Karakterizacija i geneticka transformacija odabranih
vrsta nekonvencionalnih kvasaca iz roda
Schwanniomyces

Sliskovié, Ana

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/ur:nbn:hr:159:072363

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-16

Pl’ehrambeno RepOSitory/Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:072363
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4394
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4394
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4394

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2022. Ana Sliskovié¢



KARAKTERIZACIJA I GENETICKA
TRANSFORMACIJA ODABRANIH
VRSTA NEKONVENCIONALNIH
KVASACA IZ RODA Schwanniomyces



Rad je izraden u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama na Zavodu za
biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod

mentorstvom doc. dr. sc. Marine Svetec Mikleni¢.



ZAHVALA

Zahvaljujem mentorici doc. dr. sc. Marini Svetec Mikleni¢ na nesebicnoj pomoci i posebnoj
paznji posvecenoj izradi ovoga diplomskog rada. Hvala na brojnim rijecima ohrabrenja i

savjetima koji su me inspirirali da prosirim svoje poznavanje ovog podrucja znanosti.

Zelim se zahvaliti svim djelatnicima Laboratorija za biologiju i genetiku mikroorganizama, a
posebno hvala prof. dr. sc. lvanu KreSimiru Svetecu na pruzenoj podrsci pri izradi ovoga rada

kao i tokom cjelokupnog studija.

Nadalje zahvaljujem svojoj obitelji te Marini Oskomié, Luciji Strbac i Toniju Tomicu, bez cije

podrske, strpljenja i pomoci ne bih uspjesno zavrsila ovaj studij.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
SveucdiliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za za biokemijsko inZzenjerstvo
Laboratorij za biologiju i genetiku mikroorganizama

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

Diplomski sveucilisni studij: Molekularna biotehnologija

KARAKTERIZACIJA I GENETICKA TRANSFORMACIJA ODABRANIH VRSTA
NEKONVENCIONALNIH KVASACA IZ RODA Schwanniomyces
Ana Sliskovi¢, univ. bacc.ing. biotechn. 0058210210

SaZetak: Kako bi se ostvarila maksimalna efikasnost industrijskog bioprocesa, poZeljno je da radni
organizam bude otporan na Sirok raspon parametara procesnih uvjeta te da efikasno proizvodi Zeljeni
proizvod. Nekonvencionalni kvasci predstavljaju raznoliku skupinu organizama od kojih pojedine vrste
prirodno posjeduju razne biotehnoloski interesantne karakteristike te se sve ¢esc¢e koriste u proizvodnji.
U skupinu nekonvencionalnih kvasaca spadaju i vrste iz roda Schwanniomyces, koje osim moguénosti
rasta na razli¢itim izvorima ugljika pokazuju i efikasnu sekreciju proteina velike molekulske mase u
podlogu. Unato¢ navedenim prednostima, mnoge vrste ovog roda jo$ uvijek nisu detaljno istraZzene zbog
nedostatka prikladnih metoda za geneticku transformaciju i ciljane geneticke modifikacije. Stoga je cilj
ovog rada bio transformirati kvasce Schwanniomyces occidentalis var. occidentalis, Schwanniomyces
occidentalis var. persoonii, Schwanniomyces capriottii i Schwanniomyces vanrijiae var. yarrowii, te
ispitati aktivnost ishodista replikacije iz razlicitih vrsta kvasaca koristenjem plazmidnih vektora.

Kljuéne rijedi: geneticka transformacija, nekonvencionalni kvasci, rod Schwanniomyces, plazmidi
Rad sadrzi: 45 stranica, 8 slika, 3 tablice, 63 literaturna navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kacic¢eva 23, Zagreb

Mentor: doc. dr. sc. Marina Svetec Mikleni¢

Stru¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:

prof. dr. sc. Igor Slivac (predsjednik)

doc. dr. sc. Marina Svetec Mikleni¢ (mentor)
prof. dr. sc. Ivan KreSimir Svetec (¢lan)
prof. dr. sc. Renata Tepari¢ (zamjenski ¢lan)

Howbh e

Datum obrane: 27. rujna 2022.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Biochemical Engineering
Laboratory for Biology and Microbial Genetics

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

Graduate university study programme: Molecular Biotechnology

CHARACTERIZATION AND GENETIC TRANSFORMATION OF SELECTED SPECIES OF
UNCONVENTIONAL YEASTS FROM THE GENUS Schwanniomyces
Ana Sliskovié, univ. bacc.ing. biotechn. 0058210210

Abstract: In order to achieve the maximum efficiency of industrial bioprocesses, it is desirable for the
working organism to be resistant to a wide range of process conditions and to efficiently produce the
desired product. Non-conventional yeasts represent a diverse group of organisms, some species of which
naturally possess various biotechnologically interesting characteristics and are increasingly used in
production. The group of non-conventional yeasts also includes species from the genus Schwanniomyces,
which, in addition to the ability to grow on different carbon sources, also show efficient secretion of high
molecular weight proteins into the substrate. Despite the mentioned advantages, many species of this
genus have not yet been investigated in detail due to the lack of suitable methods for genetic
transformation and targeted genetic modification. Therefore, the aim of this work was to transform the
yeast Schwanniomyces occidentalis var. occidentalis, Schwanniomyces occidentalis var. persoonii,
Schwanniomyces capriottii and Schwanniomyces vanrijiae var. yarrowii, and to examine the activity of
origins of replication from different yeast species using plasmid vectors.

Keywords: genetic transformation, unconventional yeasts, genus Schwanniomyces, plasmid vectors
Thesis contains: 45 pages, 8 figures, 3 tables, 63 references

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) form is deposited in: The Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kadi¢eva 23, Zagreb.

Mentor: Marina Svetec Mikleni¢, PhD, Assistant professor

Reviewers:
1. Igor Slivac, PhD, Full professor (president)
2. Marina Svetec Mikleni¢, PhD, Assistant professor (mentor)
3. Ivan KreSimir Svetec, PhD, Full professor (member)
4. Renata Tepari¢, PhD, Full professor (substitute)

Thesis defended: September 27%, 2022



SADRZAJ

LUV OD ..ttt bR £ bR £ £ R £ £ bR £ R bRt £ kbR e bt R et e b E e e 1
2. TEORIISKI DIO ...ttt bbbttt 2
2.1. NEKONVENCIONALNI KVASCI | NJIHOVA VAZNOST U BIOTEHNOLOGHJI ......... 2
N S -V g (1= T [T ] 7o USSP 2
2.1.2. Pichia pastoris i Hansenula polymorpha...........cocooieiieiiiie i 3
2.1.3. Kluyveromyces lactis i KIuyveromyces MarxXianus ............ccceeeeeerereeneneeieneseeie e seenee e 3
2.1.4. Blastobotrys adeniniVOTaNS...........ccciiiiiiiii ettt te e stesneeeesne e 4
2.1.5. SCheffersOmyCES SHIPITIS. ... .cueieeiie ettt e e e 4

2.2. METODE ZA GENETICKU TRANSFORMACIJU I CILJANU MODIFIKACIJU
NEKONVENCIONALNIH KVASACA......c oottt 4
2.2.1. Metode za transformaciju stanica KVaSCa...........ccccveuereieerieiiieeie st se e e 5
2.2.2. Strategije za ciljanu geneticku modifikaciju Kvasaca...........ccceoerviieininienine s 6
2.2.3. Metode za geneticke modifikacije kod predstavnika nekonvencionalnih kvasaca ............... 10
2.3. KVASCI RODA SCRWANNIOMYCES .....cviivieiiiticiieite sttt se ettt e et saesteanaesrenne s 12
3. EKSPERIMENTALNI DIO ..ottt 14
B L MATERIJALL ..ttt bbbt bbbttt enas 14
Bl PIAZIMIGI. ..ttt bbbttt bbbt ns 14
TN |V 11T (o T Lo 1 1 S PRS 16
3.1.3. Hranjive podloge 1 OTOPINE .......cc.oiiieiiiiiesiisie et 16
314, KeMIKAIJE T BNZIMI 1.ttt 22
B2  IMIETODE ...ttt bbbttt bbbt bbbt 24
3.2.1. Uzgoj bakterije ESCherichia COli .........cccvcvviiiiieiiiiiie e e 24
3.2.2. Uzgoj kvasaca roda SChWaNNMIOMYCES ..........ccerieieieiiiniisiesiesie e 24
3.2.3. Izolacija plazmidne DNA iz tekuce bakterijske kulture...........ccccoevviiiiniiiiie 24
3.2.4. ProciS¢avanje izolirane DNA fenoliZaCijom .........cuevuiiiiiiiiiiiiii e 25
3.2.5. TaloZenje DNA pomocu amonijevog aCEtatA..........eivereerrereerereeienresee e 25
3.2.6. Cijepanje izolirane DNA restrikcijskim enzimima ............ccocooeiiiiiniiniinincceeeee 25
3.2.7. GEI-EIEKIOITOIBZA. ...t 25
3.2.8. Izolacija genomske DNA GZ KVASCA........ccovciiiiiiciiie ettt s 26
3.2.9. Transformacija kvasaca eleKtropOraCijom..........couuiriririrenienieieeeees e 26
3.2.10. Hibridizacija DNA PO SOUNEIMNU ......c.oiiiiiiice st st 27
3.2.11. Odredivanje generacijsSkog VICIMENA ..........cueeiueiriiiiiiiiieieesiee sttt sine e 28
4. REZULTATI I RASPRAVA ...ttt ettt st be bbb 29
4.1. ODREDIVANJE GENERACIJSKOG VREMENA .........ccoooiiiiiii e 29
4.2. ODREDIVANJE OSJETLJIVOSTI ODABRANIH VRSTA KVASACA NA ANTIBIOTIK
HIGROMICTN Bttt bbbttt bbbt 30
4.3. 1IZOLACIJA PLAZMIDA ZA TRANSFORMACIJU KVASACA ... 31

4.4. TRANSFORMACIJA KVASACA RODA SChwanniomyCES ........c.ccorererierierieesinenienienieneas 33



4.5. MOLEKULARNA ANALIZA HIBRIDIZACIJOM DNA PO SOUTHERNU.....................

5. ZAKLJUCCI ...

6. LITERATURA



1. UVOD

Kvasci igraju iznimno znacajnu ulogu u proizvodnji hrane 1 pi¢a od samih zacetaka
civilizacije. Najrasprostranjenija i najbolje opisana vrsta kvasca je Saccharomyces cerevisiae,
koji se tisuc¢lje¢ima koristi u fermentacijskim procesima proizvodnje kruha, piva, vina i drugih
alkoholnih pi¢a. U modernoj biotehnoloskoj industriji, S. cerevisiae je jedan od glavnih radnih
mikroorganizama zahvaljuju¢i GRAS-statusu, toleranciji na visoke koncentracije etanola, niske
vrijednosti pH te detaljno istrazenim metabolickim procesima, fiziologiji i genetici (Nevoigt,
2008). Upravo zbog detaljno opisanog genoma i dostupnosti velikog broja alata za postizanje
zeljenih genetickih modifikacija, S. cerevisiae se koristi kao modelni organizam u istrazivanju
genetike eukariota te je primjenu pronaSao i u proizvodnji heterolognih proteina. No, osim
navedenih pozitivnih karakteristika, S. cerevisiae ima i odredene nedostatke. Naime, moderni
industrijski procesi od radnog organizma zahtijevaju otpornost na Sirok raspon procesnih uvjeta
ukljucujudi visoke temperature, osmotski tlak te visoke koncentracije inhibitornih nusproizvoda
uz visoke prinose Zeljenih proizvoda. Nekonvencionalni kvasci prirodno posjeduju Sirok raspon
pozZeljnih karakteristika koje im pruzaju prednost u odnosu na S. cerevisiae. Neke od tih
prednosti su tolerancija na ekstremne okoliSne uvijete, moguénost rasta na razli¢itim izvorima

ugljika te efikasna sekrecija i glikozilacija heterolognih proteina (Patra i sur., 2021).

Kako bi se prosirila uporaba nekonvencionalnih kvasaca u biotehnoloSkim procesima,
poZeljno je moc¢i mijenjati njihove karakteristike primjenom genetickog inZenjerstva. Za
uspjesnu genetiCku modifikaciju potrebno je mo¢i transformirati stanice kvasca stranom DNA.
Osim toga, od velike je vaznosti dostupnost razlicitih stabilnih i replikativnih plazmidnih vektora
koji se u stanicama odrZavaju u velikom broju kopija, uz stabilnu razinu ekspresije odabranih
gena. Stoga su ciljevi ovog rada transformirati kvasce Schwanniomyces occidentalis var.
occidentalis, Schwanniomyces occidentalis var. persoonii, Schwanniomyces capriottii i
Schwanniomyces vanrijiae var. yarrowii, te ispitati aktivnost ishodista replikacije iz razli¢itih

vrsta kvasaca koristenjem plazmidnih vektora.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. NEKONVENCIONALNI KVASCI I NJIHOVA VAZNOST U BIOTEHNOLOGIJI

Nekonvencionalnim se kvascima smatraju sve vrste kvasaca osim Saccharomyces
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, vrsta koje se tisuc¢lje¢ima koriste u biotehnoloskim
procesima (Spencer i sur., 2002). Pojedine vrste kvasaca prirodno posjeduju pozeljne
karakteristike poput osmotolerancije, termotolerancije, tolerancije na visoki tlak i visoke
koncentracije inhibitora rasta i fermentacije, posjedovanja specifiénih metaboli¢kih puteva,
visoke efikasnosti proizvodnje raznolikih proizvoda, moguénosti rasta na raznovrsnim izvorima
ugljika i slicno (Rebello i sur., 2018). Osim toga, neke vrste nekonvencionalnih kvasaca
pokazale su se prikladnima za proizvodnju rekombinantnih proteina jer, za razliku od S.
cerevisiae, prilikom posttranslacijskin modifikacija ne dolazi do prekomjerne glikozilacije
proteina i dodavanja manoze koja se smatra alergenom (Stockmann i sur., 2009). Zahvaljujuci
navedenim karakteristikama, nekonvencionlani kvasci predstavljaju obecavajucu alternativu u

suvremenim industrijskim bioprocesima.

Nekonvencionalni kvasci predstavljaju heterogenu skupinu od 1600 vrsta kvasaca od
kojih je velika veéina slabo okarakterizirana (Garay i sur., 2016). Neki od najznacajnijih
predstavnika ove skupine koji su pronasli upotrebu u biotehnologiji su: Yarrowia lipolytica,
Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus,
Schwanniomyces occidentalis, Blastobotrys adeninivorans te Scheffersomyces stipitis. Uzevsi u
obzir brojnost vrsta koje jo$ nisu detaljno istraZene, lako je zakljuciti da ¢e se mnoge druge vrste

u buduénosti pokazati kao biotehnoloski interesantne.
2.1.1. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica je nepatogeni, aerobni, heterotali¢ni, dimorfni kvasac koji se istice
zbog mogucénosti rasta na hidrofobnim supstratima zahvaljuju¢i specifiénim metabolickim
putevima razgradnje alkana, masnih kiselina i triglicerida (Fickers i sur., 2005). Y. lipolityca se
smatra oleaginoznim kvascem jer ima sposobnost nakupljanja lipida s udjelom od 36 % u suhoj
tvari biomase (Beopoulos i sur., 2009). Pri rastu na alkanima, ova vrsta proizvodi citratnu i
izocitratnu kiselinu u omjeru 60:40 (Akiyama i sur., 2014). Osim toga, ovaj kvasac prirodno
pokazuje efikasnu sekreciju proteina poput lipaza, esteraza, proteaza, fosfataza i RNaza (Barth i

Gaillardin, 1997). Zahvaljuju¢i navedenim svojstvima, kvasac Y. lipolytica se Kkoristi u



procesima bioremedijacije, u industrijskoj proizvodnji heterolognih proteina, citratne i
izocitratne kiseline, y-dekalaktona, deterdZenata te kao modelni organizam u istraZivanjima

mehanizama sekrecije proteina i dimorfizma (Gongalves i sur., 2014).
2.1.2. Pichia pastoris i Hansenula polymorpha

Pichia pastoris i Hansenula polymorpha su jedne od rijetkih vrsta kvasaca koje mogu
rasti na metanolu kao jedinom izvoru ugljika. Obje vrste prilikom uzgoja dostiZzu visoke
koncentracije biomase, a Hansenula polymorpha moze rasti pri temperaturi od 42 °C te
asimilirati nitrate (Mattanovich i sur., 2012). Obzirom da je za rast na metanolu potrebna visoka
razina ekspresije enzima koji sudjeluju u metabolizmu metanola, poput enzima alkohol oksidaze,
ove vrste kvasaca posjeduju snazne i visoko regulirane promotore. Navedeni su promotori
prikladni za kontroliranu heterolognu ekspresiju gena te su iskoriSteni za konstrukciju velikog
broja ekspresijskih vektora (Gellissen i sur., 2005). Upravo je velika dostupnost razlicitih
ekspresijskih sustava dovela do Siroke primjene ovih vrsta u proizvodnji rekombinantnih
proteina 1 farmaceutika poput faktora rasta slicnog inzulinu (IGF), humanog serumskog

albumina, enzima fitaze te cjepiva za hepatitis B (Gellissen, 2000).
2.1.3. Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces marxianus su nepatogene vrste kvasaca koje
metaboliziraju laktozu a izolirane su iz jogurta, kefira, sira i trulog voca (Spencer i sur., 2002).
Od ove dvije vrste, K. lactis je detaljnije istrazen te ima viSegodisnju Siroku primjenu u
biotehnologiji. Obzirom da ovaj kvasac razgraduje laktozu, od sredine proslog stoljeca se koristi
za dobivanje enzima [-galaktozidaze koji je nuzan za proizvodnju mlije¢nih proizvoda bez
laktoze. Upravo je dugogodisnja industrijska primjena te detaljna karakterizacija omogucila
razvoj sustava za ekspresiju heterolognih gena u ovoj vrsti te se K. lactis koristi za industrijsku
proizvodnju velikog broja proteina, primjerice prokimozina i humanog serumskog albumina
(van Ooyen i sur., 2006). K. marxianus je termotolerantni kvasac koji moZe metabolizirati
ksilitol, ksilozu, celobiozu, laktozu, arabinozu i glicerol zbog ¢ega ima velik potencijal za
primjenu u proizvodnji etanola iz lignoceluloznih sirovina pri visokim temperaturama
(Nonklang i sur., 2008).



2.1.4. Blastobotrys adeninivorans

Blastobotrys adeninivorans, prethodno poznat kao Arxula adeninivorans, je nepatogeni,
termotolerantni, halotolerantni i kserotoleratni kvasac koji moze rasti pri temperaturi od 48 °C
te na hranjivim podlogama s koncentracijom NaCl do 20 % (Wartmann i Kunze, 2000). Osim
razli¢itih ugljikohidrata i organskih kiselina poput ksiloze, Skroba i mokraéne kiseline, ova vrsta
kao jedini izvor ugljika moze koristiti spojeve kao Sto su aminokiseline, purini adenin i ksantin,
te amini butilamin i pentilamin (Middelhoven i sur., 1984). Uzevsi u obzir otpornost ove vrste
na razlic¢ite okoliSne uvijete te brojnost specifiénih metaboli¢kih puteva koje posjeduje, B.
adeninivorans se koristi u proizvodnji heterolognih kao i endogenih proteina te sluzi kao izvor

gena koji kodiraju za biotehnoloski korisne enzime.
2.1.5. Scheffersomyces stipitis

Scheffersomyces stipitis je Crabtree-negativni kvasac izoliran iz trulog drva koji moze
metabolizirati glukozu, manozu, ksilozu i celobiozu do etanola u anaerobnim uvjetima (Parekh
i Wayman, 1986). Pri uzgoju na hidroliziranom drvu, proizvodnja etanola moze dostici
koncentracije do 41 g L™, uz minimalnu proizvodnju ksilitola $to S. stipitis ¢ini prikladnim za
proizvodnju bioetalnola iz lignoceluloznih sirovina (Parekh i sur., 1988). Osim toga, S. Stipitis
moZe reducirati aldehidnu skupinu furanskog prstena u 5-hidroksimetilfurfuralu te
metabolizirati octenu kiselinu $to ga ¢ini prirodno otpornim na glavne toksine koji nastaju pri
obradi lignoceluloznih sirovina (Agbogbo i Coward-Kelly, 2008). Razvoj prikladnih alata za
geneticku modifikaciju ove vrste otezava Cinjenica da S. stipitis spada u skupinu kvasaca kod

kojih kodon CTG kodira za aminokiselinu serin umjesto leucina.

2.2. METODE ZA GENETICKU TRANSFORMACIJU | CILJANU MODIFIKACIJU
NEKONVENCIONALNIH KVASACA

Kako bi se maksimalno iskoristio potencijal nekonvencionalnih kvasaca te se
unaprijedile njihove pozZeljne karakteristike, potrebno ih je mo¢i geneticki modificirati.
Geneticka modifikacija nekonvencionalnih kvasaca zahtjevnija je u odnosu na modifikaciju S.
cerevisiae obzirom na manje poznate genome i metabolicke puteve te slabu dostupnost
prikladnih strategija i alata. No vecina klasi¢énih metoda za geneti¢ku transformaciju i
modifikaciju kvasca S. cerevisiae je primjenjiva kod nekonvencionalnih kvasaca uz odredene

prilagodbe za svaku pojedinu vrstu.



2.2.1. Metode za transformaciju stanica kvasca

Transformacija je definirana kao tehnika unosa egzogene DNA u stanicu koja rezultira
odredenom genetickom modifikacijom. Egzogena DNA prvo mora proéi kroz stani¢nu stijenku
i stani¢énu membranu te u¢i u citosol kako bi na kraju dospjela u jezgru (Kawai i sur., 2010).
Obzirom na to, metode transformacije se mogu podijeliti na transformaciju protoplasta (stanica
kod kojih je stani¢na stijenka enzimski razgradena) te metode za transformaciju cjelovitih
stanica, a to su elektroporacija, transformacija pomocu iona litija, biolosti¢ka transformacija te

transformacija staklenim kuglicama (Gietz i Woods, 2001).

Metoda transformacije protoplasta ukljucuje enzimsku razgradnju stanicne stijenke, unos
egzogene DNA uz dodatak polietilen glikola (PEG) te CaClz te ponovnu regeneraciju stani¢ne
stijenke (Burgers i Percival, 1987). Efikasnost transformacije protoplasta jako ovisi 0 samoj
koncentraciji protoplasta, trajanju enzimske razgradnje te koncentraciji i vrsti egzogene DNA.
Burgers i Percival (1987) su pokazali da se najvisa efikasnost transformacije postize uz nize
koncentracije stanica (oko 5x107 stanica mL™), visoke koncentracije enzima kako bi se u 3to
kratem vremenu razgradile stijenke kod 90 % tretiranih stanica, uz nize koncentracije
protoplasta te koristenjem jednolancane DNA. lako ova metoda ne zahtjeva posebnu opremu te
je prikladna za transformaciju stanica s velikim molekulama DNA, rijetko se koristi upravo zbog

osjetljivog procesa razgradnje i regeneracije stijenke (Kawai i sur., 2010).

Ito i sur. (1983) su prvi pokazali da je moguce transformirati netaknute, cjelovite stanice
kvasca S. cerevisiae uz dodatak jednovalentnih kationa poput Na*, K*, Rb*, Cs* i Li*, te da
koriStenje Li* pokazuje najznacajnije povecanje efikasnosti transformacije. Osim toga, pokazali
su kako je za uspjesnu transformaciju nuzno inkubirati cjelovite stanice u smjesi plazmidne DNA
I PEG, da dodatak LiAc i toplinski Sok pospjeSuju efikasnost transformacije te da je efikasnost
najveca ako se transformiraju stanice koje se nalaze u sredini eksponencijalne faze rasta. Metoda
je kroz vrijeme doradena, a neke od prilagodbi uklju¢uju dodatak jednolancane DNA, 2-
merkaptoetanola, ditiotreitola (DTT), dimetil sulfoksida (DMSO) te etanola (Kawai i sur., 2010).
Ova je metoda jedna od najceS¢e koriStenih metoda transformacije jer je u odnosu na

transformaciju protoplasta puno jednostavnija i brza.

Transformacija stanica kvasca elektroporacijom je temeljena na izlaganju stanica
elektricnom pulsu visoke voltaze. lako mehanizam elektroporacije nije u potpunosti razjasnjen,

pretpostavlja se da elektri¢ni puls privremeno destabilizira stani¢nu membranu formirajuci
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pritom pore koje olakSavaju prolazak makromolekula kroz membranu (Potter, 1993). Na
efikasnost transformacije utje¢u parametri elektroporacije, odnosno jakost elektri¢nog polja,
elektri¢ni kapacitet i otpor, te naCin pripreme, odnosno tretiranja stanica (Gietz i Woods, 2001).
Svaki od navedenih parametara potrebno je prilagoditi pojedina¢nim vrstama i sojevima koji se
transformiraju kako bi se postigla maksimalna efikasnost. U usporedbi s transformacijom
protoplasta te transformacijom pomocu LiAc, ova je metoda vremenski znatno kraca ali zahtjeva

koriStenje specijalizirane opreme, odnosno elektroporatora.

Uspjesan unos i ekspresija egzogene DNA u stanicama kvasca obuhvaca i koriStenje
vektora koji se moze samostalno replicirati ili integrirati u genom kvasca. Takav vektor mora
sadrzavati selektivni marker, najces¢e gen za rezistenciju na antibiotik ili auksotrofni marker,
kako bi se omogucila selekcija stanica koje sadrze egzogenu DNA. U odnosu na kvasac S.
cerevisiae, samo su za malobrojne vrste nekonvencionalnih kvasaca dostupni replikativni
plazmidni vektori koji se u stanicama stabilno odrZavaju u velikom broju kopija (L6bs i sur.,
2017).

2.2.2. Strategije za ciljanu geneticku modifikaciju kvasaca

Ciljane geneticke modifikacije se definiraju kao mjesno-specificne modifikacije genoma
te ukljucuju ciljane disrupcije, delecije i integracije gena te tockaste mutacije (Yang i Blenner,
2020). Obzirom da je kod industrijske primjene geneticki modificiranih sojeva izrazito bitna
dugotrajna stabilnost te homogena ekspresija heterolognih gena, kao i moguc¢nost ekspresije vise
razli¢itih heterolognih gena, integracija u kromosome se preferira nad koriStenjem replikativnih
plazmida (da Silva i Srikrishnan, 2012). Integracija heterolognih gena i metode inaktivacije gena
(engl. knockout) su temeljene na endogenim mehanizmima popravka dvolanc¢anih lomova DNA,
odnosno homolognoj rekombinaciji (HR) te ilegitimnoj rekombinaciji (engl. Non-homologous
end joining, NHEJ). Uzevsi u obzir da prilikom ilegitimne rekombinacije dolazi do nasumiéne
integracije heterolognih gena unutar genoma, $to moZe uzrokovati nezeljene promjene fenotipa
soja te varijabilnu ekspresiju heterolognog gena, preferirani je mehanizam homologna
rekombinacija koja omogucava mjesno-specificne modifikacije. U odnosu na kvasac S.
cerevisiae, ve¢ina nekonvencionalnih vrsta kvasaca preferira ilegitimnu rekombinaciju kao
primarni mehanizam popravka DNA zbog ¢ega su za pojedine vrste razvijene razliCite strategije

za pospjesSivanje homologne rekombinacije (L6bs i sur., 2017).



U svrhu ciljane integracije, delecije ili disrupcije odredenog gena, koriste se linearizirani
integrativni plazmidni vektori koji ne sadrze aktivno ishodiste replikacije. Ovisno o ciljanom
ishodu, navedeni vektori mogu biti konstruirani na razlicite nacine no zajednicka karakteristika
je da sadrze regije homologne ciljanoj regiji u genomu kvasca, te Zeljeni gen i selektivni marker.
U slucaju vektora za rekombinaciju ,krajevi-unutra“ (engl. ends-in), Zeljeni gen i selektivni
marker se nalaze van homologne regije unutar koje se vektor linearizira. Integracija ovakvog
vektora u ciljnu regiju u genomu rezultat je jednostruke recipro¢ne izmjene, pri ¢emu dolazi do
duplikacije ciljanog gena, odnosno ciljane regije DNA. Ukoliko je cilj disrupcija gena,
homologna regija integrirana u vektor se moze konstruirati na nacin da sadrzi ,,krnje* 5' 1 3'
krajeve ciljanog gena $to rezultira dvjema nepotpunim kopijama tog gena (Klinner i Schafer,
2004). Obzirom da se integrirani gen u genomu nalazi izmedu dva istosmjerna ponavljanja,
ciljane insercije provedene ovom metodom su strukturno nestabilne zbog ucestale homologne
rekombinacije izmedu dvaju ponavljanja, odnosno takozvanog pop-outa (da Silva i Srikrishnan,
2012). Osim navedenih ends-in vektora, ¢esto su koristeni i linearni fragmenti DNA Koji
podlijezu rekombinaciji ,,krajevi-van* (engl. ends-out), odnosno zamijeni gena. Kod takvih su
fragmenata Zeljeni gen i selektivni marker na 5' i 3' krajevima omedeni regijama DNA
homolognim ciljanom mjestu u genomu. Integracija u genom je rezultat dvostruke recipro¢ne
izmjene, te je stabilnija u odnosu na ends-in integraciju jer ne dolazi do duplikacije gena, ali je
efikasnost integracije manja (da Silva i Srikrishnan, 2012). Na slici 1 se nalazi shematski prikaz

ends-in i ends-out rekombinacije.
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Slika 1. Shematski prikaz rekombinacije ends-in i ends-out (prema da Silva i Srikrishnan, 2012).
(@) ends-in vektor je lineariziran unutar sekvence homologne ciljanoj sekvenci DNA (crne
strelice). Vektor se u kromosom integrira jednostrukom reciproénom izmjenom prilikom cega
dolazi do duplikacije ciljane sekvence. (b) linearni fragment DNA koji podlijeze rekombinaciji
ends-out kod kojega su Zeljeni gen i selektivni biljeg (zeleno i plavo) omedeni sekvencama
homolognim ciljanoj sekvenci DNA. Do integracije u kromosom dolazi zbog dvostruke

recipro¢ne izmjene.

Kako bi se pojednostavio proces konstrukcije vektora, Baudin i suradnici (1993) su
razvili efikasni protokol koriStenjem lan¢ane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain
reaction, PCR). Obzirom da je kod kvasca S. cerevisiae za uspjesnu ciljanu modifikaciju
potrebna homologna regija duljine oko 50 parova baza, moguce je konstruirati pocetnice za PCR
koje su jednim dijelom homologne ciljanoj regiji genoma a drugim dijelom homologne genu za
selekciju transformiranih stanica. Na taj nacin je moguce u jednom koraku umnoziti fragment
DNA koji na oba kraja sadrzi kratke regije homologne ciljanom genu, izmedu kojih se nalazi
selektivni marker. Ovako sintetizirana DNA moze se bez prociscavanja koristiti kao disrupcijska

kazeta za deleciju ciljanog gena.

Za primjenu u industriji je ¢esto nuzno konstruirati sojeve koji eksprimiraju vise razlicitih

hetorolognih enzima koji sudjeluju u specificnom metabolickom putu. Za konstrukciju takvih



sojeva potrebno je provesti viSe uzastopnih genetickih modifikacija. Uzevsi u obzir ograni¢en
broj selektivnih markera, kao i ¢injenicu da nekada nije pozeljno da industrijski soj posjeduje
karakteristike poput rezistencije na antibiotik, nuzno je takve selektivne markere moci ukloniti
iz genoma kako bi se omogucila njihova ponovna upotreba (Hegemann i sur., 2014). Navedeno
se moze posti¢i koristenjem Cre-loxP sustava koji se sastoji od enzima Cre rekombinaze te
njegovog supstrata, DNA sekvence koja se naziva loxP. Godine 1996., Guldener i suradnici su
konstruirali disrupcijsku kazetu koja sadrzi gen za rezistenciju na antibiotik koji je sa oba kraja
omeden sekvencama loxP. Ekspresijom enzima Cre rekombinaze, dolazi do ekscizije
selektivnog markera zbog rekombinacije izmedu dvije loxP sekvence. Na ciljanom mjestu u
genomu pritom ostaje samo jedna loxP sekvenca, te se isti selektivni marker moZze upotrijebiti
za kasnije modifikacije. Na slici 2 se nalazi shematski prikaz opisanog procesa u kombinaciji s

prethodno opisanim procesom konstrukcije vektora pomoc¢u PCR.
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Slika 2. Shematski prikaz ciljane delecije gena pomocu disrupcijske kazete umnozene PCR-om,
te naknadno uklanjanje selektivnog biljega pomoc¢u Cre/loxP sustava (prema Hegemann i sur.,
2014). Prvi korak obuhvaca amplifikaciju disrupcijske kazete sa selektivnim biljegom
omedenim loxP regijama koriStenjem oligonukleotidnih pocetnica koje su jednim dijelom
homologne ciljanoj regiji u genomu (crvena i zelena boja). Drugi korak je transformacija kvasca
transformiraju¢om DNA te delecija gena. Treci korak ukljucuje provjeru uspjesne integracije

koriStenjem parova pocetnica A i B-M, te C-M 1 D. Posljednji korak ukljucuje transformaciju



kvasca plazmidom koji sadrzi gen za rekombinazu Cre, ekspresiju rekombinaze Cre, izrezivanje

biljega i kona¢nu provjeru pomoc¢u PCR koristenjem pocetnica A i D.

U posljednjih nekoliko godina, razvojem sustava CRISPR-Cas9 omoguceno je precizno
modificiranje genoma u razli¢itim organizmima. Sustav CRISPR-Cas bakterijama pruza
odredenu vrstu imunosti protiv bakteriofaga, odnosno stranog genetickog materijala, pri ¢emu
CRISPR predstavlja grupirana kratka palindromska ponavljanja izmedu kojih se nalaze
razmaknice (engl. clustered, regularly interspaced, short palindromic repeats, CRISPR), a Cas
predstavlja CRISPR-asociranu nukleazu (Gasiunas i sur., 2012). Nukleaza Cas9 stupa u
kompleks s dvije kratke molekule RNA, crRNA (crisprRNA) koja je komplementarna
razmakanici, te tracrRNA. Ovaj ribonukleoproteinski kompleks prepoznaje specifi¢nu sekvencu
umolekuli DNA te uvodi dvolan¢ani lom na specificnom mjestu. Navedeni je kompleks moguce
programirati da cijepa Zeljenu molekulu DNA u to¢no odredenom mjestu konstrukcijom
specificne RNA molekule komplementarne ciljanoj sekvenci (Jinek i sur., 2012). Za uspjesSnu
primjenu ovog sustava u stanicama kvasca potrebno je konstruirati ekspresijski vektor koji sadrZi
gen za nukleazu Cas9, izoliran iz bakterije Streptococcus pyogenes, kojemu je na C-terminus
dodan signal za transport u jezgru, te kratka sgRNA (engl. single guide RNA). Konstruirana
molekula sgRNA na 5' kraju sadrzi sekvencu duljine oko 20 parova baza koja je komplementarna
ciljanoj DNA, a na 3' kraju sekvencu koja stupa u interakciju s Cas9 proteinom (L&bs i sur.,
2017). Uvedeni dvolanéani lom se moze popraviti ligacijom krajeva loma (NHEJ), Sto ¢esto
rezultira nasumi¢nom mutacijom, ili se dodatkom specificne DNA sekvence moze inducirati

popravak putem homologne rekombinacije te insercija Zeljene sekvence u genom.
2.2.3. Metode za geneticke modifikacije kod predstavnika nekonvencionalnih kvasaca
2.2.3.1. Yarrowia lipolytica

Kvasac Yarrowia lipolytica je wuspjeSno transformiran metodom s LIiAcC te
elektroporacijom, no najveéa je efikasnost transformacije (2,8 x 10 transformanata po ug DNA)
postignuta prilagodenim protokolom elektorporacije kojega su razvili Markham i suradnici
(2018). Vernis i sur. (2001) su pokazali da autonomna repliciraju¢a sekvenca (ARS) u kvascu
Yarrowia lipolytica osim ishodista replikacije zahtjeva i centromernu DNA za uspjesno
odrzavanje plazmida. Takoder je bitno naglasiti da je ilegitimna rekombinacija dominanti
mehanizam popravka dvolan¢anih lomova DNA u ovoj vrsti. Zbog toga je za ciljanu geneticku

modifikaciju nuzno pospjesiti homolognu rekombinaciju inaktivacijom gena KU70 i KU8O0, koji
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kodiraju za proteine Kkoji sudjeluju u ilegitimnoj rekombinaciji (Verbeke i sur., 2013).
Homolognu je rekombinaciju takoder moguce pospjeSiti zaustavljanjem stanica u S fazi
staninog ciklusa dodatkom hidroksiuree kulturi stanica u eksponencijalnoj fazi rasta
(Tsakraklides i sur., 2015). Efikasne precizne modifikacije postignute su primjenom sustava
CRISPR/Cas9 uz koristenje sintetickog hibridnog promotora, koji kombinira nativni promotor
RNA polimeraze 111 i tRNA, za transkripciju sgRNA (Schwartz i sur., 2016).

2.2.3.2. Metilotrofni kvasci Pichia pastoris i Hansenula polymorpha

Metilotrofni kvasac Pichia pastoris je transformiran s visokom efikasno§¢u metodom
transformacije protoplasta te elektorporacijom uz dodatak 100 mM LiAc te 10 mM DTT (Kawai
i sur., 2010). Kao Sto je spomenuto u poglavlju 2.1.2., za konstrukciju ekspresijskih vektora
koriste se endogeni, snazni i visoko regulirani promotori gena koji kodiraju za enzime alkohol
oksidaze. No, kako je razina ekspresije heterolognih gena koristenjem replikativnih plazmida
niska, preferira se integracija u genom (Gellissen i sur., 2005). Ovaj kvasac takoder preferira
ilegitimnu rekombinaciju zbog ¢ega je za ciljane genetiCke modifikacije nuzno pospjesiti
homolognu rekombinaciju delecijom gena KU70 ili zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u S fazi
(LObs i sur., 2017). Za transformaciju i geneticku modifikaciju metilotrofnog kvasca Hansenula
polymorpha najce$ce se koriste vektori koji sadrZze promotore gena koji kodira za alkohol
oksidazu (Paox) u kombinaciji s terminatorom gena koji kodira za aminooksidazu (AMO).
Obzirom da za ovu vrstu nema dostupnih stabilnih replikativnih plazmida, plazmidi koji sadrze
promotore Paox, Pamo | Pter1 se lineariziraju cijepanjem unutar promotorske regije ¢ime se
osigurava ciljana integracija u AOX, AMO i TEF1 lokuse. Efikasnost homologne rekombinacije

se pospjeSuje delecijom gena KU80 (Saraya i sur., 2012).
2.2.3.3. Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus je do sada uspjesno transformiran elektorporacijom te
metodom s LiAc, no uz niske efikasnosti. Lyu i suradnici (2021.) su razvili prilagodeni protokol
za transformaciju protoplasta koji ukljuCuje tretiranje stanica koje se nalaze u kasnoj
eksponencijalnoj fazi rasta zimoliazom te transformaciju pri 0 °C uz dodatak PEG, CaCl> te 5
pL DNA nosaca. Navedeni je protokol omogucio efikasnu transformaciju K. marxianus
plazmidnim vektorima veli¢ine do 58 kb. Za transformaciju kvasca Kluyveromyces lactis
razvijen je prilagoden protokol elektroporacije uz efikasnost od 10® do 10" transformanata po pg

DNA (Sanchez i sur., 1993). Dominantni mehanizam popravka dvolanc¢anih lomova DNA kod
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obje vrste je ilegitimna rekombinacija, te se homologna rekombinacija moze znacajno pospjesiti
inaktivacijom gena KU70 kod K. marxianus te gena KU80 kod K. lactis (L6bs i sur., 2017). Za
ciljanu geneticku modifikaciju genoma K. lactis primijenjen je sustav umnazanja disrupcijske
kasete pomo¢u PCR, uz primjenu Cre/loxP sustava za viSestruku primjenu selektivnog biljega
(Wesolowski-Louvel, 2011).

2.2.3.4. Scheffersomyces stipitis

Kvasac Scheffersomyces stipitis uspjesno je transformiran elektroporacijom te je
efikasnost transformacije moguce visestruko poboljsati povecanjem voltaze do 2.5 kv (Cao i
sur., 2018). Kao i kod prethodno opisanih vrsta, dominantni mehanizam popravka DNA kod S.
stipitis je ilegitimna rekombinacija pa se homologna rekombinacija pospjeSuje delecijom gena
KU70 i KU80. Za stabilnu replikaciju i segregaciju plazmidnih vektora u ovoj vrsti nuzna je
centromerna DNA. Osim Sto insercija centromerne DNA stabilizira vektor, takoder omogucéava
povecanu ekspresiju heterolognih gena, te povecava efikasnost ciljane disrupcije gena ukoliko

se takav vektor koristi za ekspresiju komponenti sustava CRISPR/Cas9 (Cao i sur., 2017).
2.3. KVASCI RODA Schwanniomyces

Kvasce roda Schwanniomyces prvi je opisao Kloecker 1909. godine. Pojedine vrste ovog
roda su biotehnoloski interesantne zbog sposobnosti razgradnje razli¢itih izvora ugljika poput
Skroba, ksiloze, alkana, celobioze, L-arabinoze, inulina i sli¢no. Osim toga, bitno je naglasiti da
pojedine vrste roda Schwanniomyces posjeduju sposobnost efikasne sekrecije visokih
koncentracija amilolitickih enzima glukoamilaze i a-amilaze (Ingledew, 1987). Ove vrste imaju
visok potencijal u proizvodnji etanola iz jeftinih sirovina poput lignoceluloze zbog ¢injenice da
mogu efikasno metabolizirati $krob, ksilozu i celobiozu do etanola. Medutim, jedna od glavnih
prepreka u razvoju ovih kvasaca za industrijsku primjenu je izrazito niska tolerancija na etanol
(de Mot i sur., 1985). Potpuni potencijal za industrijsku primjenu ovih vrsta moze se postici
primjenom metaboli¢kog i genetickog inZenjerstva. No, veéina vrsta iz roda Schwanniomyces je
jos uvijek slabo istrazena upravo zbog nedostatka prikladnih metoda i alata za geneticke
modifikacije. Naime, vrste iz ovog roda spadaju u skupinu kvasaca kod kojih kodon CTG
umjesto za aminokiselinu leucin kodira za serin, stoga je prilikom konstrukcije ekspresijskih

vektora nuzno provesti optimizaciju kodona.
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Najznacajniji i najbolje istrazen predstavnik ovog roda je haploidni kvasac
Schwanniomyces occidentalis var. occidentalis. Ovaj kvasac proizvodi mnogobrojne
ekstracelularne enzime kao Sto su a-galaktozidaza, B-glukozidaza, inulinaza, invertaza, fitaza, te
amiloliticki enzimi glukoamilaza i a-amilaza (Wang i sur., 1999). S. occidentalis var
occidentalis kao izvor ugljika moze koristiti glukozu, fruktozu, D-ksilozu, saharozu, rafinozu,
celobiozu, trehalozu, sukcinat, citrat, alkane, pululan, dekstrin, maltozu i Skrob (Dohmen i
Hollenberg, 1996). Zbog efikasnog sustava za sekeciju proteina velike molekulske mase, niske
razine glikozilacije proteina i sposobnosti rasta na jeftinim sirovinama poput skroba iz krumpira,
pSenice, je¢ma i kukuruza, ovaj se kvasac smatra idealnim sustavom za industrijsku proizvodnju
heterolognih proteina (Wang i sur., 1999). Amiloliticki sustav kvasca S. occidentalis var.
occidentalis ima joS jedno zanimljivo svojstvo. Naime, geni AMY1 i GAML1 koji kodiraju za
enzime a-amilazu i glukoamilazu nalaze se pod kontrolom snaznih inducibilnih promotora.
Ekspresija ovih gena inducirana je u prisustvu maltoze ili Skroba, a reprimirana u prisustvu
glukoze. Takvi promotori predstavljaju idealne regulatorne elemente za konstrukciju
ekspresijskih vektora, te je promotor gena GAML iskoriSten pri konstrukciji vektora za
reguliranu ekspresiju heterolognih gena u ovoj vrsti (Piontek i sur., 1998). Kvasac S. occidentalis
moguce je transformirati s visokom efikasnos¢u elektroporacijom uz dodatak DTT, te pulsom u
trajanju 18 ms jakosti 2,17 kV cm™ (Costaglioli i sur., 1994). Osim kao domacin, ova je vrsta
zahvaljujuéi svojim raznolikim metabolickim putevima pronasla primjenu i kao donor gena za
proizvodnju industrijski interesantnih enzima. Primjerice, gen za enzim fitazu iz S. occidentalis
koriSten je za transformaciju riZze u svrhu poveéanja nutritivne vrijednosti stoéne hrane (Hamada
i sur., 2005). Takoder, razli¢iti geni koji kodiraju za a-amilazu uspjesSno su eksprimirani u
kvascima K. lactis, Schizosaccharomyces pombe i S. cerevisiae, u kojemu su aktivne dvije

razli¢ite autonomno replicirajuée sekvence iz S. occidentalis (Wang i sur., 1999).

Obzirom da ostale vrste ovog roda nisu detaljno opisane, daljnja istraZzivanja su nuzna
kako bi se utvrdio njihov puni biotehnolodki potencijal. Matanovi¢ i suradnici (2022) su
konstruirali set replikativnih i integrativnih plazmida, optimizirali protokol za transformaciju
elektroporacijom te uspjesno transformirali vrste S. pseudopolymorphus, S. polymorphus var.
polymorphus i S. polymorphus var. africanus. Konstruirani plazmidi te opisani protokol mogli
bi posluziti kao temeljni alati za daljnja istraZzivanja i biotehnoloski razvoj drugih vrsta roda

Schwanniomyces.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALLI
3.1.1. Plazmidi

Za transformaciju kvasaca roda Schwanniomyces koristeni su plazmidi pRS40cH,
pRS52cH, pRS53cH, pRS54cH, pRS55cH te pRS56¢H koji su prethodno konstruirani u
Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama (Matanovi¢ i1 sur., 2022). Navedeni
plazmidi sadrze sekvence DNA koje omogucuju njihovu propagaciju i odrzavanje u bakteriji
Escherichia coli; bakterijsko ishodisSte replikacije (ori), gen bla koji kodira za enzim -
laktamazu, odnosno omogucuje rezistenciju na antibiotik ampicilin, viSestruko mjesto za
kloniranje (MSC) te ishodiste replikacije iz filamentoznog bakteriofaga f1 (f1-ori). Nadalje, kako
bi se omogucila selekcija transformiranih kvasaca, svi plazmidi sadrze gen za rezistenciju na
antibiotik higromicin B (coHygR) koji je pod regulacijom TEF promotora i terminatora iz kvasca
Eremothecium gossypii. Svi plazmidi, osim plazmida pRS40cH, sadrze ishodiste replikacije iz
razli¢itih vrsta kvasaca. Plazmid pRS52cH sadrzi ishodiSte replikacije plazmida 2u iz kvasca
Saccharomyces cerevisiae (Christianson i sur., 1992), plazmid pRS53cH sadrzZi ishodiste
replikacije panARS iz kvasca Kluyveromyces lactis (Liachko i Dunham, 2014), plazmid
pRS54cH sadrzi ishodiSte SSARS2 iz kvasca Scheffersomyces stipitis (YYang i sur., 1994),
plazmid pRS55cH sadrzi ishodiSte MgALS123 iz kvasca Meyerozyma guilliermondii (Foureau i
sur., 2013), te plazmid pRS56¢H koji sadrzZi regiju BbCEN2 koja ukljucuje ishodiste replikacije
iz kvasca Brettanomyces bruxellensis (Ishchuk i sur., 2016). Obzirom da kod pojedinih vrsta
kvasaca triplet CTG kodira za aminokiselinu serin umjesto za leucin, potrebno je navedeni
kodon zamijeniti alternativnim kodonom za tu aminokiselinu kako bi se omogucila uspjesna
transformacija veceg broja nekonvencionalnih vrsta kvasaca. Stoga je kloniranju gena HygR
prethodila optimizacija sastava kodona te de novo sinteza. Na slici 3 su prikazane mape plazmida
na kojima su oznaceni svi navedeni geni, promotori i ishodiSta replikacije kao i restrikcijska

mjesta za enzime koristene u ovom radu.
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Slika 3. Mape koriStenih plazmida. Na mapama su prikazane regije DNA relevantne za ovaj rad
kao i restrikcijska mjesta koristenih restrikcijskih enzima.
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3.1.2. Mikroorganizmi

U ovom su radu koristene Cetiri vrste kvasca roda Schwanniomyces te jedan soj bakterije

Escherichia coli.
3.1.2.1. Bakterija Escherichia coli

Za propagaciju Sest plazmida koristena je bakterija E. coli, soj DH5a, genotipa: F~ endAl
ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(r« mk™), A"

3.1.2.2. Kvasci roda Schwanniomyces

U ovome su radu transformirane Cetiri razli¢ite vrste kvasca roda Schwanniomyces;
Schwanniomyces occidentalis var, occidentalis JCM 8125, Schwanniomyces occidentalis var.
persoonii JCM 81277, Schwanniomyces capriottii JCM 61777 te Schwanniomyces vanrijiae var.
yarrowii JCM 6190". Svi sojevi potjecu iz zbirke mikrooorganizama JCM - Japan Collection of

Microorganisms, Japan.
3.1.3. Hranjive podloge i otopine

Podloge i otopine pripremljene su koriStenjem sterilne deionizirane vode i sterilnih
otopina ili su sterilizirane autoklaviranjem 20 min na temperaturi od 121 °C. Krute podloge su

po sastavu jednake tekuéim podlogama izuzev dodatka agara u koncentraciji od 15 g L.
3.1.3.1. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli

LB (kompletna podloga)

Bacto-tripton 10gL*
Kvascev ekstrakt 5gL?
NaCl 10g Lt

Podloga s antibiotikom ampicilinom:
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Ampicilin se dodaje u pripremljenu i steriliziranu hranjivu podlogu iz osnovne otopine
sterilizirane filtracijom koncentracije 20 mg mL™ do konaéne koncentracije od 50 mg

mL? u krutoj podlozi, odnosno 100 mg mL? u tekucoj hranjivoj podlozi.

3.1.3.2. Kompletna podloga za uzgoj kvasaca roda Schwanniomyces (YPD)

Bacto-pepton 20gL?
Kvaséev ekstrakt 10gL?
Glukoza 20gL?

Za selekciju transformiranih kvasaca u podlogu se dodaje antibiotik higromicin B u

razli¢itim koncentracijama za pojedine sojeve te za krutu i tekuc¢u podlogu.
3.1.3.3. Otopine za izolaciju i procis¢avanje DNA
Amonijev acetat (8 M):

Otopina se sterilizira filtracijom i cuva na 4 °C.
EDTA (0,5 M; pH 8,0):

186,1 g EDTA-2H20 se otopi u 80 mL destilirane vode, pH se podesi dodatkom NaOH

te se destilirana voda dopuni do ukupnog volumena od 100 mL.
Glukoza (40 g LY):

Otopina se sterilizira na 0,5 bara nadtlaka.

GTE-pufer:
glukoza 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM

Pufer se neposredno prije uporabe pripremi iz sterilnih otopina.4

Kalijev acetat (3 M):
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Otopina se priprema na nacin da se u 60 mL 5 M otopine kalijeva acetata doda 11,5 mL
hladne octene kiseline i 28,5 mL destilirane vode. Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva

na temperaturi od 4 °C.

NaOH/SDS:
NaOH (6M) 0,2 mol L
SDS (10%) 10,0gL?

Otopina se priprema neposredno prije uporabe.
RNA-za:

Ribonukleaza A otopi se u 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) i 15 mM natrijevu kloridu do
konaéne koncentracije od 10 mg mL™te se u kipucoj vodenoj kupelji zagrije 15 min.

Nakon hladenja na sobnu temperaturu, ¢uva se na -20 °C.

TE-pufer (pH 7,4):
Tris-HCI (7,4) 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1 mMm
Priprema se iz sterilnih otopina.

Tris-HCI (1 M):

12,1 g Tris-a se otopi u 80 mL destilirane vode, pH se podesi se pomo¢u koncentrirane

otopine HCI te se tikvica dopuni destiliranom vodom do oznake od 100 mL.
Fenol:

Redestilirani fenol se otapa pri 67 °C i zasicen je jednakim volumenom TE pufera (pH 8,0).

Ne sterilizira se i cuva se u tamnoj boci pri 4 °C
Kloroform/izoamilni alkohol:

KoriStena je smjesa kloroforma i izoamilnog alkohola u volumnom omjeru 24:1. Otopina

se ne sterilizira i ¢uva se pri 4 °C
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SCE:

sorbitol 1,00 M

natrijev citrat 0,10 M

EDTA 0,06 M
STE:

SDS 509 L?

Tris-HCI (pH 8,0) 0,1M

EDTA (pH 8,5) 0,05 M
Zimoliaza 20-T:

15 mg enzima zimoliaze (Zymolyase 20-T) iz bakterije Arthrobacter luteus se otopi u 3
mL sterilnog glicerola koncentracije 400 g L™ i ¢uva na temperaturi od -20 °C

3.1.3.4. Otopine za gel-elektroforezu

TBE-pufer (10x):

Tris 108 g
borna kiselina 55¢
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 mL
destilirana voda do 1000 mL

Pufer za gel-elektroforezu priprema se u 10x koncentriranom obliku i naknadno se

razrjeduje destiliranom vodom do zeljene koncentracije.

Agarozni gel (0,8%)
Agaroza 08¢
1x TBE pufer 100 mL
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Agarozni gel se priprema otapanjem agaroze u 1x koncentriranom TBE puferu koji se

prethodno pripremi razrjedivanjem 10x koncentriranog TBE pufera.
Boja za nanoSenje uzorka:

Gel loading dye, purple 6X (New England Biolabs, Ipswich)
Etidijev bromid

Osnovna otopina priprema se u koncentraciji od 10 mg mL™, ne sterilizira se i duva na 4
°C u tamnoj boci. Otopina za vizualizaciju DNA priprema se dodatkom 50 pL osnovne

otopine u 1 L destilirane vode i takoder se ¢uva u tamnoj boci.
3.1.3.5. Otopine za transformaciju kvasca
DTT (0,35 M)

Otopina se priprema otapanjem odgovaraju¢e mase DTT u deioniziranoj vodi, sterilizira

se filtracijom 1 ¢uva u hladnjaku na temperaturi od 4 °C.
LiAc (1 M)

Otopina se priprema otapanjem odgovaraju¢e mase LIAC u deioniziranoj vodi te se

sterilizira filtracijom.
Sorbitol (1 M)

Otopina se priprema otapanjem odgovarajuc¢e mase sorbitola u deioniziranoj vodi te se

sterilizira autoklaviranjem.
3.1.3.6. Otopine za hibridizaciju DNA
Sve navedene otopine su sterilne.
Amonijev acetat (1M):
Priprema se razrjedivanjem amonijeva acetata (8 M)

HCI (0,25 M)
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NaOH (0,4 M)
NaOH/amonijev acetat
NaOH
Amonijev acetat
SSC (20x)
natrijev klorid
natrijev citrat
Otopina A
SDS (10%)
SSC (20x)
Destilirana voda
Otopina B
SDS (10%)
SSC (20x)

Destilirana voda

Otopina za prethibridizaciju

SSC (20x)

Blocking reagent (smjesa za sprje¢avanje nespecificnih interakcija)

Natrijeva sol N-laurilosarkozina (10%)

SDS (10%)

0,5M

1M

3M

0,3M

1mL

10 mL

89 mL

1mL

0,5mL

98,5 mL

21



Otopina za hibridizaciju

Jednakog je sastava kao otopina za prethibridizaciju ali sadrzi i 20 — 50 ng obiljeZzene
DNA (DNA-proba).

Pufer 1
Tris-HCI (pH 7,5) 0,10 M
NaCl 0,15 M
Pufer 2

Priprema se otapanjem smjese za sprjecavanje nespecificnih interakcija u puferu 1 do

koncentracije od 10 g L.

Pufer 3
Tris (1 M; pH 9,7) 50 mL
natrijev klorid (5 M) 10 mL
magnezijev klorid (1 M) 25 mL

pH vrijednost pufera se podesi na 9,5 dodavanjem otopine HCI te se doda destilirana

voda do ukupnog volumena od 0,5 L.

3.1.4. Kemikalije i enzimi

Agar: Biolife, Milano.
Agaroza: Appligene, Strassbourg.
Amonijev acetat: Kemika, Zagreb.
Apsolutni etanol: Kemika, Zagreb.
Borna kiselina: Fisher Scientific, Pittsburgh
DNA bakteriofaga lambda: New England Biolabs, Beverly.
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DIG DNA labeling kit:
DTT

EDTA:

Etidijev bromid:
Fenol:

Glukoza:

Gel loading dye, purple 6X:
Izopropanol:

Izoamilni alkohol:
Kalijev acetat:
Kloroform:

Kvascev ekstrakt:

Komplet kemikalija za hibridizaciju DNA

metodom po Southernu:

LiAc:

Ribonukleaza A:

Restrikcijski enzimi i odgovarajuci puferi:
SDS:

Sorbitol:

Standard za elektroforezu:

Tris: Tris Ultra Pure

Zimoliaza (Zymolyaze 100-T i 20-T):

Sigma-Aldrich., St. Louis.
Sigma-Aldrich., St. Louis.
Kemika, Zagreb.

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim.
Kemika, Zagreb.

Kemika, Zagreb.

New England Biolabs, Ipswich.
Alkaloid, Skoplje.

Kemika, Zagreb.

Acros Organics, New Jersey.
Kemika, Zagreb.

Biolife, Milano.

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim.
Sigma-Aldrich., St. Louis.

Sigma-Aldrich., St. Louis.

New England Biolabs, Ipswich.

Merck, Hohenbrunn.

Sigma-Aldrich., St. Louis.

New England Biolabs, Ipswich.
Sigma-Aldrich., St. Louis.

Seikugaku Kogyo Co., Tokyo.
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Kemikalije za pripremu ostalih otopina: Sigma-Aldrich., St. Louis,
Kemika, Zagreb,
Alkaloid, Skoplje.
3.2. METODE
3.2.1. Uzgoj bakterije Escherichia coli

Tajne kulture bakterije E. coli su ¢uvane u zamrzivacu na temperaturi od -70 °C. Prvi
korak u izolaciji plazmidne DNA iz bakterijske kulture je dobivanje pojedinacnih kolonija na
krutoj hranjivoj podlozi. Volumen od 10 pL bakterijske kulture se tehnikom do iscrpljenja
precijepi iz trajne kulture na krutu hranjivu podlogu koja sadrzi antibiotik ampicilin u
koncentraciji od 100 mg mL™. Kulture na krutim podlogama se inkubiraju preko noéi na 37 °C.
Nakon inkubacije, pojedina¢ne se kolonije precijepe u Erlenmayerove tikvice s 100 mL tekuce
hranjive podloge s ampicilinom. Tekuc¢e se kulture inkubiraju preko no¢i na tresilici pri 37 °C i

250 o/min.
3.2.2. Uzgoj kvasaca roda Schwanniomyces

Tajne kulture kvasaca roda Schwanniomyces su ¢uvane u zamrzivacu na temperaturi od
-70 °C. Volumen od 10 pL trajne kulture se tehnikom do iscrpljenja precijepi na kompletnu krutu
hranjivu podlogu. Kulture na krutim podlogama se inkubiraju 48 h na 28°C. Nakon inkubacije,
pojedinacne se kolonije precijepe u Erlenmayerove tikvice s 100 mL teku¢e YPD hranjive

podloge te se kulture inkubiraju preko no¢i na tresilici pri 28 °C 1 200 o/min.
3.2.3. Izolacija plazmidne DNA iz tekuce bakterijske kulture

Prethodno uzgojene tekuce bakterijske kulture se centrifugiraju 5 min na 4 °C i 5 000
o/min. Supernatant se nakon centrifugiranja odlije te se dobiveni talog resuspendira u 2,4 mL
hladnog GTE pufera i inkubira 5 min u ledu. Suspenziji se doda 4,8 mL otopine NaOH/SDS uz
mijeSanje okretanjem, zatim slijedi 5 min inkubacije u ledu. Nakon toga se u suspenziju doda
7,2 mL hladnog kalijevog acetata uz mijeSanje okretanjem. Suspenzija se 20 min inkubira na
ledu nakon Cega se 20 min centrifugira pri 4 °C i 10 000 o/min. Supernatant se zatim pipetom
pazljivo prenese u Corex kivetu, doda se 8,5 mL izopropanola te se vrh kivete oblijepi
parafilmom kako bi se sadrzaj promijeSao okretanjem. Nakon toga slijedi centrifugiranje 20 min
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pri 10 000 o/min. Supernatant se pazljivo odlije, kiveta se posusi vakuum sisaljkom te se odloZi
uz plamenik sve dok talog ne postane bezbojan. Osuseni se talog resuspendira u 300 uL TE
pufera uz dodatak 10 uL. RNaze.

3.2.4. Procis¢avanje izolirane DNA fenolizacijom

Nakon izolacije plazmidne DNA iz 100 mL tekuée bakterijske kulture slijedi
proc¢is¢avanje fenolizacijom. U 300 uL suspenzije DNA se doda 150 pL. smjese kloroforma 1
izoamilnog alkohola te 150 pL fenola. Smjesa se centrifugira 5 minuta na 10 000 o/min te se
gornja faza izdvoji pipetom a ukupni se volumen namjesti na 300 uL. dodatkom TE pufera.
Opisani se postupak ponavlja sve dok je izmedu dvije tekuce faze vidljiv bijeli proteinski talog.
Kada proteinski talog viSe nije vidljiv, u suspeziju se doda 300 pL smjese kloroforma i

izoamilnog alkohola, ponovi se centrifugiranje te se izdvoji gornja tekuca faza.
3.2.5. Talozenje DNA pomoc¢u amonijevog acetata

U izoliranu 1 proc¢is¢enu DNA se doda 100 uL 8 M otopine amonijevog acetata i 800 uL
etanola uz mijeSanje okretanjem. DNA se preko no¢i taloZi na temperaturi od -20 °C nakon ¢ega
slijedi centrifugiranje 20 min pri 10 000 o/min. Supernatant se pazljivo odlije, unutrasnjost
epruvete se posusi vakuum sisaljkom te se odlozi uz plamenik sve dok talog ne postane bezbojan.

Talog se resuspendira u 50 pL TE pufera zagrijavanjem u vodenoj kupelji 20 min pri 50 °C.
3.2.6. Cijepanje izolirane DNA restrikcijskim enzimima

Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima provedeno je prema uputama proizvodaca New
England Biolabs, Ipswich, koristenjem originalnog pufera za pojedini enzim. Restrikcijska se
otopina pripremi u volumenu od 10 pL; dodatkom 1 pL pufera, 0,3 uL restrikcijskog enzima,
varijabilnog volumena suspenzije DNA te dodatkom vode do ukupnog volumena od 10 pL. Svi
koristeni enzimi imaju koncentraciju 20 U uL?. Reakcija restrikcije se provodi 60 minuta pri
temperaturi od 37 °C.

3.2.7. Gel-elektorforeza

Za elektroforezu je koristen 0,8 postotni agarozni gel koji se priprema otapanjem 0,8 g
agaroze u 100 mL TBE pufera (1x) u laboratorijskoj boci. Boca se zatvori cepom i zagrijava 2
do 3 minute u mikrovalnoj peénici s povremenim mijeSanjem sve dok se agaroza u potpunosti
ne otopi. Gel se ohladi do temperature oko 50 °C te se izlije na nosac gela. Uzorci DNA se s
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bojom za nanoSenje uzoraka mijesaju u omjeru od 1:6 te se unose u jazice pomoc¢u mikropipete.
Elektroforeza se provodi pri naponu od 40 V, a trajanje ovisi o koncentraciji agaroze u gelu te
veli¢ini fragmenata DNA. Gel se nakon elektroforeze inkubira 30 min u otopini etidijevog

bromida te se osvijetli UV svjetlo$¢u na transiluminatoru i fotografira kroz crveni filtar.
3.2.8. Izolacija genomske DNA iz kvasca

Pojedinacne kolonije kvasca se precijepe u epruvete s 4 mL hranjive podloge te se
uzgajaju do stacionarne faze rasta. Stacionarne se kulture centrifugiraju 2 min pri 10 000 o/min,
supernatant se odlije a talog stanica se dva puta ispire u 1 mL vode uz centrifugiranje 2 min pri
10 000 o/min. Talog se nakon toga ispire u 1 mL otopine SCE i centrifugira 2min pri 10 000
o/min, supernatant se odlije a talog se resuspendira u 200 pL uz dodatak 20 pL enzima zimoliaze.
Suspenzija se inkubira 45 min na 37 °C nakon ¢ega se dodaje 800 pL otopine STE te se
suspenzija inkubira 20 min na 70 °C. Nakon Sto se suspenzija ohladi do sobne temperature,
dodaje se 200 uL hladnog kalijevog acetata te se inkubira 1 h na ledu. Suspenzija se zatim
centrifugira 15 min pri 10 000 o/min na temperaturi od 4 °C kako bi se istaloZili proteini. PaZljivo
odvojenom supernatantu se doda 700 pL izopropanola, centrifugira se 15 min na 10 000 o/min
pri sobnoj temperaturi. Supernatant se nakon centrifugiranja odlije a dobiveni se talog susi uz
plamenik dok ne postane bezbojan nakon cega se resuspendira u 300 uLL TE pufera. DNA se

zatim talozi pomocu amonijevog acetata prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.5.
3.2.9. Transformacija kvasaca elektroporacijom

Kvasci su transformirani elektroporacijom prema protokolu za transformaciju kvasca
Brettanomyces bruxellensis (Mikleni¢ i sur., 2015). Kvasci se uzgoje u 200 mL tekuce kulture
na tresilici pri temperaturi od 28 °C do koncentracije od otprilike 108 stanica mL™. Koncentracija
stanica se odredi brojanjem u Thomaovoj komorici. Tekué¢a kultura se centrifugira 4 min pri 1
500 g na sobnoj temperaturi, supernatant se pazljivo odlije a talog stanica se dva puta ispire sa
100 mL sterilne deionizirane vode uz centrifugiranje pri istim uvjetima. Talog stanica se
resuspendira u otopini koja se sastoji od 35 mM DTT i 100 mM LiAc, suspenzija se 45 min
inkubira na tresilici pri 28 °C i 80 o/min. Suspenzija se nakon inkubacije centrifugira 4 min pri
1 500 g na 4 °C, stanice se drze na ledu od ovog koraka pa sve do same elektroporacije. Talog
stanica se jedanput ispire s 20 mL ledene, sterilizirane deionizirane vode te dvaput s 20 mL
ledene otopine sorbitola (1 M) uz centrifugiranje pri istim uvjetima. Talog se resuspendira u

ledenoj otopini sorbitola (1 M) do ukupnog volumena od 500 pL te se suspenzija raspodijeli na
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10 uzoraka volumena po 50 pL. U svaki od uzoraka se doda 1 uL. DNA otopljene u deioniziranoj
vodi uz mijeSanje pipetiranjem te 5 min inkubacije na ledu. Uzorci se zatim prenesu u Kivete za
elektroporaciju koje su prethodno drzane na ledu nakon cega slijedi puls. Parametri
elektroporacije iznose 1,8 kV i 5 ms. Neposredno nakon pulsa suspenziji stanica se dodaje 1 mL
smjese sorbitola (1 M) i YPD podloge u omjeru 1:1 uz inkubaciju u trajanju 20 min na sobnoj
temperaturi. Zatim se suspenzija prenese u staklenu epruvetu, doda se 1 mL YPD podloge nakon
¢ega slijedi inkubacija u trajanju od dva generacijska vremena za svaku pojedinu vrstu kvasca
na tresilici pri 180 o/min i 28 °C. Nakon inkubacije, uzorci se nacijepe na krutu hranjivu podlogu

koja sadrZi antibiotik higromicin te se inkubiraju 2 do 3 dana na 28 °C.
3.2.10. Hibridizacija DNA po Southernu

Kako bi se detektirali fragmenti plazmidne DNA u transformiranim stanicama kvasca,
nakon gel elektroforeze se vrsi transfer fragmenata DNA s gela na membranu te detekcija
pomocu neradioaktivno oznacene DNA probe. Metoda se provodi koriStenjem kompleta
kemikalija za neradioaktivno obiljezavanje i detekciju homologne DNA prema uputama
proizvodaca uz odredene prilagodbe (Gjuraci¢ i Zgaga, 1996). U radu su navedene koli¢ine
pufera za posthibridizacijsko ispiranje i vizualizaciju primjenjive za membranu povrSine 100
cm?. Ispiranja se odvijaju pri sobnoj temperaturi uz lagano protresanje, osim ako je u radu

navedeno drugacije.
3.2.10.1. Prijenos DNA na membranu

Nakon gel-elektroforeze, gel se 30 min inkubira u 0,25 M otopini HCI, zatim se ispire
destiliranom vodom te inkubira 30 min u otopini amonijevog acetata (1 M) i NaOH (0,4 M).
Transfer DNA s gela na membranu se provodi 1,5 h na uredaju za prijenos vakuumom (GE
Healthcare Biosciences, New Jersey) uz podtlak od 15 kPa. Za vrijeme transfera, gel je uronjen
u otopinu NaOH (0,4 M). Membrana se nakon transfera inkubira 15 min u otopini amonijevog

acetata (1 M) nakon ¢ega se 30 min susi na 120 °C.
3.2.10.2. Predhibridizacija i hibridizacija

OsuSena membrana se prenosi u plasti¢nu vreéicu koja se zatali sa 3 strane te se ulije
prethibridizacijska otopina (0,5 mL otopine po 1 cm? membrane). Vreéica se zatim zatali u
potpunosti te se membrana inkubira 3 h na 62 °C uz lagano protresanje. Nakon toga slijedi

hibridizacija koja ukljucuje inkubaciju membrane u otopini za hibridizaciju volumena jednakog
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10 do 20% koristeng volumena prethibridizacijske otopine, u trajanju od 18 h na 62 °C.
3.2.10.3. Posthibridizacijsko ispiranje

Nakon hibridizacije, membrana se dva puta ispire s 50 mL otopine A u trajanju 10 min
na sobnoj temperaturi, te dva puta s 25 mL otopine B u trajanju od 15 min na 62 °C. Sva ispiranja

se provode na tresilici pri 75 o/min.
3.2.10.4. Detekcija

Membrana se kratko uroni u 100 mL pufera 1, zatim se 1 h ispire u 80 mL pufera 2 na
sobnoj temperaturi. Membrana se zatim 30 min inkubira na tresilici, u zataljenoj vreéici koja
sadrzi 20 mL pufera 2 s dodatnih 4 uL kompleksa antitijela i alkalne fosfataze. Nakon toga
slijede dva uzastopna ispiranja s 100 mL pufera u trajanju od 15 min na sobnoj temperaturi te
kratko uranjanje u puferu 3. Membrana se zatim inkubira u zataljenoj plasti¢noj vreéici uz
dodatak 10 mL pufera 3, 35 uLL X-fosfata (5-brom-4-klor-indolil-fosfat) i 45 pL NBT-a (nitrozo-
plavi-tetrazolij). Inkubacija se provodi u mraku na temperaturi od 37 °C sve do pojave tamno
obojenih vrpci na membrani nakon ¢ega se reakcija zaustavlja ispiranjem membrane destiliranom

vodom. Membrana se susi na 37 °C te se cuva u mraku.
3.2.11. Odredivanje generacijskog vremena

Stanice kvasca se nacijepe u tekucu kulturu volumena 50 mL te se inkubiraju preko noci
na tresilici pri 28 °C 1 200 o/min. Odredivanje generacijskog vremena zapocinje nakon otprilike
18 h uzgoja, kada kvasci udu u pocetak eksponencijalne faze rasta. Iz kulture volumena 50 mL
se izuzimaju uzorci volumena 1 mL u razmaku od 90 min. Ukupni broj stanica u odredenoj
vremenskoj toc¢ci se odreduje brojanjem u Thomaovoj komorici, dok se broj zivih stanica
odreduje nacjepljivanjem na krutu hranjivu podlogu te brojanjem izraslih kolonija nakon
inkubacije duge 48 h, na 28 °C. U svakoj se vremenskoj toc¢ci odreduje opticka gustoca

suspenzije stanica spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 600 nm.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Osnovni cilj ovog rada bio je istraziti koja su ishodista replikacije iz drugih vrsta kvasaca
(2u ori, panARS, SsARS2, MgALS123 i BbCEN2) aktivna u cetiri vrste kvasca iz roda
Schwanniomyces (S. occidentalis var. occidentalis, S. occidentalis var. persoonii, S. capriottii
te S. yarrowii var. vanrijiae). U tu svrhu, navedeni su kvasci iz roda Schwanniomyces
transformirani odgovaraju¢im plazmidima (poglavlje 3.1.1.). U svrhu provedbe optimalnog
uzgoja kvasaca prije same transformacije, kvascima je odredeno generacijsko vrijeme (poglavlje
4.1.). Osim toga, kako bi se omogucila selekcija transformanata, bilo je potrebno odrediti
koncentraciju antibiotika higromicina B koja onemogucava rast netransformiranih stanica
kvasaca, a ne ometa rast transformiranih stanica kvasca (poglavlje 4.2.). Kvasci iz roda
Schwanniomyces transformirani su metodom elektroporacije (poglavlje 4.4.), ¢emu je prethodila
restrikcijska analiza plazmida, koja je provedena u svrhu potvrdivanja strukture plazmida
(poglavlje 4.3.). Analiza hibridizacije DNA po Southernu je provedena s ciljem potvrdivanja

uspjesnosti transformacije (poglavlje 4.5.).
4.1. ODREDIVANJE GENERACIJSKOG VREMENA

Eksperiment odredivanja generacijskog vremena proveden je po postupku opisanom u
poglavlju 3.2.11. Brojanje svih stanica u Thomaovoj komorici te brojanje Zzivih stanica
nacjepljivanjem na krutu podlogu dalo je varijabilne podatke o generacijskom vremenu. Na
osnovu tih podataka, kao i podataka dobivenih mjerenjem opti¢ke gusto¢e moguce je donijeti
okvirne zakljucke vezane za rast svake pojedine vrste kvasca. Kvasac S. vanrijiae var. yarrowii
ima generacijsko vrijeme od otprilike 70 min te fazu prilagodbe od otprilike 120 do 150 min, Sto
je primjetno krace od drugih vrsta. Osim Sto ova vrsta raste brze od ostale tri vrste, stanice su 2
do 3 puta vece zbog Cega je opticka gustoca suspenzije veca u usporedbi s drugim vrstama. Osim
toga, pri koncentracijama veéim od otprilike 5x107 stanica mL™* primjecuje se izrazito mali broj
stanica s pupovima iz ¢ega je moguce zakljuciti da ovaj kvasac u stacionarnu fazu rasta ulazi pri
nizim koncentracijama stanica u odnosu na druge vrste. Na slici 4 je prikazana mikroskopska
slika stanica kvasca S. vanrijiae var. yarrowii u eksponencijalnoj te stacionarnoj fazi rasta.
Usporedbom stanica iz dvije razli¢ite faze rasta moguce je primijetiti razliku u veli¢ini stanica
te veli¢ini vakuola kao i razliku u broju pupova. Prilikom uzgoja kvasca S. vanrijiae var.
yarrowii u tekuc¢oj hranjivoj kulturi takoder je primijeceno da stanice izrazito flokuliraju. Kvasac

S. occidentalis var. persoonii ima fazu prilagodbe u trajanju od otprilike 150 min te generacijsko
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vrijeme izmedu 70 i 80 min. U stacionarnu fazu ulazi pri koncentracijama ve¢im od 3x108 stanica
mLt. Prilikom uzgoja u tekuéoj hranjivoj podlozi, stanice flokuliraju ali manje u odnosu na
kvasac S. vanrijiae var. yarrowii. Kvasci S. occidentalis var. occidentalis i S. itii imaju fazu
prilagodbe dugu otprilike 180 do 200 min te generacijska vremena od otprilike 80 do 90 min. U
stacionarnu fazu rasta ulaze pri koncentracijama visim od 1x108 stanica mL™* te pri uzgoju u
teku¢im hranjivim podlogama stanice flokuliraju. Na slici 4 je takoder vidljiva razlika u veli¢ini

stanica izmedu odabranih vrsta kvasaca.
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Slika 4. Mikroskopska slika stanica kvasca u razli¢itim fazama rasta. A — stanice S. capriottii u
eksponencijalnoj fazi rasta, B — stanice S. occidentalis var. occidentalis u eksponencijalnoj fazi
rasta, C — stanice S. occidentalis var. persoonii u eksponencijalnoj fazi rasta D — stanice S.
vanrijiae var. yarrowii u eksponencijalnoj fazi rasta, E — stanice S. vanrijiae var. yarrowii u

stacionarnoj fazi rasta, F — stanice S. vanrijiae var. yarrowii nakon 72 h uzgoja

4.2. ODREDIVANJE OSJETLJIVOSTI ODABRANIH VRSTA KVASACA NA
ANTIBIOTIK HIGROMICIN B

Obzirom da svi koristeni plazmidi sadrze gen za rezistenciju na navedeni antibiotik, za

selekciju stanica kvasca koje su primile transformiraju¢u DNA koriStene su hranjive podloge s
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antibiotikom higromicinom B. Prije same transformacije, bilo je potrebno odrediti tocnu
koncentraciju antibiotika koja onemogucava rast stanica svake pojedine vrste kvasca. Za
odredivanje potrebne koncentracije antibiotika u teku¢im podlogama, za svaki kvasac su
koristene 3 razliite koncentracije. Za vrste Schwanniomyces occidentalis var, occidentalis,
Schwanniomyces occidentalis var. persoonii i Schwanniomyces capriottii koriStene su
koncentracije od 300, 400 i 500 pg mL?, dok su za kvasac Schwanniomyces vanrijiae var.
yarrowii koristene koncentracije antibiotika od 400, 500 i 600 ug mL™'. Za odredivanje
koncentracije antibiotika koja u krutoj podlozi onemogucava rast kvasca, za vrste
Schwanniomyces occidentalis var, occidentalis i Schwanniomyces capriottii koriStene su
koncentracije od 200, 300 i 400 pg mL?, dok su za vrste Schwanniomyces occidentalis var.
persoonii i Schwanniomyces vanrijiae var. yarrowii koriStene koncentracije od 300, 400 i 600
ug mL?. Koncentracije antibiotika pri kojima nije bilo rasta stanica prikazane su u tablici 1.

Navedene su koncentracije koristene za selekciju transformanata.

Tablica 1. Rezultati odredivanja osjetljivosti kvasca na antibiotik higromicin B u tekucoj i krutoj

podlozi

KONCENTRACIJA ANTIBIOTIKA KOJA
ONEMOGUCAVA RAST KVASCA (pg ml?)

ANTIBIOTIK PODLOGA S identali
- OCCICeNIANS o 4 ccidentalis S. vanrijiae

var. var. persoonii  var. yarrowii <, GG
occidentalis P Y
Higromicin Tekuca 300 300 400 300
B Kruta 300 400 500 300

4.3. IZOLACIJA PLAZMIDA ZA TRANSFORMACIJU KVASACA

Za transformaciju kvasaca roda Schwanniomyces koriSteni su plazmidi pRS40cH,
pRS52cH, pRS53cH, pRS54cH, pRS55¢H i1 pRS56¢H koji su detaljno opisani u poglavlju 3.1.1.
Plazmidi su iz velikog volumena kultura bakterije E. coli izolirani prema postupku opisanom u
poglavlju 3.2.3. Restrikcijska analiza plazmida provedena je kako bi se potvrdila njihova
struktura i odredila masa izolirane DNA. Restrikcijske mape navedenih plazmida na kojima su
oznacena restrikcijska mjesta koristenih enzima prikazane su na slici 3. Endonukleaza HindllI

sve plazmide cijepa u samo jednom mjestu te je koriStena za dobivanje linearnih oblika
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plazmida, ¢ime je omoguceno potvrdivanje njihove veli¢ine kao i procjena mase izolirane DNA.
Restrikcijska endonukleaza EcoRI plazmide cijepa u dva mjesta osim plazmida pRS54cH i
pRS56¢H koje cijepa u 3 i 4 mjesta. Osim navedenih, koristene su jo§ Cetiri endonukleaze koje
plazmide cijepaju u 2 mjesta: Scal koja cijepa plazmide pRS40CH, pRS54cH i pRS55cH, Xbal
koja cijepa plazmid pRS52cH, EcoRV koja cijepa plazmid pRS53cH te Eco53kl koja cijepa
plazmid pRS56¢H. Veli¢ine ocekivanih fragmenata DNA nakon cijepanja plazmida
odgovarajuc¢im restrikcijskim endonukleazama prikazane su u tablici 2. Na slici 5 vidljiv je
prikaz gela nakon elektroforeze nepocijepane plazmidne DNA kao i plazmida pocijepanih
odabranim restrikcijskim endonukleazama. Iz navedenog prikaza gela vidljivo je da veli¢ine svih
vrpei odgovaraju ocekivanim veli¢inama fragmenata DNA nakon restrikcije plazmida. Prilikom
cijepanja plazmida pRS54cH endonukleazom EcoRI ocekivana su tri fragmenta razli¢itih
veli¢ina no na gelu su vidljiva samo 2. Obzirom da se fragment iz standarda za elektroforezu
veli¢ine 500 pb nalazi na samome dnu gela, moguce je zakljuciti da se najmanji o¢ekivani
fragment plazmida pRS54cH, veli¢ine 348 pb, nalazi van gela. Iz prikazanih se rezultata moze
zakljuciti da stvarne strukture analiziranih plazmida odgovaraju strukturama opisanim u
poglavlju 3.1.1.

Tablica 2. Ocekivane veli¢ine fragmenata DNA dobivenih cijepanjem plazmida restrikcijskim

enzimima
OCEKIVANA VELICINA FRAGMENATA DNA (pb)
PLAZMIDI
HindllI EcoRlI Scal Xbal EcoRV Eco53kl
pRS40cH 4999 2471, 2528 | 953, 4046
2653,
pRS52cH 6465 2471, 3994 3812
pRS53cH 5666 2471, 3195 2559, 3107
348 2471, 4046,
PRS54cH 6273 e 2907
1392,
pRS55cH 5443 2471, 2972 4046
583, 1549, 2519,
PRS56cH 7184 5471 2581 4665
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Slika 5. Restrikcijska analiza plazmidne DNA. M — 0,5 uL standarda za elektroforezu; NP —
nepocijepana plazmidna DNA; Hindlll — plazmidna DNA pocijepana enzimom HindlIll; Scal —

plazmidna DNA pocijepana enzimom Scal; EcoRI — plazmidna DNA pocijepana enzimom

[

HindIII
EcoRl
HindIII
EcoRI
HindIII
EcoRV
EcoRI -
HindIII
EcoRI
HindIlI
Scal
EcoRI
HindIII
Eco53kl
EcoRI

EcoRI; Xbal — plazmidna DNA pocijepana enzimom Xbal; ECORV - plazmidna DNA
pocijepana enzimom EcoRV; Eco53kl — plazmidna DNA pocijepana enzimom Eco53KI.

4.4. TRANSFORMACIJA KVASACA RODA Schwanniomyces

Kvasci Schwanniomyces occidentalis var, occidentalis, Schwanniomyces occidentalis
var. persoonii, Schwanniomyces capriottii i Schwanniomyces vanrijiae var. yarrowii
transformirani su elektroporacijom prema protokolu za transformaciju kvasca Brettanomyces
bruxellensis (Mikleni¢ i sur., 2015). Za transformaciju je koristen nereplikativni plazmid
pRS40cH, lineariziran cijepanjem restrikcijskom endonukleazom Scall, te kruzni oblici
plazmida pRS52cH, pRS53cH, pRS54cH, pRS55cH i pRS56¢H. Uz to, prilikom svake
transformacije napravljen je i kontrolni uzorak s kojim je proveden cijelokupni postupak
transformacije, ali je umjesto otopine DNA dodan jednak volumen sterilne vode. U tablici 3. su
prikazani brojevi transformiranih stanica kao i vrijednosti efikasnosti transformacije za sve

koriStene vrste kvasaca i plazmida, a na slici 6 kao primjer prikazane su krute hranjive podloge
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na kojima su izrasli transformanti kvasaca S. occidentalis var. persoonii i S. vanrijiae var.

yarrowii..

Tablica 3. Rezultati transformacije kvasaca roda Schwanniomyces

PLAZMIDI

Kontrola
pRS40cH
pRS52cH
pRS53cH
pRS54cH
pRS55cH

pRS56¢cH

34

S. occidentalis var. occidentalis

S. occidentalis var. persoonii

S. vanrijiae var. yarrowii

S. capriottii

BROJ TRANSFORMANATA

81

24

53

12

18

63

12

14

~3x10°
~3x10°
~3x10°
~3x10°
~3x10°

~3x10°

148

88

VRSTA

S, occidentalis var. occidentalis

S. occidentalis var. persoonii

S. vanrijiae var. yarrowii

S. capriottii

EFIKASNOST TRANSFORMACIJE

(broj transformanata pg* DNA)

34,95
0,314
19,94
30,48

9,51

2,19

11,65
29,72
14,96
12,08
5,95

2,19

0
1,94x10°
1,42x103
3,74x10°
2,59x10°
3,57x10°

1,10x10°

9,97
127,66

104,64



8. occidentalis var. persoonii

kontrola

kontrola

Slika 6. Krute selektivne podloge s antibiotikom higromicinom B s poraslim transformantima
kvasaca S. occidentalis var. persoonii i S. vanrijiae var. yarrowii. Kontrola — negativna kontrola
bez dodane DNA; 1 - stanice kvasca transformirane plazmidom pRS40cH pocijepanim
enzimom Scall; 2 — stanice kvasca transformirane plazmidom pRS52cH; 3 — stanice kvasca
transformirane plazmidom pRS53cH; 4 — stanice kvasca transformirane plazmidom pRS54cH;
5 — stanice kvasca transformirane plazmidom pRS55cH; 6 — stanice kvasca transformirane
plazmidom pRS56¢H

Iz priloZenih rezultata je vidljivo da su kvasci S. occidentalis var. occidentalis, S.
occidentalis var. persoonii, i S. vanrijiae var. yarrowii uspjeSno transformirani sa svim
koriStenim plazmidima dok je kvasac S. capriottii uspjeSno transformiran plazmidima pRS53cH,
pRS54cH, pRS55cH.
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4.5. MOLEKULARNA ANALIZA HIBRIDIZACIJOM DNA PO SOUTHERNU

Molekularna analiza odabranih transformanata metodom hibridizacije DNA po
Southernu provedena je kako bi se potvrdio uspjesan unos transformiraju¢e DNA u stanice
odabranih vrsta kvasaca, te ujedno utvrdilo odrzavaju li se uneseni plazmidi u kruznom obliku
unutar transformiranih stanica ili su se integrirali u genom kvasca. Za hibridizaciju je koriStena
DNA proba obiljeZena digoksigenin-deoksiuridin trifosfatom koja sadrZi regiju coHygR, uz TEF
promotor i terminator iz kvasca Eremothecium gossypii. DNA proba se komplementarno sparuje
sa svim plazmidima koriStenim za transformaciju obzirom da svih Sest plazmida u svojoj

strukturi sadrZe navedene regije DNA.

Na slici 7 prikazani su rezultati molekularno geneticke analize 11 nasumi¢no odabranih
transformanata kvasca S. occidentalis var. persoonii te 5 transformanata kvasca S. capriottii, a
na slici 8 su prikazani rezultati molekularrno geneticke analize 10 odabranih transformanata

kvasca S. vanrijiae var. yarrowii te 11 transformanata kvasca S. occidentalis var. occidentalis.

S. oecidentalis var.persoonii S. capriottii
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Slika 7. Rezultati hibridizacije DNA izolirane iz transformanata S. occidentalis var. persoonii i
S. capriottii. M — 1kb DNA Ladder, NEB; A — DNA bakteriofaga A pocijepana endonukleazom
HindlIll; jazice 3.-7. — plazmidna DNA koriStena za transformaciju; K — negativna kontrola; 40
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— DNA transformanata koji sadrze plazmid pRS40cH; 52 — DNA transformanata koji sadrze
plazmid pRS52cH; 53 — DNA transformanata koji sadrze plazmid pRS53cH; 54 — DNA
transformanata koji sadrze plazmid pRS54cH; 55 — DNA transformanata koji sadrze plazmid
pRS55cH; 56 — DNA transformanata koji sadrze plazmid pRS56¢H.
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Slika 8. Rezultati hibridizacije DNA izolirane iz transformanata S. vanrijiae var. yarrowii i S.
occidentalis var. occidentalis. M — 1kb DNA Ladder, NEB; A — DNA bakteriofaga A pocijepana
endonukleazom HindlIll; jaZice 3.-6. — plazmidna DNA koriStena za transformaciju; K —
negativna kontrola; 40 — DNA transformanata koji sadrze plazmid pRS40cH; 53 — DNA
transformanata koji sadrze plazmid pRS53cH; 54 — DNA transformanata koji sadrze plazmid
pRS54cH; 55 — DNA transformanata koji sadrze plazmid pRS55cH; 56 — DNA transformanata
koji sadrze plazmid pRS56¢H.

Iz rezultata prikazanih na slikama 7 i 8 vidljivo je da su transformacije uspjeSno
provedene za vrste S. occidentalis var. persoonii, S. vanrijiae var. yarrowii i S. occidentalis var.
occidentalis, dok za kvasac S. capriottii na membrani nije vidljiv signal. Obzirom da prilikom
transformacije S. capriottii u kontrolnom uzorku koji je podvrgnut postupku elektroporacije bez
dodatka DNA i zatim nacijepljen na selektivnu podlogu s antibiotikom uopée nije primijecen

porast kolonija, ve¢ samo u pojedinim uzorcima u koje je dodana plazmidna DNA (tablica 3),
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vjerojatno je sam postupak unosa DNA u stanice bio uspjeSan, ali se radilo o vrlo nestabilnim
transformantima. Nadalje, na temelju rezultata molekularne analize moze se zakljuciti da je
prilikom transformacije kvasca S. occidentalis var. persoonii lineariziranim plazmidom
pRS40cH, koji ne sadrzi ishodiSte replikacije, doslo do integracije u genom, kao Sto je bilo
oc¢ekivano. Osim toga, kod transformanata koji sadrze plazmide pRS52cH, pRS53cH, pRS54cH,
pRS55¢cH 1 pRS56cH vidljive su vrpce koje odgovaraju oCekivanim vrpcama za navedene
plazmide. Iz toga je moguce zakljuciti da se navedeni plazmidi u transformantima ove vrste
kvasca odrzavaju u kruznom obliku. Osim toga, vidljivo je da su neki signali znatno slabijeg
intenziteta Sto moZe biti indikacija da su plazmidi pRS52cH, pRS53cH i pRS54cH nestabilni u
stanicama S. occidentalis var. persoonii, te da se izgube tijekom diobe stanica. Obzirom da se
radi o razli¢itim ishodiStima replikacije, malo je vjerojatno da su sva ona aktivna u S.
occidentalis var. persoonii. Ovakav rezultat mogao bi se objasniti time da neka od sekvenca koja
se nalazi na zajednickoj okosnici plazmida iz serije pRS poprima svojstva nestabilnog ishodista
replikacije u ovome kvascu. Naime, koriste¢i istu seriju plazmida za transformaciju
nekonvencionalnog kvasca Spathapsora passalidarum u ranijim istrazivanjima u Laboratoriju
za biologiju i genetiku mikroorganizama primijeceno je da regija f1-ori (ishodiSte replikacije
filamentoznih bakteriofaga koje omogucuje izolaciju plazmida iz E. coli u jednolanéanom
obliku) u tome kvascu djeluje kao relativno slabo ishodiste replikacije. U prethodnim
neobjavljenim istrazivanjima u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama pokazano
je da niti jedan od plazmida ove serije viSe nije bio replikativan u S. passalidarum kada je iz njih
uklonjeno ishodiste f1-ori. Stoga je moguce da ista sekvenca omogucava replikaciju plazmida i
u S. occidentalis var. persoonii. Nadalje, rezultati transformacije kvasca S. vanrijiae var.
yarrowii ukazuju na to da bi i u ovom kvascu neka zajednicka sekvenca prisutna na svim
plazmidma mogla djelovati kao nestabilno ishodiSte replikacije. Naime, kao Sto je vidljivo sa
slike 6 i iz tablice 3, transformacija sa svim plazmidima iz serije pRS rezulturala je pojavom
velikom broja kolonija, dok na kontrolnom uzorku u kojem nije dodana DNA nije bilo porasta
kolonija. Dobivene kolonije su bile vrlo male, §to ve¢ samo po sebi ukazuje na nestabilnost
transformiraju¢e DNA u kolonijama tijekom rasta, izuzev nesto boljeg rasta kod transformanata
dobivenih sa plazmidom pRS54cH koji nosi ishodiste replikacije SSARS2 iz Scheffersomyces
stipitis. Medutim, molekularnom analizom DNA ovih transformanata po Southernu nije
detektiran signal, dok je u pojedinim transformantima ove vrste dobivenim s razliitim
plazmidima detektiran identi¢an raspored vrpci koji ne odgovara niti jednom od koriStenih

plazmida, §to ukazuje i na mogucu prisutnost kontaminacije nekim drugim plazmidom koji se
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koristi u laboratoriju. Nadalje, kod kvasca S. occidentalis var. occidentalis vidljivi su signali kod
4 transformanta koji odgovaraju o¢ekivanim vrpcama za plazmid pRS54cH. Dobiveni signali
ukazuju na to da je ishodiste replikacije SSARS?2 iz Scheffersomyces stipitis aktivno u kvascu S.
occidentalis var. occidentalis, te da se plazmid pRS54cH u transformiranim stanicama odrzava
u kruznom obliku. To je u skladu s rezultatima Matanovic¢ i sur. (2022), gdje je pokazano da je
ovo ishodiste aktivno u nekim vrstama iz roda Schwanniomyces. Slabiji intenzitet signala
ukazuje na potencijalnu nestabilnost plazmida pRS54cH u stanicama ove vrste. Obzirom da
odredeni broj transformanata nije dao signal na membrani, a na kontrolnim plo¢ama nije bilo
izraslih kolonija, moguce je zakljuciti da se ovdje takoder radi o ,,abortivnim* transformantima.
Takvi transformanti prime transformiraju¢u DNA, ali se ona ne uspijeva stabilno replicirati u
stanicama (Paques i Haber, 1999). Ova je vrsta prethodno uspjesno transformirana
elektroporacijom, uz efikasnost od 10° transformanata po pug DNA, koristenjem ade2
auksotrofnih mutanata te plazmidnog vektora koji uz ishodiste replikacije 2u izolirano iz kvasca
S. cerevisiae sadrzi sekvencu genomske DNA iz S. occidentalis var. occidentalis dugu 4,5 kb
koja ukljucuje gen ADE2 te autonomnu replicirajucu sekvencu (Costaglioli i sur., 1994). Wang
I Lee (1997) su razvili sustav za transformaciju ove vrste koriste¢i Leu™ auksotrofne mutante,
replikativni plazmid koji sadrzi gen LEU2 te ishodiSte replikacije 2u izolirano iz kvasca S.
cerevisiae kao i integrativni plazmid koji sadrzi gen LEUZ2 iz kvasca S. cerevisiae. Uspjesnost
transformacije bila je 10® transformanata po ug DNA, te je pokazano kako je ishodiste replikacije
2u aktivno ovoj vrsti no navedeni je replikativni plazmid pokazao izrazito nisku stabilnost. Medu
pojedinim drugim vrstama nekonvencionalnih kvasaca velike su razlike u optimalnoj metodi za
transformaciju, efikasnosti transformacije koju je moguce postici, te vrstt DNA koju je potrebno
koristiti za transformaciju, te je za svaku pojedinu vrstu kvasca odgovarajuce sekvence DNA i
postupke transformacije potrebno nanovo optimizirati (Wang i sur., 2001). Prva uspjesno
provedena transformacija Schwanniomyces vanrijiae var. yarrowii i Schwanniomyces
occidentalis var. persoonii omogucéit ¢e daljnji razvoj metoda za geneticku transformaciju i
modifikaciju genoma. Nadalje, ishodiSte replikacije iz S. stipitis koje je aktivno i u S.
occidentalis var. occidentalis olaksat ¢e razvoj replikativnih ekspresijskih vektora za ovaj

biotehnoloski vrlo zanimljiv kvasac.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu prethodno opisanih rezultata i rasprave moguce je donijeti sljedece zakljucke:

1. Uspjesno je provedena prva poznata transformacija kvasaca Schwanniomyces vanrijiae
var. yarrowii i Schwanniomyces occidentalis var. persoonii, §to je potvrdeno i

molekularnom analizom metodom hibridizacije DNA po Southernu.

2. U kvascu S. occidentalis var. occidentalis aktivno je ishodiSte replikacije iz

Scheffersomyces stipitis.

3. Protokol za transformaciju kvasca Brettanomyces bruxellensis elektroporacijom
primjenjiv je za transformaciju kvasca Schwanniomyces occidentalis var. occidentalis,
Schwanniomyces occidentalis var. persoonii, Schwanniomyces capriottii i

Schwanniomyces vanrijiae var. yarrowii.
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