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Pracovni hypotézou déle uvedenjch experimenti je
predpoklad, Ze nepfitomnost (sniZend koncentrace) ve
vodé rozpustnych vitaminQ s funkci ristovych faktori,
ktera v kultivaénim prostfedi jest® nevyvolavd zménu
rlistové charakteristiky kvasinkové populace, miZe indu-
kovat zmény v biologické aktivité i funkci zdkladnich
bun&énych struktur. Tato prdace zéaroveil vychdzi z obec-
né predstavy o mechanismu G¢inku deficience riistového
faktoru, kterd predpoklddd, Ze zmé&ny v zdkladnich bu-
néénych procesech a funkcich mohou byt indukoviny
pfimo nebo nepifimo [1]. Pfedpoklad, Ze vynechani nebo
sniZzen{ koncentrace biotinu, thiaminu, inositolu, Ca-pan-
tothendtu a pyridoxinu vyvolavd pfi nezmé&n&ném ristu
a mnoZeni deficientni populace vyrazné zmé&ny v bioche-
mické aktivit®, byl potvrzen studiem zmén hladiny jed-
notlivych skupin lipidd [2], zménou citlivosti afinku
polyenovych antibiotik [3] a ,killer toxinu [4] i cito-
logickymi zmé&nami deficientnich bunék [5].

Vzhledem k stdle oteviené otdzce vlivu deficience
riistovfch faktord v primyslovych kultivacich kvasinko-
vych kmenil, sleduje tato prace zménu citlivosti defi-
cientni buiiky k d&inku pH, teploty a UV zafeni. Jinymi
slovy, jde o ovéfeni pfedpokladu, Ze suboptimélni kon-
centrace riistovych faktorii mohou byt pfi¢inou zv§sené
citlivosti kvasinkové populace droZdafského kmene
k nahlym zmé&nam pH a teploty i zvySené citlivosti k UV
zateni.

MATERIAL A METODY

Kmen. Saccharomyces cerevisiae 92 — droZdafskd ra-
sa Union (sbirka pracovistd) byl uchovavan pf¥i teplotd
4°C na 3ikmém agaru (Malt Extract Agar, Oxoid), pFi
pravidelném paséd¥ovani v intervalu 21 dnf.

Médium. Kultivace a pFiprava deficientnich populaci
byly provedeny v syntetickém meédiu [6] modifikovaném
uplnym vynechanim biotinu nebo thiaminu, nebo jednot-

livim sniZenim koncentrace pyridoxinu, pantothenitu a
inositolu na 80 % optimalni koncentrace (v textu dale
oznatovano jako 40 % deficience). Sledované zdroje C
byly pFitomny v 1% vychozi koncentraci. V§chozi hod-
noty pH média byly v rozmezi 3,8—4.

Pufry. PouZité varianty pufru Mcllvaina a boratového
pulru byly pPipraveny podle Keila a Sormovs [7].

Priprava inoknla. V experimsantech sledujicich dfsled-
ky deficience riistovych faktort byla jako inokulum po-
uZita vyhradné bunétn& populace pozdni exponencidlni
faze ziskand kultivaci v nepfitomnosti biotinu nebo thia-
minu nebo v pfitomnosti sniZenych koncentraci inositolu,
pantothendtu nebo pyridoxinu. Zplisob kultivace téchto
kultur se nelisil od kultivaci pouZitych ve vlastnich ex-
perimentech.

Kultivace. Objemy 100 ml média byly inokulovany pii
dodrZeni standardni optické density (0D 0,08) a kulti-
vovany za aktivni aerace pfi 30°C na tfepacim stroji
[88 kyvii.min—') kombinovaném s vodni lazni.

Stanoveni celkového poétn bungk. Vzorky pro toto sta-
noveni byly odebirany do fyziologického roztoku obsahu-
jlctho 0,5 % obj. formaldehydu jako fixativa. Stanoveni
bylo provedeno v Biirgerové poéitaci komfirce.

Stanoveni po&tu bunék schopnfch tvorit kolonie. Vzor-
ky byly Fedény fyziologickym roztokem a inokulace aga-
rovych ploten byla provedena 0,2 ml Fed&né suspense
ve dvou Fddové se liSicich paraleldch. Poget vzniklych
kolonii byl odec¢itdn po 48 h.

Inaktivatni ki¥ivka. Zména citlivosti ke sledovanym
faktorim byla charakterizovdna inaktivacni kfivkou jako
zdvislost hodnoty Ng/Ng na davee d [Ny — piivodni pofet
aktivnich jedincti; Ng — pocet aktivnich jedinch v po-
pulaci vystavené acinku sledovaného inaktivatniho fak-
toru — pH, teploty, UV). Sledovanou aktivitou je schop-
nost tvofit kolonie. Jednotlivé vzorky pro toto stanoveni
byly Fedény fyziologickym roztokem. Red&n& Kkultura
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byla vyseta na agarové plotny, obsahujici krom& sloZek
pouZitého média i rdstové faktory ve sledovan§ch kon-
centracich.

Ozdareni UV svétlem. Bylo provedeno ze vzdalenosti
32 cm od stfedu pouZitého UV zdroje [Philips TUV, 15 W)
pfi intenzité 5.10~7 | . mm~2.s~1

VYSLEDKY A DISKUSE

Inaktivace deficientnich populaci byla sledovana
vzhledem k délce intervalu inkubace pfi 50°C, nebo
v prostiedi pH9 a k velikosti ddavky UV zaFenf. Teplota,
PH i rozsah davek UV zafeni byly zvoleny na zdklade
pfedbéZnych experimentdl, které ve stejném uspofadént
sledovaly vliv teploty, pH a UV zafeni na buné¢nou po-
pulaci, rostouci v pFitomnosti viech sledovanych riisto-
vych faktorti. Kritériem wvolby pouZitého inaktiva&niho
faktoru byl poZadavek pfiblifng 50% inaktivace v popu-
laci, kterd byla vlivu teploty, pH a UV vystavena v &ase
(dédvce), kter§ je polovinou celkového intervalu inkubace

Obr. 1. Inaktivace exponencidlni [A] a staciondrni ([B)
populace Saccharomyces cerevisiae teplotou 50°C. Bu-
nééné populace byly ziskdny kultivaei v pFitomnosti glu-
kosy a nepfFitomnosti biotinu (1} nebo thiaminu [2),
nebo pri 40% deficienci inositolu (3), Ca-pantothendtu
{4) nebo pyridoxinu {5}

E — kontrola, [min) — ¢&as inkubace v 50°C

8|

Obr. 2. Inaktivace exponencidlni (A) a staciondrni (B)
populace Saccharomyces cerevisiae teplotou 50°C. Bu-
nééné populace byly ziskdny kultivaci v pritomnosti sa-
charosy. Dalsi podminky viz legenda obr. 1.

v dané teploté a pH nebo polovinou sledovaného rozsahu
déavek UV zéteni.

Inaktivace vlivem teploty. Exponencialni a stacion&rni
populace deficientnich bundk ziskanych v prostiedi glu-
kosy, sacharosy a maltosy byly po promyti v 0,03 M
citran-fosfatovém pufru (pH 4,5) vystaveny teplots 50 °C,
a to v intervalech 5 aZ 35 min. Pribgh inaktivace vyjad-
feny inaktivaénimi kfivkami shrnuji obr. 1—3.

Z grafického vyjadrent pribshu inaktivace deficientnich
populact ziskangch kultivaci v prostfedi glukosy (obr. 1)
je zfejmé, Ze exponencidlni buiiky deficientni na biotin
a pyridoxin jsou rezistentn#j§i k teplotnim Sokim 5 aZ
15 min, neZ bufiky kontrolni populace. Zaroveil je zfej-
mé, Ze pribgh inak ivaci delSimi teplotnimi 3oky v po-

25
——= [min]

Obr. 3. Inaktivace exponencidlni (A] a staciondrni (B}
populace Saccharomyces cerevisiae teplotou 50°C. Bu-
nééné populace byly ziskdny kultivaci v pFitomnosti mal-
tosy. Dalst podminky viz legenda obr. 1.
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Obr. 4. Inaktivace exponencidlni [A] a staciondrni (B}
populace Saccharomyces cerevisiae vlivem pH 9,0. Bu-
nééné populace byly ziskdny kultivaci v pritomnosti glu-
kosy. Dalsi podminky viz legenda obr. 1.
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pulacich deficientnich na thiamin, inositol a pantothenat
piibliZng odpovidd inaktivaci kontrolni bunééné populace.
7 hlediska vlivu teplotnich Sok@ 20—30 min je zfejme,
7e populace deficientni na biotin, thiamin a populace
kontrolni obsahuji pfiblizné stejn& velkou frakci bunék,
které jsou k danym teplotnim Sokiim rezistentni.
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Obr. 5. Inaktivace exponencidini [A) a staciondrni (B)
populace Saccharomyces cerevisiae vlivem pH 8,0. Bu-
nééné populace byly ziskdny kultivact v pritomnosti sa-
charosy. Dalsi podminky viz legenda obr. 1.
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Obr. 6. Inaktivace exponencidlni (A) a staciondrni (B)
populace Saccharomyces cerevisiae vlivem pH 9,0. Bu-
nééné populace byly ziskdny kultivacl v pFitomnosti mal-
tosy. Dalsi podminky viz legenda obr. 1.

Priibéh inaktivace v populacich deficientnich stacionér-
nich bun&k ukazuje, ¥e vdechny deficience podmifiuji vy-
razndjsi rezistenci k teplotnim Sokfim 5—15 min. Sta-
ciondrni populace deficientni na biotin je vyrazngé
rezistentn&jsi i k Sokim 15—30 min.

Celkem opaéna situace byla zaznamendna v prabéhu
inaktivaci u deficientnich exponencialnich a stacionar-
nich populaci, které byly ziskdny kultivaci v prostiedi
sacharosy [obr. 2). V obou pfipadech viechny sledovaneé
deficience podmifiuji zvySeni citlivosti bunék k teploté
50 °C.

Stejny zdver lze ucinit i v pripadé jednotlivych expo-
nencialnich a stacionarnich populaci, ziskanych kulfivaci
v prostfedi maltosy (obr. 3] a deficientnich na inositol,
pantothendt a pyridoxin.

Inaktivace v prostiedi alkalického pH. Exponencidlni
a stacionarni buiiky byly promyty a resuspendovany
v 0,05 M boratovém pufru pH 9. Zména schopnosti tvofit
kolonie byla sledovdna po 30, 60, 120 a 180 min interva-
lu statické inkubace v uvedeném pH a teplote 30°C.
Obrdzek 4 shrnuje priib8h inaktivace v deficientnich ex-
ponencidlnich a stacionarnich populacich ziskanych kul-
tivaci v prostfedi s glukosou. Je zfejmé, Ze v buné&cnych
populacich obou ristovgch fdzi stimuluje deficience bio-
tinu vyrazné sniZenf citlivosti k alkalickému pH. Zménu
citlivosti opa&ného charakteru podmifiujl deficience thia-
minu a inositolu u exponencidlnich bun&k a deficience
thiaminu a pyridoxinu u stacionérnich bunék. V této bu-
naéné populaci deficience inositolu a pantothenatu pod-
miiiuji ve srovnani s kontrolni populaci rezistenci k caso-
vé kratdim vlivim alkalického pH a naopak zvyseni
citlivosti k vlivu deldfch inkubaci v prostFedi tohoto pH.

V této souvislosti je pak zcela uniformni vliv deficienci
v exponencidlnich a stacionarnich populacich, které byly
ziskdny kultivact v prostredi sacharosy [(obr. 5] a mal-
tosy (obr. 6). Vzhledem k citlivosti kontrolniho systému
viechny sledované kombinace vlivu deficience a zdroje
C podmifiuji rfizny stupei rezistence k vlivu alkalického
pH.

Inaktivace deficientnich bungk vlivem UV zéfeni.
U standardné pfipravengch deficientnich bunéénych po-
pulaci byl vliv.UV zéfeni sledovdn v podminkach, které
vyluduji fotoreaktivaci a fotoprotekei. V experimentalnim
provedeni nebylo rovnéZ pouZito postupll, o kterych je
obecnd znamo, ¥e sniZuji letalni acinek UV zateni.
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Obr. 7. Inaktivace exponencidlni (A] a staciondrni (B]
populace Saccharomyces cerevisiae vlivem UV zdreni.
Bunééné populace byly ziskdny kultivaci v pritomnosti
glukosy. Dal§i podminky viz legenda obr. 1.
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Obrdzek 7 shrnuje inaktiva&ni kiivky, které charakteri-
zuji citlivost deficientnich populaci kultivovanych na glu-
kose ke zvySujici se davce UV zafeni. Je zfejmé, Ze z hle-
diska charakteru inaktivace exponencidlnich populaci
lze rozligit dva typy inaktivanich kfivek. Linedrni pri-
b&h inaktivatnich kfivek byl zaznamenan u populaci
deficientnich na thiamin, inositol a panthothenét. Z hle-
d:ska zasahové teorie kFivky, které charakterizuji inak-
tivaci populace kontrolni a populaci deficientnich na
biotin a pyridoxin, odpovidaji viceteréovému modelu.

Inaktivace deficientnich stacionarnich populaci ma
jednotny charakter a odpovidéa inaktivaci jednotercového
modelu. Celkové je zfejmé, Ze kromé& deficience biotinu,
podminiuji sledované deficience urcitou rezistenci sta-
ciondrnich populaci k UV zafeni. V tomto sméru zhruba
opaéné reaguji populace exponencialni.

Obrdzek 8 ukazuje, Ze pribéh inaktivace v exponen-
cialnich a staciondrnich pepulacich, kultivovanych v pro-
stfedi se sacharosou, lze charakterizovat inaktiva€nimi
kiivkami, které odpovidaji jednoterfovému i viceterco-

L 4 B ] | 1 I_I

1
25 50 75 15 50 75
= divka (1077 S mm Y]

Obr. 8. Inaktivace exponencidlni (A| a staciondrni [B]
populace Saccharomyces cerevisiae vlivem UV zdfenl.
Bunééné populace byly ziskdny kultivaci v pritomnosti
sacharosy. Dalsi podminky viz legenda obr. 1.
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Obr. 9. Inaktivace exponencidlni (A] a stacionarni (B)
populace Saccharomyces cerevisiae vlivem UV zdFeni.
Bunéené populace byly ziskdny kultivaci v pFitomnosti
maltosy. Dalsi podminky viz legenda obr. 1.

vému modelu. Je ziejmé, Ze zejména deficience biotinu
a inositolu podminuji opaény charakter inaktivace v po-
pulaci exponencidlni a stacionarni.

Prostfedi s maltosou [obr. 9) podmifuje, Ze sledované
deficience stimulujf vyrazné zvjdeni rezistence k uv
v populacich exponencidlnich. Zarovei je ziejmé, Ze
v charak‘eru inaktivacnich kfivek pfevlada model vice-
tercovy.

7 uvedenych vysledkd lze shrnout, Ze predpokladany
vliv deficience na stav metabolismu a biochemické akti-
vity buiiky zFejm& podmifiuje i zjiSténe zmény v citli-
vosti deficientni populace k vlivu pH, teploty a uv za-
feni. Tyto vysledky odpovidaji obecnému predpokladu,
¥e citlivost jednobuné&ného organismu k zménam vneéj-
¥tho prostfedi je vizdy urfena celkovou biochemii buiiky,
jejim fyziologickym stavem a funkci obrannych a repa-
racnich mechanismf [8]. Tyto vysledky zarovefi ukazuji
vyznam deficience ristovgch faktorl jako klitovy faktor
primyslovych Kultivaci kvasinkovych kmenil.

Literatura

[1] JIRKO, V., CEJKOVA, A, BASAROVA, G.: Kvas. prim., 1984
(v tisku)

[2] JIRKD, V., CEJKOVA, A., PACA, [.: Shornik VSCHT [Praha)

ES5, 1983, 5. 143
[3] IRKO, V., CEJKOVA, A, PACA, ].: Experientia, 37, 1881 s. 39
[4] JIRKO, V., CEJKOVA, A: Z. Allg. Mikrobiol., 21, 1981, s, 423
[5] JIRKU, V., LUDVIK, ]., CEJKOVA, A, KRUMPHANZL, V.: Z. Allg.
Mikrobiol., 22, 1982, s. 389
[8] OLSON, B. H., JOHNSON, M. ].: ]. Bacteriol., 87, 1949, s. 235
[7] KEIL, B., S0ORMOVA, Z.: raboratorni technika biochemie, Nakl,
CSAV, 1859, s. 738
[8] HUGD, W. B.: Inhibition and Destruction of the Microbial Cell,
Academic Press, 1971

Jirkii, V. - Cejkovd, A.: Vliv deficience riistovych faktori
na citlivost bunék Saccharomyces cercvisiae k pH, tep-
loté a UV zafeni. Kvas. prim. 30, 1984, &. 12, s. 276—280

Provedend srovndvaci studie byla zaméfena na vliv
deficience rfistovych faktorti na citlivost kvasinkové buii-
ky Saccharomyces cerevisiae. Inaktivacni - kfivky expo-
nencialnich a stacionarnich deficientnich bunék proka-
zaly vyrazné zmény v citlivosti k pH, teploté a UV za-
veni. Tento u&inek deficience ristovych faktori se v§-
razné mén{ s vlivem zdroje uhliku a riistové faze.

Finpky, B, Yeiikosa, A.: Bausnue feduunrta takTopa poc-
TA Ha 4YYBCTBHTEJBHOCTb KJETOK Saccharomyces cerevi-
siae B orHowenwn k pH, Temnepatype u Y ® H3ayueHHIO.
Kpac. npym. 30, 1984, Ne 12, cTp. 276—280.

[IpopeeHHble CONOCABHTENBHEIE HCC/IEL0BANHA OBLIN Ha-
npas/ieHbl Ha H3ydeHHe BIHAHHA nedunuta GakTopos poc-
Ta Ha UYYBCTBTHTEIbHOCTH IpoKKeBOH KieTku Saccharo-
myces cerevisiae x pH, Temmepartype H V@ H3ayueHHIO.
Jro mefictBHe HeduumeHiny (akTOpoB poCTA 3HAHHTEALHO
H3MeHsieTcs B CBA3H ¢ BJAHAHHEM MCTOYHHKA Yyraepoia
u ¢haswl pocTa. B

Jirkd, V. - Cejkové, A.: Effect of growth factor deficiency
on pH, temperature and UV sensitivity of Saccharomyces
cerevisiae cells. Kvas. prim. 30, 1984, No. 12, pp. 276—
280.

A comparative study was made of sensitivity of Sac-
charomyces cerevisiae to growth factor deficiency. In-
activation curves of exponential and stationary cells re-
vealed significant changes in pH, temperature and UV
sensitivity of deficient cells. This effect of growth factor
deficiency can considerably vary with carbon source and
growth phase.

Jirkii, V. - Cejkovd, A.: EinfluR der Defizienz der Wach-
stums-Faktoren auf die Empfindlichkeit der Zellen Sac-
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charomyces cerevisae gegen pH, Temperatur und UV-
Strahlung. Kvas. priim. 30, 1984, Nr. 12, S. 276—280

Die durchgefiihrte Vergleichsstudie wurde auf den
Einfluf der Defizienz der Wachstumsfaktoren aui die
Empfindlichkeit der Hefezelle Saccharomyces cerevisiae

gerichtet. Die Inaktivationskurven der exponentialen und
stationdren defizienten Zellen zeigten markante Ande-
rungen in der Empfindlichkeit gegen pH, Temperatur
und UV-Strahlung. Diese Einwirkung der Defizienz der
Wachstumstaktoren &ndert sich wesentlich mit dem Ein-
flub der Kohlenstoffquelle und der Wachstumsphase.



