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22.9.2011 | 10-11.30hod | Dr. Palecek Uvod — historie, vyznam ...
29.9.2011 | 10-11.30hod | Dr. Palegek Metody studia kvasinek
6.10.2011 [ 10-11.30hod | Dr. Palecek Genetika a molekularni biologie kvasinek
Morfologie a buné&cny cyklus, parovaci proces, HO endonukleasa, lokalizovana
13.10.2011 | 10-11.30hod | Dr. Paleek exprese
20.10.2011 | 10-11.30hod | Dr. Palecek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
27.10.2011 | 10-11.30hod | Dr. Palecek Organizace chromatinu a oprava DNA
3.11.2011 | 10-11.30hod | prof. Svoboda | Sekrecni drahy a endocyt6za
10.11.2011 | 10-11.30hod | prof. Svoboda | Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt
17.11.2011 | statni svatek
24.11.2011 | 8-12hod prof. Svoboda+Dr.Pale¢ek - Cvi¢eni k pfednasce
1.12.2011 | 8-12hod prof. Svoboda+Dr.PaleCek - Cvi€eni k pfednasce
prof.
8.12.2011 | 10-11.30hod | Svoboda Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
Dr.
15.12.2011 | 8-12hod Palecek Zkouska x pozvany host

Po pfednasce umistim na IS




Informacni zdroje

Janderova & Bendova: Uvod do biologie kvasinek, nakladatelstvi Karolinum (1999)
... hejnovéjsi ¢lanky z ¢asopisu Cell, Nature, Science, PNAS ...

F. Sherman, Getting started with yeast, Methods Enzymol. 350, 3-41 (2002):
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The Forsburg Lab pombe Pages: .,
Working with fission yeast . e

This part of the Forsburg Lab website contains technical information of use to people who studv 5. pombe. Visit our home page for a directory to this pombe site, or the istof | =
frequently asked questions for fast answers to common questions. If vou want to browse practical information about working with fission veast, vou're in the right place. [ — B

Page contents

On this page:
Commonty used selectable markers.
A note about nomenclamire.
A summary of promoter activity and expression systems
Info on primer design for amplification of open reading frames.
How to construct plasmids for cross-complementation experiements
The almanac of useful constants and numerical values for pombe
adef mutant alleles that may be hanging out in vour strains
The "wildtvpe" 972: where did it come from?
Restriction site usage in . pombe genome. FAEHH
Protocols for pombe, including flow cyvtometry, colony PCR, working with diploids, disruptions and integrations, DAPT staining, and plasmid shuffle. Also includes links to other protocol pages.

Other pages on our site: follow these links to find

=Frequentlv asked questions about working with pembe

= PombeWeb, including fission veast lab home pages, faculty listings, meetings, genomics, and all the pombe-related lnks we can find.

= Communitv news, including newsbites, committes info, and postdoc ads v
== An index of fission veast plasmids, including general plasmid information, sequences, and maps (the vector database). s
=4 st of useful technical references for fission veast molecular genetics. —
== _Genome project information for fission veast

~Sequence analvsis sites including Sanger, the Blast servers and analvsis tools

~Recipes for fission veast media

=Dmgz= for fission veast, including selection/counterselection and DNA damaging agents

“=Want to know the equivalent S. cersvisiae genes for S. pombe cell cycle genes? Visit our new gene conversion table .
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- savci pili alkoholicky nektar miliony let (PNAS, 2008)

- Tana pestroocasa pije fermentovany
nektar z kvetu Bertramovy palmy

- dlouhodoba konzumace
fermentovanych stav vedla k evolucni
adaptaci tohoto savce — zvySena
exprese alkoholdehydrogenasy

- autori spekuluji o vlivu takovychto
prirodnich alkoholickych napojd na
evoluci ... nastaveni hladiny ADH u
Clovéka ;-)

- kvasinky Saccharomyces cerevisiae aj.
rostou na substratech bohatych na cukr

- kvasinky fermentuji sladky nektar z
Bertramovy palmy




... trochu historie

- pfirozené v prostfedi mohou fermentovat sladké stavy (napf. nektar ...)
- 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 prokazal 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 systém pro klasifikaci (patogennich) kvasinek, zalozeny na morfologii bunék a
nékolika fyziologickych testech (fermentace monosacharidu.. .) vytvoril A. Guﬂhermond
v roce 1912 . o

- v Ceskoslovensku prof. Kratochvilova ...

- nejintenzivnéji studovana eukaryotni bunika (bunecny cyklus ...)

- S. cerevisiae prvni kompletné osekvenovany eukaryontni genom (1996)
(S. pombe, 2002; v souCasnosti osekvenovanych >25 druhu kvasinek)
Nobelova cena za vyzkum bunécného cyklu (2001 — Nurse, Hartwell, Hunt)

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


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

Prirozeny vyskyt

- ve vode (dle &istoty — mote 10/1, jezera 100/1, odpadni a2 108/l; v

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

o )4
-V pUde (mnohem méné nez bakterii, do 15cm hloubky —

Schwanniomyces, Lipomyces, Cryptococcus, schopny hydrolyticky stépit
cellobiosu, lignin nebo produkty bakterialniho metabolismu)

- naproti tomu v Antarktide
jsou dominantni (méné
bakterii)

- vyzkum v letech 2003-4:
|zolovany 2x asco- a 16x
basidiomyceta (7x noveé druhy)

Conell et al., Microb Ecol 56 (2008)

Figure 1 Sample site locations in South Victornia Land, Antarctica Valley are shown in (b) and Taylor Valley i (d). The location of the
(2003-2004). Sites are identified by stars and labels. The entire study area study arca on the Antarctic continent is indicated with a star in (c)
with specific sites 035P24 and 03MD3 is shown in (a). Sites in Wright



Table 2 Species isolated from Southern Victoria Land soil

Species Site isolated Isolate number GenBank accession Closest match Percent match
Clavispora lusitaniae® 03ynp2 CBS 10625 EU149777 AY321475 99
Cryplococcus nyarmowi 037121 CBS 10614 EU149778 AFA006Y7T 100
03723 CBS 10632 EU149780
3ynp2 CBS 10740 DO402536
3ynp2 ANT 03-028 EU149779
Cryplococcus saitol 03Dn CBS 10631 EU149783 AF444372 99
(13 Lab1 CBS 10628 EU149782
(13 Lab2 CBS 10630 DO402537
(13 Labé6 CBS 10618 EU149781
Cryptococcus sp 1 13YBI1 ANT 03-149 EU149784 ABO35045 9
Cryplococcus carmescens 03 G5 CBS 10755 EU149786 ABO35050 oo
13CW1 CBS 10634 EU149785
Cryptococcus albidosimilis (3 Lab8 CBS 10619 EU149787 AF145325 100
Cryptococcus vishniaci (3 Lab3 CBS 10616 EU149788 AF145320 100
Debaryomyces hansenii® (13 Lab1 CBS 10629 EU149790 EF222227 100
(13 Lab4 CBS 10751 EU149791
(03723 CBS 10686 EU149789
Dioszegia sp 1 13CW2 CBS 10623 EU149792 ABO49613 95
13YBI1 ANT 03-101 EU149793
Dioszegia sp 203CW2 CBS 10637 EU149798 AF444379 91
Leucosporidium sp 1 03MD3 CBS 10633 ELT49802 AF444529 87
03714 CBS 10684 ELUT49803
03730 CBS 10641 EUT49804
Leucosporidium sp 2 03MD3 CBS 10638 ELUT49805 AF444529 96
03CW1 CBs 10639 EL49806
Leucosporidium sp 3 03MD3 CBS 10620 EU149807 AF444529 85
Leucosporidium sp 4 03MD3 CBS 10636 EU149808 AF444529 97
03YB2 CBS 10640 EU149809
Mrakia stokesii 03730 CBS 10622 EU149810 AF144486 100
Rhodospordium kratochvilovae | 03Lab6 CBS 10617 DO402534 AF444520 100
Fhodotonla Taryngis 03723 CBS 10621 EU149811 AF444617 08
Rhodotorula mucilaginosa 03NB35 CBS 10685 DO402533 AF444635 99
035P24 CBS 10752 EU149812
Representative isolates with JT5 _CepBapk accession numbers are listed. Isolates currently in the CBS collection are noted using the CBS

accession number. The accession number of the closest match to described species listed in GenBank are shown
*Members of Ascomycota



Prirozeny vyskyt

- na kazicich se plodech (na spadiych piodech ...

schopny hydrolyticky Stepit cellobiosu, lignin nebo produkty bakterialniho
metabolismu - zahnivajici kaktusy => pektolytické bakterie => kvasinky
Pichia cactophila, P. opuntiae => pfenos a vyziva drosofila)

- na listech rOStIin, kvétech (nektar palmy Bertramové

... cervené kvasinky rodu Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces,
cerna Aureobasidium pullulans,)

- p‘fenééeny hmyzem (v zazivacim traktu mugek

Drosophila z potravy, izolovana Metschnikowia orientalis nalezena v
kvétech a pfenasena Cmelaky na Cookovych ostrovech, Int J Syst and Evol
Microbiology, 2006) -




« Kvasinky nalezeny ve stfevé mouchy Drosophila

* Askus chrani spory béhem prichodu travicim traktem, ale zaroven dochazi
k CasteCnému natraveni enzymy, ¢imz se usnadnuje kontakt mezi
nepfibuznymi gametami

 Bylo zjisténo, Ze pruchod travicim traktem 10x zvySuje frekvenci sexualniho
rozmnozovani s nepfribuznymi gametami

* Hypotéza, ze hmyz slouzi jako vektor umoznujici kvasinkam osidlovat nova
prostredi, pricemz zvysena rekombinace zvysuje Sance na preziti a
adaptaci na né

Kvasinky a savci

- Tana pestroocasa pije fermentovany nektar z kvétu Bertramovy palmy ...

i Clovéku se dostavaji kvasinky do traviciho traktu napf. pfi konzumaci burcaku ;-))
- kvasinky tvofri jen malou ¢ast stalé mikroflory ve stfevé - méné nez 0,1 %
mikroflory

-nejcastéji je z gastrointestinalniho traktu
izolovana C. albicans (C. dubliensis)

- klze, ustni dutina, sputum, vaginalni sekrety,
vytéry zvukovodu, mog, stolice ...




Patogenni kvasinky

-15 druht je potencialnimi lidskymi patogeny (vyvolavaji onemocnéni u
oslabeného organismu — imunosupresiva, cukrovka ... vyznamnym faktorem
virulence je schopnost tvorby biofilmu - antibiotika na eukaryota nezabiraji) —
vice prof. Svoboda

-Kandidozy (C. albicans, dubliniensis, krusei, tropicalis, parapsilosis,
glabrata, utilis, lipolytica)
-Candida albicans — urogenitalni a krevni infekce (vyskytuje se u
Cloveka pfirozené)
-Cryptococcus neoformans — 8% AIDS pacientu — plicni onemocnéni
az do mozku - (prenasi svabi a holubi — kreatinin z trusu pouzivaji
jako zdroj dusiku)

-Malassezia — poruchy pigmentace kuze a lupy tzv. pityriazy (M.
furfur, globosa, japonica, obtusa, restricta, yamatoensis, dermatis,
slooffiae, sympodialis,.nana, pachydermatis)

-3 druhy Trichosporon (kuze)

Malassezia furfur |

pityriasis versicolor|

" Prof. A. Svoboda



Prumyslovy vyznam

- vyroba piva, vina, etanolu a pekarského drozdi (S.c.), ruzné
kmeny pro spodni (S. bayanus) a svrchni kvaseni, vinarskeé a
lihovarské (hybridni kmeny napf. S.c. + S.kudriavzevii)

- krmna biomasa (Candida utilis), pfiprava mléénych vyrobkdu
(Candida kefyr, Klyuveromyces lactis), ziskavani ergosterolu
(prekurzor vitaminu D), zdroj komplexu vitaminUu skupiny B ...

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

- Stépeni dfevni hmoty — Stépi xylozu pfimo na etanol za
aerobnich podminek(Aureobasidium, Candida utilis, Pachysolen
tannophilus, Candida shehatae a Pichia stipitis)

- odbouravani ropnych produktu ( Yarrowia lipolytica),

- sorpce tézkych kovu (odstranéni znecisténi)

‘ Kov

Biosorpéni kapacita (mg kovu/g suché hmotnosti biomasy)

|Zr| = H.nndusum (25.6)= P. chrysogenum = (19.2)= F. vesiculosus (17 .3)= aktivovany kal(2 7)= 5. rimosus (6.63)= 5. cerevizizs (3.45)

|Eu = |S. rimosus (9.07)= P chrysogenum (8.62)= F. vesiculosus (7.37)= Aktivni sluge (5.54)= 5. cerevisize (4.93)= A. nodosum (4.69)
|Ni o |F. vesiculosus (2.658)= 5. imosus (1.63)= 5. cersvizize (1.47)= A nodosum (1.11)

Pb** |Phanerochaete chrysosporium (419,4)= R. nigricans (403, 2)= M. purpures (279 5)= 5. cerevizize (211,2)= A. terreus (201,1)=
M. inyoensis (155 2)= Streptomyces clavuigerus (140.2)

Cd* |Protonovane biomasy: Bacilus lentus (= 30)= Aspergillus oryzae = 5. cerevisizs (<b)

Cu?* |Rostouc bunky: 5. cersvisize (7.11)= K Marxianus (6.44)= Candida sp. (4.80)= 5. pombe (1.27).

- GMO napf. pfiprava bioplastu (monomer; JACS, 2010)



Vyznam pro zdravi Cloveka

- exprese proteinu - pfiprava ,hepatitis B core” antigenu, anti-thrombin proti
srazeni krve (Pichia pastoris)

-Pangamin — kvasinkové lyzaty — vitaminy, nenasycené mastné kyseliny,
mineraly ...

- ImmiFlex — obsahuje beta 1-3,1-6 glukany z bunéénych stén kvasinek S.c. —

PROBIOTIKY M
TOROLEK ZARUKA
15 MLD 'lNYSH-.-..

- Saccharomyces boulardii — izolovan z Cinské SvestiCky
LyCi (1920, Henri Boulard) - pouzivan jako probiotikum
pri strevnich potizich (Enterol, Salutil) - ochrana proti
patogenum (Salmonella typhimurium, C. albicans) —
moduluji imunitni systém, inhibuji uCinky bakterialnich
toxina a rust hyf ...

Murzyn et al., 2010, FEMS Microbiol Lett.



Vyzkum

- S. cerevisiae a S.pombe jsou modelovymi organismy
- jednoducha eukaryontni burika (zakladni procesy jako u vySSich eukar.)
- 1. osekvenovany eukaryontni genom, 1. synteticky eukar. chromosom
- bunécny cyklus (sir P. Nurse)
- chromosomy a evoluce (napf. telomery, duplikace a ztraty chromosomu)
- mechanismy opravy poskozené DNA (nadorové syndromy — tabulka)
- sekrece, endocytdza, bunecna sténa (prof. A. Svoboda)

- Metody vyuzivajici kvasinek (napf. 2-H, reporterové systémy)

- Exprese proteinu (posttranslaéni modifikace, Stépeni ...)

Human homologs

Yeast Human Cancer syndrome

MEC1/TEL1 ATR/ATM Ataxia telangiectasia

MRE11 MRE11 Ataxia telangiectasia-like disorder
XRS2 MBS Mijmegen breakage syndrome
RADS3/DUN1  hCHK2 Li-Fraumeni syndrome

SGS1 ELMMWRN/RTS  Bloom, Werner & Rothmunds

Thomson syndromes

Srovnani 250 sekvenci lidskych genu, jejichz mutace vedou ke vzniku
onemocnéni — cca 90 gentd ma S.c. homologu

- Vice v dalSich prednaskach



Zakladni charakteristika kvasinek



Zakladni charakteristika kvasinek

-Eukaryota — rostlinny systém — vySsi houby (1500 druht) — rozdéleni dle
ZpUSObU pohlavnlho rozmnozovani (asko-, basidio- a deuteromycetes + kvasinkové mikroorganismy)

-Lineage> cellular organisms
» Eukaryota

» Fungi/Metazoa group

rise » Fungi
» Dikarya
oddéleni » Ascomycota
» Saccharomycotina
» Saccharomycetes

rad » Saccharomycetales
Celed » Saccharomycetaceae
rod » Saccharomyces

-VétSinou jednobunécCné organismy (+ hyfy, + kolonie)

-NejCastéji kulaté a ovalné (3-15 mikrometru)

-Mnozi se vétSinou puéenl’m (+ jediné rod Schizosaccharomces: délenim - podlouhlé)
-Zpracovavaji zdroje uhliku kvasenim (vyjimky Lipomyces ...)



http://www.uniprot.org/taxonomy/131567
http://www.uniprot.org/taxonomy/131567
http://www.uniprot.org/taxonomy/2759
http://www.uniprot.org/taxonomy/33154
http://www.uniprot.org/taxonomy/4751
http://www.uniprot.org/taxonomy/451864
http://www.uniprot.org/taxonomy/4890
http://www.uniprot.org/taxonomy/147537
http://www.uniprot.org/taxonomy/4891
http://www.uniprot.org/taxonomy/4892
http://www.uniprot.org/taxonomy/4893
http://www.uniprot.org/taxonomy/4930

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 S,

— 0,85: kvasinky (Candida, Torulopsis, Hansenula)

— 0,75: vétSina halofilnich mikroorganismu

— 0,65: xerofilni plisné (Aspergillus) A ® .

— 0,4: potlageni riistu vedkeré mikroflory @
Debaryomyces hensenii

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 zvySeneho 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: Sé:lr\opnost 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),



ZIviny
* Nejcastejsim zdrojem uhliku a energie jsou mono-, di- a
oligosacharidy (jsou schopny hydrolyzovat | polysacharldy jako
skrob)xylany Ci celulozu ... nebo methanol (Pichia pastoris), alkany
apod.
« Zdrojem dusiku jsou amonné ionty a aminokyseliny

Laboratorni podminky:

YPD - bohaté médium = 109/l yeast extract, 20g/l pepton, 209/l
dextrose (2%glukosa)

Sabourauduv agar (1892) = 109/l pepton, 409/l dextrose (2%glukosa),
20g/l agar, pH 5.6

Syntetické SD médium = 6.7g/l yeast nitrogen base w/o amino acids
(aminok)yseliny se pridavaji dle potreby), 209/l dextrose (2%
glukosa

Minimalni agarova puda = 5g/l (NH,),SO,, 19/l KH,SO,, 0,59/l MgSO,
.7 H,0, 109/l glukosa, 1mI/I chkerhamuv rozt T( 269/I agar

chkerhamuv roztok: 0.2mg biotin, 200mg inositol, 20mg riboflavin,
40mg thiamin, 40mg pyridoxin, 20mg Kyselina p-aminobenzoové,
40mg kyselina nikotinova, 0,2mg kyselina listova (na 100ml vody)



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 sterigmé (pupen spOJen S
matefskou burkou Gzkou stopkou) .

- jediné Schizosaccharomces prehradecné déleni
- Zvlastni tvar ma za nékterych kultivacnich podminek
rod Trigonopsis
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Hyty

Za urcitych kultivacnich podminek jsou nekteré kvasinky schopné
vegetativniho rozmnozovani (pfi nedostatku zivin) — za normalnich podminek
se mnozi pucenim (jednobunéecna forma)

Pucici bunky se protahuji a nedojde-li k uplnému oddéleni dcefinné buriky,
zUstavaji buriky spojeny a vytvari tzv. pseudohyfy

Pravé hyfy vytvari pfi protahovani septa/pfepazky
chlamydokonidie — kulaté, silnosténné, na koncich nebo po stranach hyf

Na koncich (i mezi burikami) mohou vznikat spory (blastospory), které se dale
mnozi pucenim (odliSeni C. albicans od C. dubliniensis)

Nevykazuji tak vysokou odolnost jako u bakterii

yeast-like cells,
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- Haploidni spory vieckovytrusnych kvasinek vzniklé pfi sporulaci
diploidnich bunék (pohlavni rozmnozovani)
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- hladké kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.c.) -
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia) KOIOn Ie
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
- obvykle krémova barva —
- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)
- ¢erny pigment (melanin — Aureobasidium)

) iy o]

Napf. odliseni C.d. od C.a.: 24h kultivace na Staibové agaru pfi teploté 37 C
(a) C. dubliniensis (b) C. albicans



Komunikace kolonii

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

134 h

Aktivni inhibice rustu
sousedni kolonie nikoli o=
(pasivni) dusledek

spotrebovani ziviny

kolonie pfesmérovava rust
sousedni kolonie —
nekompetuji o ziviny -

Palkova et al., Nature 390 (1997)



Adhesiny

- lektinu-podobné adhesiny napf. FLO1 (S.c.), EPA (C. glabrata) vazi cukry

- nezavislé na cukru vazi napf. peptidy na povrchu hostitelské bunky (C. albicans
=ALS2, 3, 6, 7, 9 exprimovany pfi vaginalni infekci zatimco ALS1, 2, 3, 4, 5, 9
exprimovany pfi oralni infekci)

Biofilm

- tvofen matrix s mikrokoloniemi
kvasinek, hyfami a pseudohyfami
(komplexni struktura)

- vyznamneé pfispiva k rozvoji a
odolnosti kandidoz (rezistentni k
antimykotickym latkam)



Flokulace

- reverzibilni schopnost kvasinek shlukovat se, tvorit vetsi celky
(vloCky, floky); odpovéd na stres

- flokulace je vyznamna vlastnost vyuzivana napf. pfi produkci piva

(snizuje naklady na filtraci piva) o o o
Prof. A. Svoboda flo1” FLOT" -ovlivnéno slozenim média,

genetickou vybavou kmene
(skupina FLO genu),
teplotou, stavbou a
morfologii bunky ...
- Flo1p vaze manany na
povrchu bunék stejného
druhu (S.c.) => agregace
- NewFlo vaze manosu i
glukosu => glukosa v
mediu inhibuje agregaci —
teprve po preméné cukru
na etanol se vaze na
bunécnou sténu ostatnich
bunék a dochazi k
vioCkovani

Smukalla a kol., 2008, Cell

Verstrepen, 2006, Mol. Microbiol




Killer toxiny

Nékteré kmeny S.cerevisiae produkuiji tzv. killer toxiny (proteiny a
glykoproteiny sekretované do prostrfedi), které jsou letalni pro citlivé
kvasinky i bakterie; ekologicka vyhoda

Poprvé pozorovano v roce 1963 (Makower a Bevan) kvasinky zabiji
podkladovy kmen (K1=laboratorni, K2 a K3=vinarské kvasinky)

Kvasinky ze stejné skupiny se navzajem nezabiji (rizné skupiny ano)
Geny jsou kdédovany na dsRNA obalené ve ,virus-like particles” (VLP,
pfipominaji savCi dsRNA viry) — koduji obalove, replikacni (ale potrebuji
buniku k replikaci ...), transkripCni sekvence a toxin

Samotné VLP nejsou infekCni ani toxické (Ize je prenést konjugaci bunék
nebo fazi protoplastu)

Toxin je sekretovan a vaze se na bunécné stény (p-1,6-glukany) -
zpusobuje perforace/pory v cytoplasmatické membrané — ztrata iontu,
potencialu ... bunka hyne

Kluyveromyces lactis, Pichia membranifaciens — linearni dsDNA (v
cytoplasmé, pGK11), bez kapsidy, toxin se vaze na chitin (chitinasova
aktivita)

Hansenula mrakii ... - geny na chromosomech, toxin inhibuje syntézu 3-1,3-
glukanu (v misté rlstu pupenu)



Table 2. Killer activity of P. membranifaciens CYC 1086 and CYC 1106 against yeasts and fungi of biotechnological interest

Sensitive strain Killer activity Sensitive strain Killer activity Sensitive strain Killer activity
1086 1106 1086 1106 1086 1106
S. cerevisiae SGV - - B. bruxellensis 1D007 3+ - Pichia anomala 11147 - -
S. cerevisiae CEG - - B. bruxellensis D013 1+ - Pichia membranifaciens CYC 1070 2+ -
S. cerevisiae VRB - 3+ B. bruxellensis D014 1+ - Aspergillus spp. 27 - -
S. cerevisiae NEM - - B. bruxellensis D015 1+ - A. carbonarius B MUM - -
S. cerevisiae 2056 - 2+ B. bruxellensis D017 24 - A. orchraceus - -
S. cerevisiae BM45 | - 3+ B. bruxellensis D018 1+ - A. oryzae - -
S. cerevisiae 2323 - - B. bruxellensis D019 1+ - A. tubingensis - -
S. cerevisiae ALB - 3+ B. bruxellensis D027 1+ - Fusarium culmorum - -
S. cerevisiae SLO - 4+ B. bruxellensis D028 1+ - E. graminearum NERL 28525 - -
S. cerevisiae VIN - - B. bruxellensis D029 24 - E. graminearum NRRL 29020 - -
S. cerevisiae 71B - 4+ B. bruxellensis D031 1+ - E. pone - -
S. cerevisine CS2 - 1+ B. bruxellensis D032 1+ - E. proliferatum MM 1-2 24 -
S. cerevisiae CM - - B. bruxellensis D033 1+ - E. proliferatum MM 3-1 24 -
S. cerevisiae HAY - - B. bruxellensis D035 24 - E. proliferatum MM 6-2 - -
S. cerevisiae FS - 3+ B. bruxellensis D036 1+ - F. reticulloides MM 6-3 - -
S. cerevisiae 16 - - B. bruxellensis D038 1+ - E. reticulloides MM 7-3 - -
S. cerevisiae 17 - 3+ Debaryomyces hansenii 1021 | — - E. sporotrichoides ITEM 550 - -
S. cerevisiae 18 - 3+ D. hansenii 1244 - - Botrytis cinerea 20003 - 3+
S. cerevisiae 19 - - D. hansenii 10388 - - B. cinerea 20004 - 1+
S. cerevisiae SCI - 4+ D. hansenii 10386 - - B. cinerea 20005 - 2+

- Kontaminace vinnych kultur kmenem Brettanomyces bruxellensis mize byt potlacena P.m.

o v

- Vyznam pfi ochrané prumyslovych kmenu (proti kontaminaci — odolné vuci
toxinu a zabiji kontaminanty)

- \(/:Iec)be (nékteré S.c. killer kmeny zabiji kmeny C.a., C. podzolicus zabiji
.

Santos et al., 2009, Microbiology



