Osnova

24.9.2009 | 10-12hod | Dr. Palecek Uvod — houby, vyznam, historie, srovnani, S. cerevisiae a S. pombe, kultivace

1.10.2009 | 10-12hod | Dr. Palecek Genetika a molekularni biologie kvasinek

8.10.2009 | 10-12hod | Dr. Palecek Morfologie a bunécny cyklus, parovaci proces, HO endonukleasa, lokalizovana exprese
15.10.2009 | 10-12hod | Dr. Palecek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
22.10.2009 | 10-12hod | prof. Svoboda | Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
29.10.2009 | 10-12hod | prof. Svoboda | Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt

- Saccharomyces cerevisiae apod. ziji/fermentuji sladké Stavy ...

- Tana pestroocasa pije nektar z kvétu bertram palmy ... PNAS 105, (2008), p.10426




... trochu historie

- savci pili alkoholicky nektar miliony let

- lidé vyrabéli napoje podobné dnesnimu pivu a vinu jiz pred ~9000 roky
(chleba pfed ~4000 lety)

- poprvé kvasinky pozoroval A. van Leeuwenhoek v roce 1680

- nazev Zuckerpilz (,cukerna houba®) tj. Saccharomyces od roku 1837 (T. Schwann)
- L. Pasteur dokazal aktivni ucast pfi kvaseni (publikoval 1866, 1876)

- prvni Cisté kultury S. cerevisiae izolovany z piva (E.Ch.Hansen) a z vina (Muller-
Thorgau) v 80.letech 19. stoleti (cerevisiae = pivo v latiné, pombe = pivo ve swahili) ...
M. Rees popsal a pojmenoval S. ellipsoideus (fermentuje ovocné stavy)

- prvni system pro klasifikaci (patogennich) kvasinek, zalozeny na morfologii bunék a
nékolika fyziologickych testech (fermentace monosacharidu.. .) vytvoril A. Guﬂhermond
v roce 1912 & @

.. hejintenzivnéji studovana eukaryotni bunka ...

- prvni (S.c.) kompletné osekvenovany eukaryontni genom v

dubnu 1996 (S. pombe, 2002; v sou€asnosti osekvenovanych >25 druhd kvasinek, + S.c.
populacni genomika => SNP polymorfismus)

SGD databaze: http://www.yeastgenome.org/
\

Nobelova cena za vyzkum bunécného cyklu (2001 — Nurse, E g Hartwell, Hunt)

Science 272 (1996), p.481 + Nature 458, (2009), p337


http://www.yeastgenome.org/
http://www.yeastgenome.org/
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/de/Ptilocercus_lowii.jpg

Zakladni charakteristika kvasinek

-Eukaryota — rostlinny system — vyssi houby (1500
druhu) — rozdéleni dle zpusobu pohlavniho

rozmnozovani (asko-, basidio- a deuteromycetes + kvasinkové
mikroorganismy)

-Vetsinou jednobunecné organismy (+ hyfy, + kolonie)
-NejCastéji kulaté a ovalné (3-15 mikrometru)

-Mnozi se vetsinou pucenim (+ jediné rod
Schizosaccharomces: délenim - podlouhlé)

-Zpracovavaji zdroje uhliku kvasenim (vyjimky
Lipomyces ...)




Potrebuji vodnée prostredi, kyslik a ziviny

volna voda (nikoli chemicky vazanou) - Vodni aktivita = volné pristupna
voda/fyziologicky vyuzitelna voda = available water (a,)

= pomeér tlaku vodnich par nad substratem (potravinou) a tlaku par
" destilované vody

— 0,95: Pseudomonas, Escherichia,... vétSina bakterii
— 0,85: kvasinky (Candida, Torulopsis, Hansenula)

— 0,75: vétSina halofilnich mikroorganismu

— 0,65: xerofilni plisné (Aspergillus)

— 0,4: potlageni rastu veskeré mikroflory

Bakterie vyzaduji vyS$Si hodnoty a,, (vic dostupné vody) nez kvasinky a plisné (z
toho duvodu napf. chléb napadaji plisné, nikoliv bakterie)

Aktivitu vody Ize snizit proslazovanim nebo solenim (marmelady, nasolovani
masa ... lze takto potlaCovat i rust bakterii v kvasinkovych izolatech)

Xerotolerantni kvasinky rostou i za zvySeného osmotického tlaku — (a,=0.65),
rod Zygosaccharomyces (rouxii, bailii, bisporus) — rostou prednostne Y
potravinach s vysokym obsahem cukru &i soli: ostatni (S. pombe,
Debaryomyces hensenii, Hansenula anoma/a) vysSSi osmoticky tlak toleruiji,
ale lépe rostou za standardnich podminek (vice polyoll, ATPazové pumpy),

Lipomyces maiji pouzdro — pfi zvySené koncentraci soli upravuji jeho slozeni

TeSIEl: s(c):lhopnost rustu na 50-70% glukose (vétsina pouze do 40 %), na 10 %
a



Podminky rustu - kyslik

- Vétsina kvasinek je fakultativné anaerobni (vyzaduji aspon stopova mnozstvi
kysliku nezbytne pro syntézu nékterych esencialnich metabolitl — ergosterol,
nenasycené mastné kyseliny)

- fermentativni typy (S.c., S. p., rod Brettanomyces) - i v aerobnich podminkach
fermentu;ji (respirace i na glukoze predstavuje 10 % uhlikového metabolismu)

- respirativni typy (vétSina) — prevlada energeticky vyhodnéjsi respirace nad
fermentaci

- obligatorné aerobni — nefermentativni typy (nemaji alkoholdehydrogenasu -
neprodukuji ethanol) — rody Lipomyces, Cryptococcus, Saccharomycopsis

- teploty, pfi nichZ mohou kvasinky rust:
- mezofilni (0 —48 C) — vétSina druhu
- psychrofilni (-2 — 20 C) — voda, puda v Antarktidé (nékteré
Leucosporidium, Cryptococcus, Candida)

- termofilni (ne méné nez 20 C) — potencialni patogeny (Candida,
Cyniclomyces)

Maximalni teploty, které nékteré kvasinky prezivaji, se pohybuji kolem 57-59 C

Laboratorni podminky 25-30 C (S.c.i S.p. —rostou i pfi 15 C a prezivaji
kratkodobé 50 C),

teplotné senzitivni mutanty (ts, 37 C), chladové sensitivni mutanty (cs, 20 C),



* NejCastejSim zdrojem uhliku a energie jsou mono-, di- a oligosacharidy

(jsou schopny hydrolyzovat i polysacharidy jako Skrob, xylany ¢i celulozu ...
nebo methanol, alkany apod.)

« Zdrojem dusiku jsou amonné ionty a aminokyseliny

Laboratorni podminky:

YPD - bohaté médium = 109/l yeast extract, 20g/l pepton, 20g/l dextrose
(2%glukosa)

SD — minimalni (syntetické) médium = 6.7g/l yeast nitrogen base w/o amino
acids (aminokyseliny se pfidavaiji dle potfeby), 20g/I dextrose (2% glukosa)



Prirozeny vyskyt

- ve vode (dle Cistoty — mofe 10/1, jezera 100/, odpadni az 108/1; v

arktickych vodach Leucosporidium, v odpadnich vodach Candida parapsilosis, S.
exiguus, fekalni znecisténi indikuje Hansenula anomala, C. albicans, v olejem
znecisténych vodach Candida (Yarrowia) lipolytica, C. tropicalis, v planktonu v
zavislosti na fasach napfr. Rhodotorula)

- na listech rostlin, kvetech (ervens kvasinky rodu

Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces, Cerna Aureobasidium pullulans)

- na kazicich se plodech ... @annivajici kaktusy =>

pektolytické bakterie => kvasinky Pichia cactophila, P. opuntiae => prenos a vyziva
drosofila)

- p‘fenééeny hmyzem (izolovana Metschnikowia orientalis nalezena v

kvétech a pfenasena ¢melaky na Cookovych ostrovech, Int J Syst and Evol
Microbiology, 2006)

(o] \V4
-V pUde (mnohem méné nez bakterii, do 15cm hloubky — naproti tomu v

Antarktideé jsou dominantni; podobné kmeny jako na listech Ci ovoci —
Schwanniomyces, Lipomyces, Cryptococcus, schopny hydrolyticky Stépit cellobiosu,
lignin nebo produkty bakterialniho metabolismu)



Vyznam

-prakticky —
- vyroba piva, vina, etanolu a pekarského drozdi (S.c.), rizné kmeny pro spodni a
svrchni kvaseni, vinafske a lihovarské

- krmna biomasa (Candida utilis), pfiprava mlé&nych vyrobku (Candida kefyr,
Klyuveromyces lactis), ziskavani ergosterolu (prekurzor vitaminu D), zdroj komplexu
vitamina skupiny B ...

- Stépeni Skrobu amylolytickymi enzymy (Saccharmycopsis fibuligera,
Schwanniomyces occidentalis)

- Stépeni drevni hmoty (Aureobasidium, Candida ultilis)

-lékarsky — 15 druhl je potencialnimi lidskymi patogeny (vyvolavaji onemocnéni u
oslabeného organismu — imunosupresiva, cukrovka ...- antibiotika na
eukaryota nezabiraji) — vice prof. Svoboda

-Kandidézy (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.glabrata, C. krusei, C. lipolytica)
-Candida albicans — urogenitalni a krevni infekce (vyskytuje se u Clovéka pfirozené)
-Cryptococcus neoformans — 8% AIDS pacientl — plicni onemocnéni az do mozku -
(pfenasi Svabi a holubi — kreatinin z trusu pouzivaji jako zdroj dusiku)

-Malassezia — poruchy pigmentace klze tzv. pityriazy (lupy)

-3 druhy Trichosporon (kuze)

-vyzkumny — S. cerevisiae a S.pombe jsou modelovymi organismy
-Rychle rostouci eukaryontni burika ...
-Metody vyuzivajici kvasinek (2-H, FASAY)
-Exprese proteinu (posttranslacni modifikace, $tépeni ... hepatitis B core
antigen)



Morfologie kvasinek

rotaCni elipsoid, kulaté, protahlé — rod Dipodascus az 130 mikrometru
3-15 mikrometru (bakterie<kvasinky<savci buriky)
u jednoho druhu (haploidni<diploidni<polyploidni)
Tvar souvisi se zpusobem vegetativniho rozmmnoZovani:

- VétSinou puceni — monopolarni (rod Malassezia), bipolarni (strldave na
obou pélech= citronkovity tvar) nebo multipolarni (Saccharomyces,
kdekoli, ale nikdy ne na stejném misté), na sterigmeé (pupen spojen s
matefskou burkou Gzkou stopkou)

- jediné Schizosaccharomces prehradecné déleni
- Zvlastni tvar ma za nékterych kultivacnich podminek
rod Trigonopsis
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Morfologie kvasinek-hyfy

- Nedojde-li pfi puCeni k Uuplnému oddeleni dcefinné bunky, zustavaji
bunky spojeny a vytvari se tzv. pseudomycelium (na rozdil od mycelia
ma zaskrceni)

- Posledni bunka pseudomycelia je nejmensi = pupen (v myceliu je
nejvétSi= roste a déli se prehradecCné)

- vzdy se jedna pouze o jednu z moznosti vegetativhiho rozmnozovani (pfi

nedostatku Zivin) — za jinych kultivaénich podminek se mnozi puc¢enim
(jednobunécna forma)

- Na koncich (i mezi burikami) mohou vznikat spory (blastospory), které
se dale mnozi puCenim —

rozpad mycelia na valcovité peastllcs Balls o

buriky (arthrospory) rod | iy
Trichosporon — balistospory pseudohypha YA A
na stopkach u Sporidiobolus, \ bipgisbore Ulieiiet
Sporobolomyces / Bl Y
- Nevykazuji zvysenou odolnost Ch'amydc’“{:re |
jako u bakterii — tem se podobaji J 7 i
spiSe chlamydospory (nizsi gl i
odolnost) Jy Lo

Candida albicans |


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f5/C_albicans_en.jpg

Morfologie kvasinek-spory

- Haploidni spory askomycetovych kvasinek vzniklé pri sporulaci
diploidnich bunék (pohlavni rozmnozovani)

Saccharomyces KULATY @ @ RHOMBOEDRICKY
] S LINEARNIM : .
Schizosaccharomyces e A PYTLOVITY Lipomyces
SPOR
. KLOBOUKOVITY Hanensula
Metschnikowia PROTAHLY % A/~ '
S ROZPOLCENOU O  SATURNOVITY
SPOROU
Nematospora VRETENOVITY I / JEHLOVITY

- Teliospory vznikaji v zivotnim
cyklu basidiomycetes — pfi splynuti
jader v bunce dvoujaderného mycelia


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/bb/Gymnosporangium_globosum_3.jpg

Kolonie - na povrchu pevného média
- hladké kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.c.)
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
- obvykle krémova barva —
Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus) — Cerny
pigment (melanin — Aureobasidium)

Kvasinkové kolonie spolu ,komunikuji“ pomoci amoniaku — inhibuje rist sousedni

kolonie i '“*”*"ﬂlr

M

134 h

Aktivni inhibice rustu e
sousedni kolonie nikoli e e
(pasivni) dusledek
spotrebovani ziviny

kolonie pfesmérovava rust
sousedni kolonie —
nekompetuji o ziviny -

Palkova et al., Nature 390 (1997) R e




|dentifikace kvasinek

-Eukaryota — rostlinny systém — vysSi houby (Eumycota)

100

- rozdéleni dle zpusobu pohlavniho rozmnozovani (asko-viecko, basidio-
stopkovytruse a deuteromycetes; basidiosporogenni produkuji ureasu — na mocoviné
s fenolCerveni se barvi Cervené ...)

- dale dle morfologie, fermentace atd. (viz predchozi kriteria)
- konvencéni taxonomie je ovSem problematicka :

- morfologie kvasinek neni stabilni— rizné varianty kvasinek nalezi do jednoho
rodu

- VétSinu fyziologickych charakteristik |ze zvratit mutaci v jediném genu

- molekularni taxonomie (navic pro komercni ucely je tfeba odliSit kmeny
druhu S.c.)

- karyotyp pomoci pulsni gelové elektroforézy, restrikCni polymorfismus
chromosomalni nebo mitochondrialni DNA, PCR analyza (nejCastéji PCR-
RFLP = restriction fragment length polymorfism — 26S rDNA)
- nejnovéji MALDI-TOF
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Pres znacnou morfologickou podobnost vykazuji kvasinky velké rozdily v genomu
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Studie populaci S. cerevisiae a S. paradoxus

« Sekvenace (hybridizace na €ipech) > 100 kmenu z rznych koutu
sveta

 S. paradoxus — linie izolované podle lokalit
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