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Taxonomie kvasinek

- Kvasinky se fadi do riSe houby (ackoliv jsou to mikroskopické
jednobunecne organizmy), superskupiny Opisthokonta, domeny
(nadrise) Eukaryota. Netvori vsak zadnou prirozenou taxonomickou
skupinu, a proto je nemozné je jednotné definovat. Jako takové jsou
roztrouseny ve dvou oddelenich hub, bud jako houby vieckovytrusne
nebo stopkovytrusne (asko-, basidio- a deuteromycetes + kvasinkové
mikroorganismy)

b Animals
Choanoflagellates (150 spp.)
Fungi
Microsporidians (800 spp.)
Amoebozoans (300 spp.)

— (Slaucocystophytes (15 spp.)

24 _ERhDdehytes, (4,250 spp.)
‘Green algae” (15,800 spp.) + Plants

Saccharomyces cerevisiae: Heterokonts (~45,000 Spp)

.rv Alveolates (12,800 spp.)
nadrise » Eukaryota Euglenozoans (1,600 spp.)
ric i Parabasalans (400 spp.)
rlsev p ) m (hOUby) v , . Diplomonadids {113§.||::):p.]
oddeéleni » Ascomycota (vieckovytruse)
pododdéleni > (hemi) Ascomycotina
trida » Ascomycetes |
rad » Saccharomycetales (kvasinkotvare)
celed » Saccharomycetaceae
rod » Saccharomyces o

.. wikipedie
druh » Saccharomyces cerevisiae

Hedges, Nat Rev Genet, 2002


http://cs.wikipedia.org/wiki/Houby
http://cs.wikipedia.org/wiki/Opisthokonta
http://cs.wikipedia.org/wiki/Eukaryota
http://cs.wikipedia.org/wiki/Houby_v%C5%99eckov%C3%BDtrusn%C3%A9
http://cs.wikipedia.org/wiki/Stopkov%C3%BDtrusn%C3%A9_houby
http://www.uniprot.org/taxonomy/2759
http://www.uniprot.org/taxonomy/4751
http://www.uniprot.org/taxonomy/4890
http://www.uniprot.org/taxonomy/4890
http://www.uniprot.org/taxonomy/4890
http://www.uniprot.org/taxonomy/4891
http://www.uniprot.org/taxonomy/4892
http://www.uniprot.org/taxonomy/4893
http://www.uniprot.org/taxonomy/4930
http://www.uniprot.org/taxonomy/4930
http://www.uniprot.org/taxonomy/4930

Hedges, Nat Rev Genet, 2002
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Aspergilus nidulans Eurotiomycetes

(aspergillus) (plectomycetes)
Penicithum chrysogenum ;
(penicilin fungus) :
Coccidioidas immitis g
(coccidinidomycosis fungus) s S,
Fusarium graminearurn ~ Sordariomycetes
(head scab fungus) (pyrenomycetes)
Neurospora crassa

[orange bread mould)
Magnaporthe grisea
rice blast fungus)
Yarmowia ljpofytica
[yarrowia yeast)

Saccharomyces cerevisiae
[baker's yeast)

Saccharomycotina
(Hemiascomycetes)

O

Candida albicans

(pathogenic yeast)

Schizosaccharomyces  Taphrinomycotina
pombe (fission yeast) (Archiascomycetes)
Preumocystis canini

([pneumnonia fungus)

Microbotryum violaceum
[anther smut fungus)

Urediniomycetes

Ustilaga maydis Ustilaginomycetes
[com smut fungus)

Phanerochaeate Hymenomycetes
chrysosparium (white rot fungus)

Agaricus bisparus

(cultivated mushroom)
Glomus intraradices
(endomycorrhizal fungus)
Neocalimastix frontalis
(anaerobic rumen fungus)

Animals
Plants

Glomeromycota
(Glomales)

Chytridiomycota

pododdéleni/tfida: oddéleni:
Pezizomycotina (47,000 spp.) 7]
Saccharomycotina (300 spp.)
Taphrinomycotina (120 spp.) 4
Urediniomycetes (8,000 spp.) 7
Ustilaginomycetes (1,500 spp.)

Ascomycota
(47,420 spp.)

Basidiomycota
(29,500 spp.)

Hymenomycetes (20,000 spp.)
Glomales (160 spp.)
g Zygomycetes/Mucorales (700 spp.)
S Chitridiomycota (900 spp.)
S\
5
N - netvori zadnou prirozenou
g taxonomickou skupinu - jsou
roztrouseny ve dvou oddélenich

hub, bud jako houby
<= vieckovytrusne nebo
<= stopkovytrusnée (cca 1000
¢ druhu)

G

Basidiomycota

+ Tremellomycetes
(Cryptococcus neoformans)



http://cs.wikipedia.org/wiki/Houby_v%C5%99eckov%C3%BDtrusn%C3%A9
http://cs.wikipedia.org/wiki/Stopkov%C3%BDtrusn%C3%A9_houby
http://www.uniprot.org/taxonomy/155616

Saccharomyces cerevisiae

Pivo, vino rody:

Saccharomyces mikatae Ch Ieba Saccharomyces

Saccharomyces paradoxus

Saccharomyces kudriavzewi
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Saccharomyces senvazzli
Saccharomyces castellii le s ky Naumowvia

Candida plabrata Patogen Nakaseomyces
Zygosaccharomyces rouxi Fygosaccharomyces

Kiuyveromyces thermofolerans
Kiiyveromyces waltil

Saccharomyces kiuyvern Vyu2|va

Archiascomycetes Schizosaccharomyces pombe
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Taxonomie kvasinek

Saccharomyces cerevisiae:
nadfiSe > Eukaryota

riSe » Fungi

oddéleni »y Ascomycota _

pododdéleni » Ascomycotina

trida » Ascomycetes

rad y Saccharomycetales

Celed » Saccharomycetaceae

rod »y Saccharomyces

druh » Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe:
nadfiSe > Eukaryota

FiSe » Fungi

oddéleni » Ascomycota

pododdeleni > Taphrinomycotina

trida » Archiascomycetes

rad » Schizosaccharomycetales
celed » Schizosaccharomycetaceae
rod » Schizosaccharomyces

druh » Schizosaccharomyces pombe
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Srovnani pramérng.% shody sekvence proteint v taxonech Hemiascomycotina a Chordata
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srovnat nelze [ Saccharomyces paradoxus - -
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Saccharomyces cerevisiae—= 00— —=—— Homo sapiens

% odliSnost sekvence proteinu:
— S. cerevisiae a C. glabrata ~ Clovék a ryba
— mezi druhy S. sensu stricto ~ mezi fady savcu

— Proteiny ¢lovéka a hlodavcu jsou si vice podobné (Ize rekonstruovat
zmeny , jimiz genomy béhem evoluce od spolecného predka prosly)
nez proteiny druht ze skupiny sensu stricto, mezi nimiz mohou vznikat
zivotaschopné hybridy!



Srovnani pramérné % shody sekvence proteint v taxonech Hemiascomycotina a Chordata

Yarrowia lipolytica +50'— %

[ i i Deba. ces —» Q
rozdil mezi S.c. a S.p. je cca baxyomy ~ Clons itestinaic 52
300MYA ey

60
Kluyveromyces lactis - g\,
Candida glabrata —» S 3 ©
Takifugu rubripes

70— == Tetraodon negroviridis

-~ Gaﬂusgaﬂus%

Saccharomyces uvarum-» 907

e

§8
5 90|
& § ~«—— Mus musculus #™ 3
Saccharomyces paradoxus —» %
/ W & %
Saccharomyces cerevisiae— 100~ —=-— Homo sapiens

VétSinou jednobunécné organismy (+ hyfy, + kolonie)

NejCastéji kulaté az ovalné (3-15 mikrometru)

Mnozi se vétSinou pucenim (+ Schizosaccharomces, Trichosporon:
Stépenim — tzv. poltivé - podlouhlé)

Zpracovavaji zdroje uhliku kvasenim (vyjimky Lipomyces ...)



Potrebuji vodnée prostredi, kyslik a ziviny

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

= pomeér tlaku vodnich par nad substratem a tlaku par destilované vody

— 0,95: Pseudomonas, Escherichia,... vétSina bakterii b

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

— 0,75: vétSina halofilnich mikroorganismu

— 0,65: xerofilni plisné (Aspergillus) ) @ )

— 0,4: potlageni ristu veskeré mikroflory 0 "]

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 polyolt, ATPazové pumpy),

Lipomyces maiji pouzdro — pri zvySené koncentraci soli upravuji jeho slozeni

Tes;t\:l sg?opnost rustu na 50-70% glukose (vétsina pouze do 40 %) nebo na 10%
a



Podminky rustu - kyslik

- VétSina kvasinek je obligatorné aerobni (vyzaduji aspon stopova mnozstvi
kysliku nezbytneé pro syntézu nékterych esencialnich metabolitl — ergosterol,
nenasycené mastné kyseliny)

- fermentativni typy (Sacharomces c., S. p.) — pro fermentaci jsou vhodnéjsi
anaerobni podminky, ale S.c. i v aerobnich podminkach fermentuji

- respirativni typy (vétSina) — prevlada energeticky vyhodnéjsi respirace nad
fermentaci - nefermentativni typy (nemaji alkoholdehydrogenasu -
neprodukuji ethanol) — rody Lipomyces, Cryptococcus, Saccharomycopsis

- teploty, pfi nichz mohou kvasinky rdst:
- 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/YES — bohaté médium = 109/l yeast extract, 20g/l pepton, 209/l
dextrose (2%glukosa)/u S.pombe supplements: A, H, L, U, K

Sabourauduv agar (1892) = 109/l pepton, 409/l dextrose (4%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,, 1g/| KH,SO,, 0,5g/| MgSO,
x7H,0, 109/l glukosa, 1mI/I chkerhamuv roztoﬁ 209/l 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)

Forsburg and Rhind, Yeast (2006)



- Ziviny uréuji morfologii/bun&énou
formu — kvasinkova nebo
pseudohyfy nebo sporulace ...

- limitovani klicovych zivin spousti
rizné vyvojoveé odpovedi

- zdroje uhliku a dusiku jsou
monitorovany signalnimi drahami

A . Carbon B Glucose Nitrogen
Rich .t -\
Yeast Form Growth Colony Morphology
PR [- |
. : Nitrogen
£ MAP Kinase cAMP-PKA  Discrimination
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~ :
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o Sporulation
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= o.p
S
o
ok : r:—!
Complex Cﬂlonyd

Morphology

Sporulace/meiosa
Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



- Ziviny uréuji morfologii/bun&énou
formu — kvasinkova nebo
plisnova/pseudo/hyfalni

- Casto se tato stadia odliSuji
infekCnosti (hyfy v napadeném
organismu zatimco ,normalné”
kvasinkova forma/ nebo naopak)

Fungus In vitro (25° C) In vivo (37° C)
Blastomyces @b Mald Yeast
Coccidicides b spherue

MDH 'I.j B .f
ST
Histoplasma 3 -_ § feast
L
O
Paracoccidioides Mold oA
Eporothrix Yaast




Kvasinkova forma - morfologie

za béznych podminek (bohaté C i N zdroje) pfevlada kvasinkova f.
rotacni elipsoid, kulaté, protahlé — rod Dipodascus az 130 mikrometru
3-15 mikrometrt (bakterie<kvasinky<savci buriky)
u jednoho druhu (haploidni<diploidni<polyploidni)
vegetativni rozmnozovani:

- puceni — monopolarni (rod Malassezia), bipolarni (stfidavé na obou
polech= citronkovity tvar) nebo multipolarni (Saccharomyces, kdekoli, ale
nikdy ne na stejném misté), na sterigmeé (pupen spojen s materskou
burikou uzkou stopkou)

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

G2 :

- ' )  CITRONOVITE

icotongy % 5.5 / (APIKULARNI)
20

OGIVALNI QO 2(_7 9% 5 CYLINDRICKE

& &? TROJUHELNIKOVITE




Pseudohyfy ...

pfi nedostatku dusiku se diploidni buriky protahuji a vytvari pseudohyfy —
vrustaji do agaru

unipolarni puceni, materské a dcefiné bunky zustavaji spojené (uplna
pfrepazka, ale neoddéli se dcefinné bunky, )

pravé hyfy maiji pfepazky pritocné

chlamydospory — kulaté, silnosténné, na koncich nebo po stranach hyf

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

Nevykazuji tak vysokou odolnost jako u bakterii

yeast-like cells,

\1 "~.'u"}-?‘fj:lh' AL
pseudohypha § i i
\ blastspore
chlamydospore " &

(U

i o

- B e ._.\':\I" B, I|
prhte 2004 Dennis Kunkel Microscopyjdnc.

Candida albicans .


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

Spory

- pfi nedostatku dusiku v kombinaci s ne-fermentovatelnym uhlikatym
zdrojem dochazi k indukci sporulace a meiosy

C. dubliniensis: [~ TR S 525 C. albicans: na delSich
nadbytek [0 Qg e /- 1

y e, Q?{o Q% ol ¢ Sk hyfach &i pseudohyfach jen
chlamydospor na 5. ', @ o, 8‘”35 5 jedna terminalni

, ’ ’, ‘l '._L- ! (‘.“
koncg:hhkl;atkych ia .:«%9 q N\ P 6 * chlamydospora

seudo OB 2N )
p y é gi‘ t@"u‘:“a' /\.L“;-J
www.pgodoy.com 'd C

- Haploidni spory vieckovytrusnych kvasinek vzniklé pfi sporulaci diploidnich
bunék (pohlavni rozmnozovani)

Y RHOMBOEDRICKY
= @ ® Saccharomyces
. S LINEARNIM ; _
Schizosaccharomyces | jspoRADANIM PYTLOVITY Lipomyces
SPOR

-~ KLOBOUKOVITY Hanensula
Metschnikowia PROTAHLY % .
S ROZPOLCENOU O  SATURNOVITY

SPOROU
Nematospora VRETENOVITY / / JEHLOVITY



Gluc.

- pfi vyCerpani zivin na misce mohou
(krajni) bunky zacit meiotické déleni
(diploidni S. cerevisiae)

- meiosa je indukovana IME1
transkripCnim faktorem (v ime1A se
meiosa neindukuje vs. v pIME1
overexprimovanych burikach je
indukovana meiosa i bez vyCerpani
zivin tj. 2% glukosa)

0.58%

2.0%

ade2 (Cervena barva) ukazuje
haploidizaci heterozygotniho diploida
(nékteré hapl. bilé vs Cervené)

Sipky ukazuji viecka se Ctyfmi sporami

Purnapatre a Honigberg, Curr Genet, 2002



- ruzné vyvojové programy (formy) vedou k mnoho-bunéénym strukturam (pseudohyfy)
- tvorba biofilmu na pevném podkladu se snizenym mnozstvim agaru (malo glukozy)

- naopak tvrdy agar (4%, + sucha) a UV zareni indukuje ,stopkovani“ (slozena z
kvasinkovych nikoli pseudohyfalnich bunék) — zvySuje Sanci na diseminaci

- Bunky v jamkach jsou chranény pred UV,

5

gﬂ

zatimco ty na povrchu jsou zabity

Engelberg a spol, J Bacter, 1998

S. cerevisiae



- rizné vyvojové programy (formy) vedou k mnoho-bunéénym strukturam

- tvorba biofilmu na pevném podkladu se snizenym mnozstvim agaru (malo glukozy)

- naopak tvrdy agar a UV zareni indukuje ,stopkovani”

- rizné tvary kolonii:
- hladkeé i ,fluffy“ kolonie — kulaté a ovalné buriky (S.c.) — neni ur€ujici faktor
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
- obvykle krémova barva —

- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)

- ¢erny pigment (melanin — Aureobasidium)

- pouziva se napf. pro odliseni C.d. od C.a.

(kultivace na Staibové agaru pfi teplote 37 C)

Rich

Sporulation

I

L g
I Ao Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)

Nitrogen
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- rizné vyvojové programy (formy) vedou k mnoho-bunéénym strukturam

- tvorba biofilmu na pevném podkladu se snizenym mnozstvim agaru (malo glukozy)
- naopak tvrdy agar a UV zareni indukuje ,stopkovani”

- rizné tvary kolonii:

- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)

- hladkeé i ,fluffy“ kolonie — kulaté a ovalné buriky (S.c.) — neni ur€ujici faktor
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)

- obvykle krémova barva —

- ¢erny pigment (melanin — Aureobasidium)
- pouziva se napf. pro odliseni C.d. od C.a.

(kultivace na Staibové agaru pfi teplote 37 C)
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Rich
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Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



Morfologie kolonie - Candida

o ! . f
(&) 2 Q
y

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



wild type Aflo11

Flo11p-GFP

- zavisi na ECM (extracellular matrix tj.
glykoproteiny)

- ECM zachycuje vodu a chrani kolonii pred
vyschnutim

- bunécna adhese je dulezita pro vSechny
specifické morfologie (... biofilm, flokulace)
- zavisi na FLO11 (adhesin — glykoprotein —
faktor dulezity pro flokulaci, biofilm,
pseudohyfy)

Stovicek et al, Fungal Gen Biol (2010)

Laboratorni kmeny jsou hladké
(napr. S288C - Genotyp: MATa
SUC2 gal2 mal mel flo1 flo8-1 hap1)
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- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11

- Dig1 je represor transkripce Flo11

- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor duleZzity

pro uchyceni - bunééna adhese je dulezita pro

vSechny specifické morfologie (... biofilm,

flokulace)

- Flo11, Flo8, Mfg1 faktory jsou konzervovany ...

a podili se na invasivnich vlastnostech

(virulenci) patogennich kvasinek C. albicans
Ryan et al, Science (2012)
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- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11
- Dig1 je represor transkripce Flo11

- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor duleZzity

pro uchyceni - bunééna adhese je dllezita pro mesTi D.
vSechny specifické morfologie (... biofilm, Am1014 D.

rokuIace) tec1h D.
mit1h u.

-

Ryan et al, Science (2012) dig 1 Du




Biofilm .

matrix

o) Bp——
o SOl
surface

- tvofen matrix s mikrokoloniemi kvasinek,
hyfami a pseudohyfami (komplexni
struktura)
- vice rezistentni nez planktonické buriky
- vyznamne pfrispiva k rozvoji a odolnosti
kandidoz (rezistentni k antimykotickym
latkam)
- ECM a adhesiny/flokuliny FLO1, FLO11
jsou potrebné pro tvorbu biofilmu
- vazi napr. peptidy na povrchu hostitelske %%
buriky (C. albicans = ALS2, 3, 6, 7, 9 1
exprimovany pfi vaginalni infekci zatimco
ALS1, 2, 3, 4, 5, 9 exprimovany pfi oralni
infekci)




Flokulace

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

- flokulace je vyznamna vlastnost vyuzivana napf. pfi produkci piva

(snizuje naklady na filtraci piva) o o o
flo1” Flort -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




Yeast surface display

A _ His-His-His-His-His-His
(chelatuje Ni, Cu, Co
kovy)

aglutinin

Protein
of interest

-GTS1 transkripCni faktor
spoustéjici aglutinaci pod

GPMH6/pMCGI GPMI 16/pMCGI
CUP1 promOtorem (100 uM CuSOy) (without CuSQy)

(dalsi prednasky)
| - biosorbce & D e
Cell wall matrix ) s ) o

sedimentace P

- hybrid Aga2 (aglutininy nebo Flo1 ...) s testovanym

proteinem

- exprese eukaryotnich proteinu v kvasince (podobné

mechanismy ... posttranslacni modifikace) — knihovny

lidskych cDNA (i protilatek z pacientu)

- vyuziti i pro biotechnologie — vychytavani tézkych kovu

(dekontaminace) Kuroda et al, Appl Microbiol Biotechnol (2002)
Pepper et al, CCHTS (2008)




YSD - testy antigen/protilatka

Gene library >

Yeast expression host Surface displayed library
Expand Sort by
sorted cells MACS
: + Fluorescent

+ Ag-labeled
magnetic beads

antigen

Expand
sorted cells

¥
L%
¢ Sort by FACS

- nabohaceni i slabsich interakci

mnozenim se nabohati
- zopakovat sorting

Boder et al, Arch Bioch Biphys (2012)



Komunikace kolonii

Kvasinkové kolonie spolu ,komunikuji“ pomoci amoniaku — inhibuje rist sousedni
kolonie (kolonie S. cerevisiae produkuji amoniak po 10 dnech rlstu)

o

134 h

Aktivni inhibice rastu ket
sousedni kolonie nikoli 5 e

(pasivni) dusledek
spotrebovani ziviny

kolonie presmérovava rust
sousedni kolonie —
nekompetuji o Ziviny -

e DY B - ———————

Palkova et al., Nature 390 (1997)
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-vetsi buriky (4um)
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lipid droplets
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vacuoles i i ] )
-velké mitochondrie i
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20 =l respirace a vice ROS)
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D _ vertical transversal colony section ;




rozdily jsou patrné i na expresni urovni proteinu

LI B Y I I Al I meamatimes "1 aasallas

Vertical colony

ser.tinnl A[ﬁB 8 P{]}{" g ME‘[1 ?

Cap et al., Mol Cell, 2012




Differenciace S.cerevisiae v kolonii

Cap et al., Mol Cell, 2012

U (upper) bunky - aktivni
glutaminem-indukovanou TOR
drahu, snizenou respiraci (malo
mitochondrii), AMK-sensing
systém (Gcn4) a vysSi
S2urnover AMK (souvisi s
produkci amoniaku), produkuji
amoniak pro komunikaci kolonii
- vyuzivaji ziviny uvolnéné z L
bunék (autofagie)

- jsou odolné&jSi vuci stresu —
déle preziji

- schopné proliferovat (po 10
dnech)

L (lower) bunky — podléhaji vice
stresu, hladovi (prestoze jsou
blize mediu), aktivuji
degradacni mechanismy
(zasobuji U buriky)



Differenciace S.cerevisiae v kolonii
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Cap et al., Mol Cell, 2012

Yeast colony

€ v (upper) buriky - aktivni
glutaminem indukovanou TOR
drahu, AMK-sensing systém
(Gen4), snizenou respiraci

- vyuzivaji ziviny uvolnéné z L
bunék

- jsou odolné&jsi vuci stresu

- schopné proliferovat (po 10
dnech)

L (lower) bunky — podléhaji vice
stresu, hladovi (prestoze jsou
blize mediu), aktivuji
degradacni mechanismy
(zasobuji U buriky)




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 (vyhoda pro vinafe — neprerostou je
cizorodé kmeny)

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,
pripominaji savCi dsRNA viry) — koduji obalové, replikacni (ale potrebuiji
buniku k replikaci ...), transkripCni sekvence a toxin

Samotné VLP nejsou infekCni ani toxicke (lze je prenést konjugaci bunék
nebo fazi protoplastu)

Toxin je sekretovan a vaze se na bunécné stény (-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. cerevisine SC1 - 4+ D. hanseni 10386 - - B. cinerea 20005 - 2+

r

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

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

- v lécCbé (nékteré S.c. killer kmeny zabiji kmeny C.a., C. podzolicus zabiji

C.n.) Santos et al., 2009, Microbiology



Souhrn 2. prednasky

Kvasinky patfi mezi houby (asco- a
basidiomycety)

Podminky rustu — determinuiji
morfologii/bunecny program
Morfologie bunek a kolonii
Killer toxiny



