih oligonukleotidov znotraj iste reakcijske meSanice zmanjSati
moznost kompeticije obeh reakcij za reagente, do katere lahko pride zaradi razli¢ne
izhodiS¢ne koli¢ine matrice za posamezen gen. Zato smo pogoje namnozevanja predhodno
dolocili za vsak gen posebej. Pri tem smo upostevali tudi, da so razlike med koli¢inami
produkta v posameznih reakcijskih mesanicah najbolj izrazite takrat, ko so produkti
reakcije po locitvi v agaroznem gelu z dodanim etidijevim bromidom Ze zaznavni, hkrati
pa njihova koli¢ina ni bistveno nad mejo zaznavnosti. Za posamezne gene smo v hkratnem
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PCR izbrali naslednje stevilo ciklov: A’-desaturaza — 21 ciklov, A'>-desaturaza — 24 ciklov,
elongaza — 22 ciklov in gen za 28S-rRNA — 16 ciklov. Na zacetku reakcije pomnoZevanja
je bilo v 10 ul posamezne reakcijske mesanice 1 pl 10-krat redéene cDNA (pridobljene na
nacin, opisan v prejSnjem poglavju), 0,5x reakcijski pufer, | mM dNTP, 1,5 mM MgCl,,
0,625 enot Taq polimeraze in 0,375 uM vsakega od zacetnih oligonukleotidov za eno od
desaturaz oz. elongazo. Sestnajst ciklov pred koncem reakcije smo le-to prekinili in v
vsako reakcijsko meSanico dodali oba zacetna oligonukleotida za gen za 28S-rRNA v
kon¢ni koncentraciji 0,375 uM. Ostali pogoji namnozevanja so bili enaki, kot je opisano v
poglavju 3.5.1.

Produkte hkratnega PCR smo locili z elektroforezo v 1,5-odstotnem agaroznem gelu z
dodanim etidijevim bromidom (100 pg/l). Gele smo osvetlili z UV svetlobo in jih
fotografirali pri treh razli¢nih casih ekspozicije. Svetilnost posameznih produktov smo
dolo¢ili z racunalniS8kim programom UN-SCAN-IT (Version 5.1, Silk Scientific
Corporation), namenjenim obdelavi digitalnih fotografij gelov. Svetilnost namnoZenih
produktov je bila sorazmerna njihovi koli€ini, ta pa koli¢ini cDNA, ki smo jo sintetizirali
na matrici 28S-rRNA in mRNA, ki se je v izbranih dejavnikih okolja prepisala z genov za
preucevane encime.

Za vsakega od treh obravnavanih genov smo celoten postopek (hkraten PCR,
elektroforetska lo¢itev v agaroznem gelu, fotografiranje in racCunalniska obdelava
fotografij) trikrat ponovili.

3.8.3 Standardizacija in statisticna obdelava podatkov

Podatke o svetilnosti smo najprej standardizirali tako, da smo za vsak vzorec dobljeno
svetilnost pomnozenega fragmenta gena za doloCen encim delili s svetilnostjo
pomnozenega fragmenta 28S rRNA. S tem smo se izognili napaki zaradi razli¢ne koli¢ine
matricne cDNA v reakcijskih meSanicah. Da smo zmanjSali vpliv Casa osvetlitve na
svetilnost, smo kot kon¢ne standardizirane svetilnosti za vsak vzorec na posameznem gelu
vzeli povprecje, ki smo ga izracunali iz vrednosti, dobljenih pri treh razli¢nih casih
ekspozicije. Te standardizirane vrednosti smo nato statisticno obdelali po pravilih za
poskuse s ponovitvami (Kotar, 2006), s ¢imer smo odstranili sistematicno napako, ki je
enaka za vse vzorce v doloCeni ponovitvi. Iz tako prilagojenih podatkov smo izracunali
povprecje in skupno variacijo.

Analizo znacilnosti razlik med dobljenimi vrednostmi smo naredili tako, da smo v Excelu
izvedli enosmerni ANOVA test in preverili, da je razmerje najve¢je in najmanjSe variance
manjSe od tabelari¢ne kriticne meje, t.j. da je varianca dovolj homogena, da dovoljuje
ANOVA analizo. Preverili smo, ali v vzorcu obstajajo znacilne razlike, in znacilnost razlik
med posameznimi vrednostmi preverili s Tukey-evim testom s pomoc¢jo XLstat dodatka za
Excel.
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Za prikaz na grafu smo vse vrednosti dolocenega poskusa delili s povpre¢no vrednostjo
referencne gojitve. Ta je bila pri razli¢nih slanostih rast pri 0 % soli (m/v), pri stresu pa
rast v ¢asu 0. Na grafih smo prikazali odstopanje teh vrednosti od referencne.
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4 REZULTATI
4.1 DELNO NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE GENOV

Z uporabo zacCetnih oligonukleotidov, ki so bili izdelani za namnozitev delov genov za
desaturazi in elongazo pri glivi H. werneckii, smo uspe$no pomnozili dele homolognih
genov v A. pullulans.

4.1.1 A’-desaturaza

Dolo¢ili smo zaporedje 306 nukleotidov dolgega dela domnevnega gena za A’-desaturazo,
ki smo ga poimenovali ADOLE1L. Celoten fragment je v 86 % identi¢en domnevnemu genu
za A’-desaturazo pri H. werneckii, od nukleotida 105 do konca fragmenta pa je v 88 %
identi¢en genu za isti encim pri glivi Histoplasma capsulatum var. capsulatum. Prevod
fragmenta v aminokislinsko zaporedje in primerjava z znanimi peptidi oz. proteini pokaze,
da je produkt tega dela gena v 92 % in 88 % identi¢en zgoraj navedenima desaturazama, z
upostevanjem podobnosti nekaterih aminokislin pa dobimo 95-odstotno in 97-odstotno
identi¢nost.

Nukleotidno zaporedje celotnega gena, ki je bilo dolo¢eno naknadno (Gostincar in sod.,
2008), je v javno dostopni bazi podatkov GenBank dostopno pod stevilko DQ901954
(NCBI, 2007a).

4.1.2 A"-desaturaza

Dolzina fragmenta, ki smo mu dolocili zaporedje, je 234 nukleotidov. V delu med
nukleotidom 150 in koncem fragmenta je v 84 % identi¢en genu za A'*-oleat desaturazo pri
Aspergillus oryzae (odel), A. nidulans (odeA) in A. parasiticus (odeA) in v 83 % identi¢en
domnevnemu genu za A'*-desaturazo pri H. werneckii. V delu med nukleotidoma 95 in 169
je v 87 % identien genu za enak encim pri glivah Mortierella isabellina in M. alpina.
Prevod fragmenta v aminokislinsko zaporedje pokaze vsaj 80-odstotno identi¢nost z
zaporedji aminokislinskih ostankov v A'? -oleat desaturazi in podobnih encimih pri glivah
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. oryzae, Aspergillus (Emericella) nidulans, Gibberella
fujikuroi in H. werneckii. Ko upostevamo podobne fizikalno-kemi¢ne lastnosti nekaterih
aminokislin, pa se podobnost med zaporedji poveca na 85 in ve¢ odstotkov.

Gen za A'*-desaturazo v A. pullulans smo poimenovali ApODE12. Nukleotidno zaporedje
celotnega gena je bilo dolo¢eno naknadno (Gostincar in sod., 2008) in je v javno dostopni
bazi podatkov GenBank dostopno pod stevilko DQ901955 (NCBI, 2007b).
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4.1.3 Elongaza

Fragment, ki smo mu dolocili zaporedje, je dolg 548 nukleotidov. Vsebuje dva introna: en
je med nukleotidoma 232 in 283, drugi pa med nukleotidoma 354 in 406. Kodirajoce
zaporedje na 3' koncu je v 92 % identi¢no domnevnemu genu za elongazo pri H. wernecki
(HWELOL1), del v sredini fragmenta (med nukleotidoma 278 in 349) pa je genu HWELO1
identicen 86-odstotno. Ve¢ kot 85 % identi¢nost kazejo tudi doloceni deli fragmenta v
poravnavi z genom za elongazo mascobnih kislin pri glivah Aspergillus clavatus NRRL1,
Neosartorya fischeri NRRL181 in Aspergillus fumigatus Af293.

Ko kodirajo¢e zaporedje nukleotidov prevedemo v zaporedje aminokislin, odkrijemo vsaj
90-odstotno identi¢nost, z upoStevanjem podobnih fizikalno-kemi¢nih lastnosti doloc¢enih
aminokislin pa se pokaze 95-odstotna identi¢nost z (domnevnimi) elongazami zgoraj
nastetih organizmov.

Gen za elongazo pri A. pullulans smo poimenovali ADELOL. Nukleotidno zaporedje celega
gena je bilo dolofeno naknadno (Gostincar in sod., 2008) in je v javno dostopni bazi
podatkov GenBank dostopno pod Stevilko EF123104 (NCBI, 2007¢).

4.2 ANALIZA PRENOSA PO SOUTHERNU
4.2.1 Gen za A’-desaturazo

S hibridizacijo po Southernu, kjer smo kot sondo uporabili radioaktivno oznacen del gena
ApOLEL, smo identificirali fragmente genomske DNA, dobljene po restrikciji z izbranimi
endonukleazami. Rezultate prikazuje slika 2. DNA, rezana z ECORI, da en signal, ki ustreza
fragmentu velikosti okrog 5200 baznih parov. Po rezanju DNA s HindIIl je sonda
hibridizirala z dvema fragmentoma velikosti okrog 4800 in 1300 baznih parov. Tudi po
rezanju s kombinacijo obeh encimov (EcORI in HindIIll) smo dobili signal na dveh
fragmentih, tokrat velikosti okrog 4500 in 1300 baznih parov. Hibridizacija sonde z DNA
po rezanju z endonukleazo BamHI je dalo dva signala pri fragmentih velikosti okrog 5500
in 3300 baznih parov.

Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da sta v genomu A. pullulans vsaj dve kopiji gena
ApOLEL.
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Slika 2: Avtoradiogram genomske DNA za gen ApOLEL, rezane z restrikcijskimi endonukleazami EcoRI,
HindIII in BamHI.

4.2.2 Gen za A'*-desaturazo

S hibridizacijo po Southernu, kjer smo kot sondo uporabili radioaktivno oznaen fragment
gena ApODE12, smo po hibridizaciji sonde z DNA, razgrajene z ECORI, zaznali signal, ki
je ustrezal fragmentu velikosti okrog 4 kb. Po rezanju DNA s HindIII in EcoRI + HindIII
je sonda hibridizirala s fragmentom, velikim okrog 1700 baznih parov. Po hibridizaciji z

DNA, razgrajeno z BamHI, smo zazanali signal, ki odgovarja fragmentu velikosti okrog
5500 baznih parov.

Iz rezultatov sklepamo, da je gen ApODE12 v genomu A. pullulans prisoten v eni kopiji.
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Slika 3: Avtoradiogram genomske DNA za gen ApODE12, rezane z restrikcijskimi endonukleazami ECORI,
HindIII in BamHI.

4.2.3 Gen za elongazo

S hibridizacijo po Southernu, kjer smo kot sondo uporabili radioaktivno oznaen fragment
gena APELO1, smo po hibridizaciji sonde z DNA, razgrajene z ECORI, zaznali signal, ki je
ustrezal fragmentu velikosti okrog 5 kb. Tudi po hibridizaciji sonde z DNA, razgrajene s
HindIIl, BamHI in EcoRI + HindIIl, smo opazili vsaki¢ le en signal, ti signali pa so
odgovarjali fragmentom velikosti okrog 4500, 4300 in 4700 baznih parov.

Sklepamo, da se gen ApELO1 v genomu A. pullulans nahaja v eni kopiji.
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Slika 4: Avtoradiogram genomske DNA za gen ApELOL, rezane z restrikcijskimi endonukleazami ECoRI,
HindIII in BamHI.

4.3 PREPISOVANIJE GENOV ZA DESATURAZI IN ELONGAZO MASCOBNIH
KISLIN V A. pullulans

Na grafih smo prikazali povprecno relativno vrednost transkripcije genov in standardni
odklon.

4.3.1 A’-desaturaza
Ko smo glivo A. pullulans gojili pri stalni koncentraciji NaCl v gojis¢u, delez soli ni

znacilno vplival na prepisovanje gena APOLEL. Le pri visoki koncentraciji soli (13 %
(m/v)) je bila transkripcija tega gena znacilno povecana (sl. 5).
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vrednosti so izraCunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolo€ili z analizo produktov
verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Statisticno znalilne razlike med vzorci smo oznaili s
puscicami. Pike na puscici oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisticno znacilno manjsa
kot v vzorcu, na katerega kaze konica puscice.

V celicah, izpostavljenih hiperosmotskemu Soku, smo zaznali statisticno znacilno
zmanjSanje transkripcije gena ApOLEL eno uro po spremembi slanosti gojisca. Ves cas, ko
so celice rasle v gojiS€u s poviSano slanostjo, pa je bila transkripcija tega gena manjsa kot
pri celicah, ki so stalno rasle v gojiscu z 10 % NaCl (m/v) (sl. 6).
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Slika 6: Transkripcija gena ApOLEL v celicah, izpostavljenih stresu zaradi nenadnega povecanja deleza soli v
gojis¢u. Prikazane vrednosti so izraGunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolo¢ili z
analizo produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Znak + oznacuje celice, ki so stalno rasle v
gojiscu z 10 % NaCl (m/v). Statisticno znacilne razlike med vzorci smo oznacili s puS¢icami. Pike na pusc€ici
oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisticno znacilno manjsa kot v vzorcu, na katerega
kaze konica puscice.
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Prvih pet minut po osmotskem Soku zaradi nenadnega zmanjSanja slanosti gojiS¢a se
transkripcija gena ApOLEL ni opazno spremenila, nato pa se je povecala in ostala znacilno
vi§ja od zacetne vse do konca trajanja poskusa. Najve¢jo vrednost je dosegla 30 minut po
izpostavitvi Soku (sl. 7).

Transkripcija gena za A9-desaturazo v odvisnosti od
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Slika 7: Transkripcija gena APOLEL v celicah, izpostavljenih stresu zaradi nenadnega zmanjSanja deleza soli
v gojis¢u. Prikazane vrednosti so izracunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolo¢ili z
analizo produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Znak + oznacuje celice, ki so stalno rasle v
gojiscu brez dodane soli. Statisti¢no znacilne razlike med vzorci smo oznacili s pus€icami. Pike na puscici
oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisticno znacilno manjsa kot v vzorcu, na katerega
kaze konica puscice.

4.3.2 A'’-desaturaza

Transkripcija gena ApODE12 se je z naraS¢anjem slanosti gojis€a le poc€asi povecevala. V
gojiscu brez dodane soli se je gen prepisoval manj kot v gojiscu s 7,5 in ve¢ odstotki soli, v
gojiscu s 13 % NaCl (m/v) pa je bilo izrazanje gena vecje kot v gojis¢ih s 5 ali manj
odstotki NaCl. Dodatno statisti¢cno znacilno razliko smo zaznali Se med vzorcema z 2,5 in
7,5 % NaCl (m/v) v gojiscu (sl. 8).
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Prikazane vrednosti so izraCunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolocili z analizo
produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Statisticno znalilne razlike med vzorci smo
oznacili s pusCicami. Pike na pusc¢ici oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisti¢no znacilno
manj$a kot v vzorcu, na katerega kaze konica puscice.

Ob nenadnem poveCanju deleza soli v gojis¢u se je transkripcija gena ApODE12
zmanjsala, po 10 minutah prehodno narasla in nato zopet padla ter do konca poskusa ostala
priblizno enaka. Ves Cas poskusa je bila transkripcija nizja kot v celicah, ki so stalno rasle
v gojis¢u z 10 % NaCl (m/v) (sl. 9).
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Slika 9: Transkripcija gena ADODE12 v celicah, izpostavljenih stresu zaradi nenadnega povecanja deleza soli
v gojiscu. Prikazane vrednosti so izracunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolocili z
analizo produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Znak + oznacuje celice, ki so stalno rasle v
gojiscu z 10 % NaCl (m/v). Statisticno znacilne razlike med vzorci smo oznacili s pus¢icami. Pike na pus¢ici
oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisticno znacilno manjsa kot v vzorcu, na katerega
kaze konica puscice.
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Po nenadnem zmanjSanju slanosti gojis€a se je prepisovanje gena APODE12 povecalo in
doseglo vrh po 30 minutah, nato pa upadlo. Ves €as po vzpostavitvi stresa pa je bila
transkripcija tega gena znacilno vecja kot pri celicah, ki so stalno rasle v gojiscu brez soli
(sl. 10).
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Slika 10: Transkripcija gena ApODE12 v celicah, izpostavljenih stresu zaradi nenadnega zmanjSanja deleza
soli v gojiscu. Prikazane vrednosti so izraCunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolo¢ili z
analizo produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Znak + oznacuje celice, ki so stalno rasle v
gojiscu brez dodane soli. Statisti¢no znacilne razlike med vzorci smo oznacili s pus€icami. Pike na puscici
oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisticno znacilno manjsa kot v vzorcu, na katerega
kaze konica puscice.

4.3.3 Elongaza

Pri vi§jih koncentracijah soli v gojisc¢u (7,5 in ve¢ % NaCl (m/v)) je bilo prepisovanje
gena ApELO1 statisticno znacilno vecje kot v gojiscu brez in z 2,5 % NaCl (m/v). V
gojiscu s 13 % soli (m/v) je bila transkripcija tega gena tudi vecja kot v gojis€u s 5 % NaCl
(m/v) (sl. 11).
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Prikazane vrednosti so izraCunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolodili z analizo
produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Statisticno znacilne razlike med vzorci smo
oznacili s pusCicami. Pike na pusc¢ici oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisti¢no znacilno
manj$a kot v vzorcu, na katerega kaze konica puscice.

Ob povecanju slanosti gojisca se je transkripcija gena za elongazo ze v prvih petih minutah
zmanj$ala in nato ostala priblizno enaka do konca trajanja poskusa. Dodatno zmanjSanje
transkripcije smo zaznali Se 60 minut po zaCetku stresa. Ves Cas trajanja poskusa pa se
transkripcija ni dvignila do nivoja, kot smo ga zaznali pri stalnem gojenju celic pri 10
odstotkih soli v gojiscu (sl. 12).

Transkripcija gena za elongazo v odvisnosti od ¢asa
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Slika 12: Transkripcija gena ApELO1 v celicah, izpostavljenih stresu zaradi nenadnega povecanja deleza soli
v gojiscu. Prikazane vrednosti so izraCunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolo¢ili z
analizo produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Znak + oznacuje celice, ki so stalno rasle v
gojiscu z 10 % NaCl (m/v). Statisti¢no znacilne razlike med vzorci smo oznacili s puS¢icami. Pike na pusc€ici
oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisticno znacilno manjsa kot v vzorcu, na katerega
kaze konica puscice.
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Deset minut po nenadnem zmanjSanju slanosti gojiS¢a je transkripcija gena ApELO1
narasla in po 60 minutah nekoliko padla, vedar je ostala vi§ja kot na zacetku poskusa (ob
¢asu 0 in 5 minut). V celicah, podvrzenih hipoosmotskemu stresu, je bilo prepisovanje tega
gena ves ¢as vecje kot v celicah, ki so stalno rasle v gojiscu brez soli (sl.13).

Transkripcija gena za elongazo v odvisnosti od ¢asa
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Slika 13: Transkripcija gena APELO1 v celicah, izpostavljenih stresu zaradi nenadnega zmanjSanja deleza
soli v gojis€u. Prikazane vrednosti so izracunane na podlagi podatkov o koli¢ini mRNA, ki smo jo dolo¢ili z
analizo produktov verizne polimerizacije po obratni transkripciji. Znak + oznacuje celice, ki so stalno rasle v
gojiscu brez dodane soli. Statisticno znacilne razlike med vzorci smo oznacili s pus€icami. Pike na puscici
oznacujejo vzorce, pri katerih je transkripcija genov statisticno znacilno manjsa kot v vzorcu, na katerega
kaze konica puscice.



Trbuha T. Vpliv slanosti na transkripcijo genov za encime ... pri halotolerantni érni kvasovki Aureobasidium pullulans. 43
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008.

5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.2 RAZPRAVA

V raziskavi smo poiskali in dolocili delna nukleotidna zaporedja treh genov, vpletenih v
modifikacije mas¢obnih kislin pri halotolerantni ¢rni kvasovki A. pullulans. S primerjavo z
znanimi nukleotidnimi in aminokislinskimi zaporedji pri drugih organizmih smo potrdili
njihovo identifikacijo. Nato smo preverili $tevilo kopij teh genov v genomu A. pullulans in
preucili njihovo transkripcijo v povezavi s koncentracijo soli v okolju. Pri tem smo se
opirali na podatke o vplivih slanosti na lipidno sestavo tega organizma, kot so jih preucili
Turk in sod. (2004).

5.1.1 Izrazanje genov pri stalni koncentraciji soli v gojis¢u

Povecanje nenasi¢enosti masScobnih kislin lahko pomaga ohranjati ustrezno fluidnost
membran pri visokih slanostih (Russel, 1989; Hazel in Williams, 1990). Turk in sod.
(2004) so ugotovili, da pri A. pullulans z naras¢anjem koncentracije soli v gojis¢éu pada
delez stearinske (C18:0) in oleinske (cis-C18:1*%) mastobne kisline, naraita pa delez
linolne (cis-C18:2**'%) mas¢obne kisline. Da se to lahko zgodi, je potrebno delovanje dveh
encimov, A’- in A'>-desaturaze. Pri stalnem gojenju celic A. pullulans pri doloGeni slanosti
se pokaze, da se pri ve&jih slanostih domnevna gena za A’- in A'*-desaturazo zares bolj
izrazata.

Delez palmitinske (C16:0) mascobne kisline v celicah A. pullulans se s slanostjo bistveno
ne spreminja (Turk in sod., 2004). Porast linolne mascobne kisline lahko zato bolj kot
elongaciji Ze prisotnih C16:0 mascobnih kislin pripiSemo desaturaciji verig z 18 C atomi
ali pa njihovi de novo sintezi. Za slednjo pa je potrebno sodelovanje elongaz, saj sintaza
mascobnih kislin ne sintetizira verig z vec kot 16 C atomi (Trotter, 2001).

5.1.1.1 ApOLE1, domnevni gen za A’-desaturazo

ey

primerjamo le povprecne vrednosti izraZzanja genov, pa je trend naras¢anja zaznaven ves
¢as povecevanja koncentracije soli v gojiscu.

Rezultati hibridizacije po Southernu nakazujejo, da bi lahko bila v genomu A. pullulans
dva domnevna gena za A’-desaturazo. Tak$na izogena sta morda razli¢no regulirana. S.
cerevisiae ima npr. izogene za mnogo encimov, ki sodelujejo v metabolizmu sladkorjev,
transkripcija enega od njih/njiju pa po svoji intenzivnosti izstopa. Prepisovanje mnogih
izogenov s slab§im izrazanjem inducira prav osmotski Sok, ki lahko ob tem tudi inhibira
izrazanje tiste kopije gena, ki je v obiCajnih razmerah bolj aktivna. Produkt gena, ki se
izraza ob osmotskem Soku, je morda v spremenjenih pogojih bolj stabilen kot tisti, ki se
izraza v normalnih pogojih (Rep in sod., 2000). Poleg tega bi moral v primeru gena
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ApOLEL1 encim, ki se sintetizira pri visjih slanostih, imeti vecjo aktivnost oz. afiniteto do
substrata. Taks$na razlaga bi pojasnila, zakaj je pri visokih slanostih v celicah A. pullulans
ve& A’-nenasiGenih mascobnih kislin, kljub temu, da se skupno izrazanje izogenov
ApOLE1 pri razlicnih slanostih skoraj ne spreminja. Mozno razlago transkripcijskega
profila ApOLEL kot vsote transkripcijskih profilov dveh izogenov prikazuje slika 14.

Morda obstajajo tudi posttranskripcijski mehanizmi regulacije aktivnosti A’-desaturaze. V
tem primeru se pri vi§jih slanostih aktivnost encima poveca, kar odstrani potrebo po
povecanju njegove koncentracije.

Transkripcijski profil gena ADOLE1

O izogen 1
1,8 + B izogen 2
L6 & ApOLE1

relativna vrednost transkripcije genov

0 2,5 5 7,5 10 13
slanost (% NaCl (m/v))

Slika 14: Transkripcijski profil gena ApOLEL kot vsota transkripcijskih profilov dveh izogenov. S to¢kami so
oznacene povprecne relativne vrednosti transkripcije gena ApOLEL, kot smo jih izmerili v raziskavi, stolpci
pa oznacujejo hipoteti¢no transkripcijo dveh razli¢nih izogenov.

5.1.1.2 ApODE12, domnevni gen za A'*-desaturazo

Najvecji vpliv na zmanjSanje temperature prehoda mascobnih kislin iz gelskega v tekoce
stanje ima nastanek prve dvojne vezi v molekuli (Los in Murata, 1998). To reakcijo
katalizirajo A’-desaturaze. A'*-desaturaze v molekulo, ki Ze ima dvojno vez na mestu A’,
uvedejo dodatno dvojno vez. Ceprav njen vpliv na fluidnost membrane ni tako izrazit, pa s
tem A'’-desaturaza pri A. pullulans morda celicam omogoéa bolj rafinirano uravnavanje
fluidnosti in je lahko eden od dejavnikov, zaradi katerih je A. pullulans halotolerantna - v
nasprotju z na sol ob&utljivo S. cerevisiae, ki A'>-desaturaz nima.

Izrazanje gena ApODE12 narasca z naras¢ajoco koncentracijo soli v gojiscu (sl. 8), kar je v
skladu z naras¢anjem deleza linolne kisline (cis-C18:2*%1%), kot so ga izmerili Turk in sod.

(2004).
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5.1.1.3 ApELO1, domnevni gen za elongazo

S. cerevisiae ima tri razlicne elongaze z afinitetami za razli¢no dolge substrate (Trotter,
2001; Prasitchoke in sod., 2007). V genomu A. pullulans smo identificirali le en domneven
gen za elongazo. S povecevanjem slanosti se poveCuje tudi njegovo izrazanje (sl. 11),
vendar pa Turk in sod. (2004) pri visjih slanostih niso zaznali porasta dolgih mascobnih
kislin na ra¢un C16 mascobnih kislin. Morda je razpolovna doba mRNA gena ApELO1 v
slanem okolju kraj$a in sdmo prepisovanje gena Se ne privede do povecane sinteze encima,
ali pa je le-ta zaradi prisotnosti kompatibilnih topljencev manj aktiven, kljub temu, da naj
slednji ne bi vplivali na funkcionalnost encimov.

Druga moznost je, da porast deleza linolne kisline ne izvira samo iz vnaSanja dodatnih
dvojnih vezi v nasiCene in nenasi¢ene C18 mascobne kisline, temve¢ tudi iz de novo
sinteze. Ker sintaza mascobnih kislin ne sintetizira verig z ve¢ kot 16 C atomi (Trotter,
2001), je za nastanek C18 mascobnih kislin potrebno delovanje elongaze, kar pojasni
povecano prepisovanje njenega gena pri visjih slanostih. Tudi nekoliko povecan delez
sod., 2004) morda izvira iz de novo sinteze, dejstvo, da $e ni podaljsan v C:18 mascobne
kisline, pa lahko nakazuje, da je pri visokih slanostih okolja aktivnost elongaze manjsa.

5.1.2 IzraZanje genov pri stresu zaradi povecanja slanosti gojisca

Izrazanje vseh treh genov se je Ze v petih minutah po povecanju koncentracije NaCl v
gojis¢u zmanjsalo (sl. 6, 9 in 12). Ta razlika je bolj izrazita pri genih ApODE12 in
ApELO1. Te spremembe so sicer v nasprotju s pricakovanji glede na meritve mRNA v
celicah, ki so konstantno rasle pri razli¢nih slanostih, je pa podobno prehodno zmanjSanje
izrazanja gena za desaturaze znano tudi za gen OLE1L pri S. cerevisiae. Izrazanje tega gena
se je zmanjsalo 45 minut po povecanju osmolarnosti gojis¢a (Rep in sod., 2000), 90 minut
po zacetku stresa pa je bilo ze ve¢ kot dvakrat vecje kot na zaCetku (Yale in Bohnert,
2001). Zacetno zmanjSanje izrazanja genov lahko povezemo z zastojem rasti, do katerega
pride ob slanostnem Soku (Rep in sod., 2000).

Lahko pa , da je zmanjSano izrazanje genov za desturaze pri A. pullulans del njihovega
odziva na slanostni stres. Uvajanje dvojnih vezi v acilne verige fosfolipidov in krajSanje
njihovih verig v umetnih membranah povecata prepustnost za glicerol (Blomberg in Adler,
1992). Znana sta vsaj dva halotolerantna organizma (Z. rouxii in Dunaliella sp.), ki s
povecano nasicenostjo acilnih verig v membranah preprecita iztekanje glicerola in
vstopanje Na' ionov v celice (Yoshikawa in sod., 1995; Xu in Beardall, 1997). Ce se
izrazanje genov za desaturaze pri A. pullulans na zadetku stresa zmanj$a, morda s tem
celica pridobi c¢as, da vzpostavi druge mehanizme, ki ohranjajo primerno sestavo
citoplazme. Tudi pri S. cerevisiae se nekateri znani elementi stresnega odziva na zacetku
stresa ne odzovejo ali so celo reprimirani, izrazati pa se za¢nejo kasneje (Yale in Bohnert,
2001).
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Mozno je tudi, da se celice spopadajo z nenadnimi spremembami vodne aktivnosti drugace
kot z vplivi stalno nizke vodne aktivnosti. Odziv na spremembo turgorja ima v tem
primeru prednost pred odzivom na zmanjSanje vodne aktivnosti kot take.

Povecanje koncentracije soli v okolju ni le osmotski, temve¢ tudi ionski stres
(Allakhverdiev in sod., 2000; Umezawa in sod., 2002). ZmanjSanje transkripcije
domnevnih genov za encime, ki modificirajo maScobne kisline, morda razbremeni
biosintetski aparat v korist sinteze tistih elementov, ki celico resujejo pred vplivom CI in
citotoksi¢nih Na" ionov, ki ob stresu vdrejo v celico, prilagoditev na osmotske vplive pa se
vzpostavi Sele pozneje.

Za vzorec izrazanja gena ApOLE1 obstaja $¢ ena moZna razlaga. Ce sta produkta obeh
kopij gena res razlicno aktivna pri razli¢nih slanostih, se lahko njuno izrazanje ob
hiperosmotskem stresu razlicno in morda celo izrazito spremeni, na sliki skupnega
izrazanja pa se to ne pokaze. Skupno izrazanje genov tako lahko ostaja enako ali pa se celo
zmanj$a, aktivnost nastalega encima pa je kljub temu visja kot pre;j.

V nobenem primeru ni izraZzanje genov v ¢asu trajanja stresa (120 minut) doseglo ravni,
kakrsno so imele celice, ki so stalno rasle pri taksni slanosti, kot smo jo vzpostavili s
stresom. Izgleda, da je za dokon¢no prilagoditev potrebno precej ve¢ Casa. V tem A.
pullulans ni nikakr$na izjema med organizmi. Halotolerantna alga D. salina npr. potrebuje
deset ur, da se celice po slanostnem Soku toliko prilagodijo na nove razmere, da se zacnejo
deliti (Azachi in sod., 2002).

5.1.3 IzraZanje genov pri stresu zaradi zmanjSanja slanosti gojisca

Deset minut po prenosu celic A. pullulans iz slanega gojis¢a v gojis¢e brez soli se je
izrazanje vseh treh genov prehodno povecalo, kasneje pa upadlo, vendar ne do ravni,
kakr$no so imeli pri stalni rasti v odsotnosti soli (sl. 7, 10 in 13). Vzrok za zadnje opazanje
je verjetno enak kot pri hiperosmotskem stresu - prekratek cas trajanja izpostavljenosti
spremenjeni slanosti. ZaCasen porast izrazanja genov za desaturazi lahko sluzi povecanju
prepustnosti membrane, kar celici omogoc¢i, da se ob prehodu v hipoosmotsko okolje hitro
znebi odvecnega glicerola. Elongacija mas¢obnih kislin ima sicer na prepustnost membran
ravno nasproten ucinek (Blomberg in Adler, 1992), morda pa v tem primeru poskrbi, da se
fluidnost membrane zaradi delovanja desaturaz preve¢ ne poveca.
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5.2 SKLEPI

1) V genomu halofilne ¢rne kvasovke A. pullulans smo identificirali dva gena z zapisom
za desaturazi (ApOLE1 in ApODE12) in gen za elongazo (ApELO1). Gen za A’-desaturazo
(ApOLEZ1) bi bil lahko v genomu A. pullulans prisoten v dveh kopijah, ostala dva gena pa v
eni.

2) Na izrazanje teh genov vpliva slanost okolja. Transkripcija genov za A'>-desaturazo in
elongazo je ve&ja pri vegjih koncentracijah soli v okolju, transkripcija gena za A’-

desaturazo pa je statisticno znacilno poveCana samo pri najvisji koncentraciji soli v
20jis¢u, pri kateri A. pullulans Se lahko raste.

3) Hiperosmotski $ok zmanjsa transkripcijo genov za A'’-desaturazo in elongazo, na
transkripcijo gena za A’-desaturazo pa ne vpliva.

4) Hipoosmotski stres izzove prehodno poviSanje izrazanja pri vseh treh preucenih genih.
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6 POVZETEK

Ekstremofilni organizmi imajo velik potencial pri iskanju reSitev za Stevilne probleme
danaSnjega ¢asa. Med temi je gotovo najbolj perece obremenjevanje okolja, ki zadeva
celotno clovestvo. Pomembno mesto med ekstremofili zavzemajo halofilni in
halotolerantni organizmi. Zasoljevanje kmetijskih povrSin ogroza poljedelstvo na vse
vecjih povrSinah in poznavanje prilagoditev, ki so jih v evoluciji razvili halofilni in
halotolerantni organizmi, nam lahko pomaga pri razvoju proti soli odpornih poljs¢in.
Zaradi vecje evolucijske in funkcionalne bliZine z rastlinami so za ta namen evkariontski
organizmi, kot je ¢rna kvasovka Aureobasidium pullulans, primernejsi od prokariontskih.

A. pullulans je ubikvitaren mikroorganizem, ki ga pogosto najdemo v okoljih z nizko
vodno aktivnostjo. Razmeroma malo je znanega o prilagoditvah, ki mu to omogocajo.
Vemo, da v slanem okolju v celicah kot glavni kompatibilni topljenec kopici glicerol, pa
tudi to, da se na povecano slanost odzove s spremenjeno sestavo celicnih membran. To ni
presenetljivo, saj je pri enocelicarjih celicna membrana v neposrednem stiku z okoljem in
je tako najbolj dovzetna za zunanje vplive. Ker so Stevilne vitalne funkcije membrane
odvisne od njene fluidnosti, le-ta pa je odvisna od obdajajocega medija in lipidne sestave
membrane, celica z uravnavanjem sestave svojih membran nadzoruje njihovo
funkcionalnost in integriteto, ki je nujna za preZivetje organizma. Vsebnost sterolov ter
dolZina in stopnja nenasi¢enosti maScobnih kislin, ki so sestavni del membranskih lipidov,
sta bistvena elementa, ki ju celica spreminja glede na razmere v okolju. Lipidna sestava
membran je odvisna od intenzivnosti sinteze, modifikacij in selektivne razgradnje
mascobnih kislin ter od njihove vgradnje v membranske lipide.

Predhodne raziskave so pokazale, da so mascobne kisline v celicnih membranah A.
pullulans pri vigjih slanostih bolj nenasi¢ene, predvsem na mestih A’ in A'*. Te spremembe
smo skuSali pojasniti s spremembami v izrazanju encimov, ki sodelujejo pri njihovi
modifikaciji. Z uporabo zacetnih oligonukleotidov, izdelanih na podlagi zaporedja
homolognih genov pri ¢rni kvasovki Hortaea werneckii, smo z verizno reakcijo s
polimerazo v genomu A. pullulans identificirali dele genov za elongazo (ApELO1) ter A’-
in A'*-desaturazo (ApOLE1 in ApODE12) in dolo&ili njihovo zaporedje. Z analizo odtisov
po Southernu smo ugotovili, da se gen za A’-desaturazo v genomu nahaja v vsaj dveh
koncentracijami NaCl, ter iz tistih, ki smo jih za dolocen Cas izpostavili osmotskemu Soku,
smo izolirali celokupno RNA in s pomocjo obratne transkripcije in verizne reakcije s
polimerazo ocenili relativno koli¢ino mRNA posameznega gena glede na 28S rRNA,
katere izraZanje ni odvisno od slanosti.

Ugotovili smo, da transkripcija genov APpELO1 in ApODE12 s povecevanjem slanosti

ey

slanosti (13 % NaCl (m/v)). Ker slednje ni bilo v skladu z naSo hipotezo, smo kot mozno
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razlago predlagali razli¢no transkripcijo vsakega od izogenov ApPOLEL, pri ¢emer bi lahko
imel encim, ki se bolj intenzivo sintetizira pri vi§jih slanostih, v teh razmerah tudi vecjo
aktivnost. Na enak nacin bi razlozili tudi opazanje, da se transkripcija istega gena pri
nenadnem povisanju slanosti gojis¢a skoraj ne spremeni. Nasprotno se transkripcija genov
ApELO1 in ApODE12 ob hiperosmotskem stresu hitro zmanjsa, kar razlagamo s trenutnim
zastojem rasti in/ali aktiviranjem drugih dejavnikov obrambe pred vplivom soli. Ob
hipoosmotskem stresu (prenosu celic iz gojisca z 10 % NaCl (m/v) v gojisce brez soli) se je
transkripcija vseh treh genov najprej povecala in nato zopet zmanjSala. S povecano
transkripcijo genov za desaturazi lahko celica poveca prepustnost membrane in se tako
morda hitreje znebi odvecnih kompatibilnih topljencev, ki v hipoosmotskem okolju niso
potrebni. Elongacija maScobnih kislin ima sicer na prepustnost membran ravno nasproten
ucinek, morda pa v tem primeru poskrbi, da se fluidnost membrane zaradi delovanja
desaturaz vendarle ne poveca prevec. Ugotovitev, da ni transkripcija nobenega od encimov
v Casu trajanja hiper- in hipoosmotskega stresa dosegla ravni, kakrSno je imela ob stalni
rasti pri doloceni slanosti, kaze, da celice za popolno prilagoditev na nove razmere
potrebujejo vec kot dve uri.
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SEZNAMA ZACETNIH OLIGONUKLEOTIDOV, KI SMO JIH UPORABILI V

PRILOGA A1: Seznam zacetnih oligonukleotidov, s katerimi smo namnozili dele genov,

PRILOGA A

VERIZNI REAKCIJI S POLIMERAZO

ki smo jim nato dolocali nukleotidno zaporedje.

Ime nukleotidno zaporedje (5' - 3") specificnost

Hw-OLEI-F  TACACCGATACCGACAAGGACCCCTA Del gena za

Hw-OLEI-R  GGAACTCGTGGTGGAAGTTGTGGTA A’-desaturazo v H.werneckii
Hw-ODE12-F CCATCAAGGAGATCCGTGATGCCAT Del gena za

Hw-ODE12-R  ATGTTACCAGTGGCCTTGTGGTGCT A"*-desaturazo v H.werneckii
HwFENI1-F GTCATCTACTACATCATCATHTTYGGNGG Del gena za elongazo v
HwWFENI-R  CGGGCGGACTGGAAGTAGTAVYARTACAT H.werneckii

28S-F GTAACGGCGAGTGAAGCGGC Del gena =za 28S

28S-R CATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTC (Rizner in sod. 2001)

PRILOGA A2: Seznam zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili v hkratni verizni

reakciji s polimerazo.

Ime nukleotidno zaporedje (5'-3") specificnost

ApOLEI1-F ATCTCCGACCTCACGACGAC Del gena za A’-desaturazo v
ApOLE1-R CTCACCGAGAGTGACGATGG A. pullulans

ApODE12-F  CCGAGATACATTCCCTCGAC Del gena za A'*-desaturazo v
ApODEI12-R  CCATGAGAAGTAAGGGACAAGG A. pullulans

ApELO1b-F  CGGACTGGAAGTAGTACCAGTAC Del gena za elongazo v
ApELO1b-R  ACCGACAAGCTCGTTGTTCT A. pullulans

Ap28-F AAAGCTAGCCTTCGGGTTC Del gena za 28S rRNA v
Ap28-R CGGGATTCTCACCCTCTATG A. pullulans




PRILOGA B

DELNA ZAPOREDJA GENOYV, KI SMO JIH IDENTIFICIRALI V RAZISKAVI

ApOLE1:

CATCTCCGACCTCACGACGACCCCGTTGTCGTCTGGCAGCACAGAACTACCTC
AAGGTCGTTTTCGGCATGGGTTTGATCTTCCCCACCCTCGTTGCCGGTCTCGGC
TGGGGTGACTGGCTCGGTGGTTTCATCTACGCTGGTATCCTCCGTATCTTCTTC
GTCCAGCAGGCCACCTTCTGTGTCAACTCCCTTGCCCACTGGCTCGGTGACCAG
CCTTTCGATGACCGCAACTCTCCTCGTGATCACGTCATCACCGCCATCGTCACT
CTCGGTGAGGGCTACCACAACTTCCACCACGAGTT

ApODE12:

TCCCGAGATACATTCCCTCGACCCCCGTTAGAGCTGGCCTCTGGGCTCTCTACA
CCGTCCTCCAGGGCCTGTTCGCTACCGGCCTCTGGGTCATTGCCCACGAGTGTG
GTCACCAGGCTTTCTCTCCCTCCAAGACCCTCAACGACACCGTCGGCTGGGTCC
TCCACTCTGCTCTCCTTGTCCCTTACTTCTCATGGAAGATCTCCCACGGCAAGC
ACCACAAGGCCACTGGTAA

ApELO1:

GCGGACTGGAAGTAGTACCAGTACATGACGACGTGGACGGTCAAGTTCAGGGT
AATGGGGACCCATGAGACTGCGGTGTGGCCGAGGAGCTGGGTGAAGCAGAGG
AGGGCGGTGGCACCGTGGTGGTAGGTGTGGAGGAAAGCTAGGAAATCAATTA
GCTGGCGCAATTGGCAATTGAGATTGATCTGTGCTTACTCAAGGGCTTCTTCTT
GAGGAAAAGGAAGCAGGTGTCAATCAGCTCGAGGTACTTGGTGAGGTAGTTG
AGCTGCAATCTGTCAGTACGCGCGTCTCGTGGTCGCGGATTCGGCGGAACATA
CGTAGTAAAGAACAACGAGCTTGTCGGTCCAGCCACCCTCGTAGGCGCAGACA
GCGTGGAAGACGCCGTTTCTGACGAGCTCGGGCAGAAGCTGCTCGACGAACAA
AAGCAGGAGAAGACCACTGATCAGGGTCAGGTAGAGGTTGTGGACCTTGAAG
AAGAAGTTGAGCTTGAAGGGCTCGCGACCACGCATGAACTCTCTGCCGCCAAA
TATGATGATGTAGTAGATGAC

Ap28S rRNA:

TCTCGCCAATATTTAGCTTTAGAAGAAATTTACCTCCCATTTAGAGCTGCATTC
CCAAACAACTCGACTCGTCGAAGGAGATTTACATAGGGTGCCATTTCCTGTCA
CATACGGGATTCTCACCCTCTATGACGTCCTGTTCCAAGGAACTTAGACAGGC
GGCTTCCCCAAATCATCCTCTACAAATTACAATGCGAACCCGAAGGCTAGCTTT
CAAATTTGAGCTGTTGCCGCTTCACTCGCCGTTAC



