Exkurze do pivovaru Hauskrecht
Termin se dohodne tak, aby vyhovoval vSem

Naklady jsou hrazeny z oddéleni Mikrobiologie
(cena 130,- zahrnuje i degustaci piv)
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Osnova prednasky

Taxonomie kvasinek

Zakladni charakteristiky kvasinek
Podminky ruastu

Morfologie bunek a kolonii

Killer toxiny, priony



Bakterie x kvasinka

Bakterie Kvasinka
Cetnost v lidské 99% <1%
mikroflore
Velikost bunky Tum 10um
BunécCna sténa peptidoglykan, LPS, LTA chitin, mannan PPM,
PLM, glukan
pH 6,5-7,5 4 5-6,5
Teplota 10-80 20-30
Rezistence na Ne Ano
antibiotika
Prenos genetickeho Ano Ne
materialu
Jadro Ne Ano

LPS — lipopolysacharid, LTA — lipoteichoova kyselina,
PPM — fosfopeptidomannan, PLM - fosfolipomannan



Taxonomie kvasinek

- Kvasinky se fadi do fiSe hub (ackoliv jsou to mikroskopickeé
jednobunééné 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 stopkovytrusné (asko-, basidio- a deuteromycetes + kvasmkove
mikroorganismy) % -~ sukanyolc

Saccharomyces cerevisiae:
nadriSe > Eukaryota

of multicellular |
absorb, ingest, or |
photosynthesize |

rise » Funai (houby) i sy

oddéleni » Ascomycofa (vieckovytrusé) RN ot

pododdéleni > Ascomycofina sbsot o ptosyriesize. |

tfida » (hemi) Ascomycetes Fi

rad » Saccharomycetales (kvasinkotvare)

celed » Saccharomycetaceae

rod » Saccharomyces o
.. wikipedie

druh » Saccharomyces cerevisiae

Hedges, Nat Rev Genet, 2002



Kvasinky netvori zadnou prirozenou taxonomickou skupinu - jsou roztrouseny
ve dvou oddelenich hub, bud jako houby vieckovytrusne nebo stopkovytrusne

A AR o XA rise hub:
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Hedges, Nat Rev Genet, 2002 H o



Saccharomyces cerevisiae . , .
Saccharomyces paradoxus PIVO’ vino rOdy '
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Srovnani primeérng% shody sekvence proteinl v taxonech Hemiascomycotina a Chordata

/) %
Yarrowia lipolytica -—5 L %
Vychazi pfevazné z analyzy Detmyomces — M Cotieias — % %

rDNA; novéji srovhanim
rozdild sekvenci aminokyselin

v ortolognich proteinech. '
Pres velkou morfologickou
podobnost vykazuji kvasinky
velké rozdily v genomu.

—

6
Kluyveromyces lactis -
Candida glabrata —

Takifugu rubripes
70!~ = Tetraodon negrovindis

<— QGallus gallus #

5@

Saccharomyces uvarum—» 80

Genomy (sekvence) kvasinek §

ze vzdalenejsich vetvi § ik

fyloge’net!gzkvevho stromuse  §2 § N z

srovnavaji tézko . - 3
[

[— Saccharomyces paradoxus —-
S.

accharomyces cerevisiaze— 100~ —=<—— Homo sa

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

— Proteiny Cloveka a hlodavcu jsou si vice podobné (Ize rekonstruovat
zmeny, jimiz genomy behem evoluce od spolecnheho predka prosly) nez
proteiny druhtu ze skupiny sensu stricto, mezi nimiz mohou vznikat

zivotaschopné hybridy! rozdil mezi S.c. a S.p. je cca 300MYA



Potrebuji vodnée prostredi, kyslik a ziviny

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

a,, = pomer tlaku vodnich par nad substratem 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) R @ -\

— 0,4: potlaceni rustu veskeré mikroflory ¢

Debaryomyces hensenii

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

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

Xerotolerantni kvasinky rostou i za zvySeneho osmotického tlaku - (a,=0.65),
rod Zygosaccharomyces (rouxii, bailii, bisporus) — rostou prednostne v
potravinach s vysokym obsahem cukru Ci soli; ostatni (S. pombe,
Debaryomyces hensenii, Hansenula anomala) vys$si osmoticky tlak toleruji,
ale Iépe rostou za standardnich podminek (vice polyoltu, ATPazové pumpy),

Lipomyces maji pouzdro — pfi 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 nezbytné pro syntézu nékterych esencialnich metabolitd — ergosterol,
nenasycené mastné kyseliny)

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

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

- teploty, pfi nichz mohou kvasinky rast:
- 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
* NejcCastejsim zdrojem uhliku a energie jsou mono-, di- a
oligosacharidy (jsou schopny hydrolyzovat i polysacharldy jako
skrob, xylany Ci celulozu ... nebo methanol (Pichia pastoris), alkany
apod.
* NejpreferovangjSim cukrem je glukoza (represe ostatnich)
« Zdrojem dusiku jsou amonné ionty a aminokyseliny

Laboratorni podminky:

YPD/YES - bohaté médium = 109/l yeast extract, 209/l pepton, 209/
dextrose (2%glukosa)/u S.pombe supplements: A, H, L, U, K

Sabourauduv agar (1892) = 109/l pepton, 409/l dextrose (4%glukosa),
209/l agar, pH 5.6

Syntetickée SD médium = 6.7¢g/l yeast nitrogen base w/o amino acids
(aminokyseliny se pridavaji dle potreby), 20g/l dextrose (2%
glukosa)

Minimalni agarova puda = 5g/l (NH,),SO,, 1g/l KH,SO,, 0,5g/l MgSO,
x7H,0, 109/l glukosa, 1ml/I chkerhamuv roztok, 20g/l agar

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

Forsburg and Rhind, Yeast (2006)



- Ziviny uréuji morfologii/buné&&nou
formu — kvasinkova nebo houbova
(pseudohyfy) nebo sporulace ...

- limitovani kliCovych zivin spousti
riizné vyvojové odpovédi

- zdroje uhliku a dusiku jsou
monitorovany signalnimi drahami
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Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



- Ziviny uréuji morfologii/buné&&nou
formu — kvasinkova nebo
houbova/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)
e LA AT
Coccidicides ) : Spherule
o '_'Q '
Histoplasma § Yaast
s (0
| O
Paracoccidioides Mold _ i




Kvasinkova forma - morfologie

- za béznych podminek (bohaté C i N zdroje) prevlada kvasinkova f.

- rotacni elipsoid, kulaté, protahlé — rod Dipodascus az 130 mikrometru
- 3-15 mikrometru (bakterie<kvasinky<savc€i burky)

- U jednoho druhu (haploidni<diploidni<polyploidni)

https://vimeo.com/14316828

Hoffmann a spol, Genetics, 2015
http://www.genetics.org/content/suppl/2015/
10/02/201.2.403.DC1




Kvasinkova forma - morfologie

za béznych podminek (bohaté C i N zdroje) prevlada kvasinkova f.
rotacni elipsoid, kulaté, protahlé — rod Dipodascus az 130 mikrometru
3-15 mikrometru (bakterie<kvasinky<savc€i 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 sterigmé (pupen spojen s matefskou
buikou uzkou stopkou) -

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

£, :
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Pseudohyfy ...

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

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

pravé hyfy maiji pfepazky prutocné

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

na koncich (i mezi buikami) 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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Spory

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

C. dubliniensis:
nadbytek L
chlamydospor na |g =
koncich kratkych | @
pseudohyf

www.pgodoy.com

= C. albicans: na del3ich
y,‘ hyfach ¢i pseudohyfach jen

Q jedna terminalni
g chlamydospora

- Haploidni spory vieckovytrusnych kvasinek vzniklé pri sporulaci diploidnich

bunék (pohlavni rozmnozovani)

KULATY @
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Schizosaccharomyces | ;spoRADANIM @
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S ROZPOLCENOQU C

SPOROU
VRETENOVITY /

Metschnikowia

Nematospora

RHOMBOEDRICKY
Saccharomyces
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KLOBOUKOVITY Hanensula
SATURNOVITY
/ 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 bunkach 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 Ctyrmi sporami

Purnapatre a Honigberg, Curr Genet, 2002




- rizné 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,
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*

- ruzné tvary kolonii:
- hladké i ,fluffy” kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.c.) — neni urc€ujici faktor

- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
- obvykle krémova barva —
- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)
- Cerny pigment (melanin — Aureobasidium)
- pouziva se napf. pro odliseni C.d. od C.a.
(kultivace na Staibové agaru pfi teploté 37°C)

Carbon

Rich

Kolonie

- Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)

Pseudohyphal

Nitrogen

&
o




- 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*
- ruzné tvary kolonii:
- hladké i ,fluffy” kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.c.) — neni urc€ujici faktor
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces) , 3
- obvykle krémova barva —
- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)
- Cerny pigment (melanin — Aureobasidium)
- pouziva se napf. pro odliseni C.d. od C.a.
(kultivace na Staibové agaru pfi teploté 37°C)

Day ofdGrowth

5 6

Carbon
Rich Poor

Rich

Kolonie

uoljeJiusduo) asolixa(g
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ol Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)




Morfologie kolonie - Candida

Napfr. 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 hladke
(napf. S288C - Genotyp: MATa
SUC2 gal2 mal mel flol flo8-1 hapl)



&

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

- vice rezistentni nez planktonické bunky
- vyznamne pfispiva k rozvoji a odolnosti
kandidoz (rezistentni k antimykotickym
latkam)

- ECM a adhesiny/flokuliny FLO1, FLO11
jsou potfebné pro tvorbu biofilmu

- vazi napr. 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)




S:‘..c. kmen X1278b

B  Pseudohyphal Growth

B
YPD, 39°C
Colony Before Wash After Wash
WT
Ca_fio8A / .
Ca_flo8A .
Ca_mig1A! Phenotypic Score Phenotypic Score
Ca_migih ... ...
-7 0 10 —26 0 26
- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11
- Dig1 je represor transkripce Flo11 kwaslon
- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor dllezity RPDS FLOB

- Flo11, Flo8, Mfg1 faktory jsou konzervovany ... SPE1
a podili se na invasivnich vlastnostech . SO SPES
(virulenci) patogennich kvasinek C. albicans

Ryan et al, Science (2012)

pro uchyceni - bunééna adhese je dlileZita pro e e Mo
vSechny specifické morfologie (... biofilm, . L
flokulace)
61
206 7

Biofilm Pseudohyphal
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- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11 f-'nﬂnl I. .

- Dig1 je represor transkripce Flo11

- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor dulezity

pro uchyceni - buné&&na adhese je dalezita pro ncde D.
vSechny specifické morfologie (... biofilm, im 1014 n.

flokulace) - n.
e
-

dig 1A

Ryan et al, Science (2012)




Priony — epigeneticka informace kvasinek

Adhesivni vlastnosti mohou byt ovlivnény pfitomnosti priont [PSI*] kbdovanych
Sup35 genem - jeho PrD doména spousti tvorbu amyloidovych agregatu)

[PSF]
[PSF] Cured Sup35APrD 1.0 —
o ;- UCDB824 fluconazole
o
Total \ 5 4
growth n
N
. =)
=)
% Wash
©
H
= GdHCI
Adhesive 0 20 40' 60 80 100 curing
growth Time (h)

i === Y PD controls

-g— Original isolate
=== Cured derivative

Sup35 je translacni terminacni faktor (zastavuje translaci na STOP kodonu) — pokud
agreguje/nefunguje, dochazi k read-through genu tj. vznikaji proteiny s delSi sekvenci
a novymi vlastnostmi (zalezi na genomu dané kvasinky jaké) — mohou dat kvasince
nové vyhody (nap¥. zvySenou rezistenci k fluconazolu)

Halfmann a kol., 2012, Nature



- Vice v dalS prednasce

Flokulace

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

- flokulace je vyznamna vlastnost vyuzivana napf. pfi produkci piva

(snizuje naklady na filtraci piva) o o o
flo1” Flor™ -ovlivhéno 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 pfeméné cukru
na etanol se vaze na
bunécnou sténu ostatnich
bunék a dochazi k
vioCkovani

Smukalla a kol., 2008, Cell

Verstrepen, 2006, Mol. Microbiol




aglutinin A - His-His-His-His-His-His

(chelatuje Ni, Cu, Co
kovy)

Protein
of interest

-GTS1 transkripCni faktor

spoustéjici aglutinaci pod
GPMH6/pMCG1  GPMH6/pMCGI

EélLaj_lF;:I’L F?freodr?](;téol:;)m (100 uM CuS0Oy4)  (without CuSOy)

- biosorbce & s .

sedimentace A B T

Cell wall matrix

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

proteinem

- exprese eukaryotnich proteint v kvasince (podobné

mechanismy ... posttranslaéni modifikace) — knihovny

lidskych cDNA (i protilatek z pacient()

- 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 W @
X . + Ag-labeled

magnetic beads
Yeast expression host

antigen

Expand
sorted cells

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

—

Sort by FACS

mnozenim se nabohati
- zopakovat sorting

- v kvasince je exprimovana knihovna (napf. IgG klonu) — na kuli¢kach je navazan
antigen — opakovanim vychytavani dojde k nabohaceni (i slabSich interakci)

Boder et al, Arch Bioch Biphys (2012)



Killer toxiny

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

Poprvé analyzovano v roce 1963 (Makower a Bevan) kvasinky zabiji
podkladovy kmen (K1=Ilaboratorni, K2 a K3=vinafské kvasinky)

Kvasinky ze stejné skupiny se navzajem nezabiji (preprotoxin ...)

Geny jsou kddovany na dsRNA obalené ve ,virus-like particles” (VLP,
pfipominaji savCi dsRNA viry) — kdduji obalové, replikacni (ale potrebuji
buriku k replikaci ...), transkripCni sekvence a toxin

Samotné VLP nejsou infekCni (nejsou uvolhovany z bunék - Ize je pfenést
konjugaci bunék nebo fuzi protoplastt) ani toxické (preprotoxin v pavodni
bunice interaguje/inaktivuje maturovane/sekretované toxiny)

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

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

Hansenula mrakii ... - geny na chromosomech, toxin inhibuje syntézu p-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 1114" - -
S. cerevisiae CEG - - B. bruxellensis D013 1+ - Pichia membranifaciens CYC 1070 2+ -
S. cerevisiae VRB - 3+ B. bruxellensis D014 14 - Aspergillus spp. 27 - -
S. cerevisiae NEM - - B. bruxellensis D015 1+ - A. carbonarius B MUM - -
S. cerevisiae 2056 - 2+ B. bruxellensis D017 2+ - 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+ - F. graminearum NRRL 28525 - -
S. cerevisiae VN - - B. bruxellensis D029 2+ - E. graminearum NRRL 29020 - -
S. cerevisiae 71B - 4+ B. bruxellensis D031 1+ - E. pone - -
S. cerevisiae CS2 - 1+ B. bruxellensis D032 1+ - E. proliferatum MM 1-2 2+ -
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 14 - F. 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 - 14
S. cerevisiae SCI1 - 4+ D. hansenii 10386 - - B. cinerea 20005 - 24

r

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

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

- v lécbé (nékteré S.c. killer kmeny zabiji kmeny C.a., C. podzolicus zabiji
C.n.) o
2009, Microbiology

O wn

odolné vudi

Santos et al.,



Priony — epigeneticka informace kvasinek

B Wwild yeast

Escherichia coli (wild)
(Minimal laboratory culture)

Bacteria induce n
arrastad Pl

(9
fermentation fermeantation ©

%

[GARH] —,

S. cerevisiae (vineyard isolate)
(Minimal laboratory culture)

e Domesticated yeast GLY+GIcN medium

i Escherichia coli (wild)
Baiteris (Minimal laboratory culture)
4 flaurish L.
4 S. cerevisiae (lab - 74D)
Bacteria perish (Decades of laboratory culture)

Kvasinkovy [GAR] prion je indukovan nékterymi bakterialnimi toxiny — zplsobuje
potlaceni glukosove represe a ,prepnuti® kvasinkového metabolismu na ostatni cukry
— kvasinky tak ziskavaji schopnost vyuZzit vétSi spektrum substrati a neméni je
striktné na alkohol — diky nizSimu mnozstvi alkoholu uvolnénému do prostredi mohou
|épe pFezivat i bakterie (pro néz jsou vyssi koncentrace etanolu toxické) — vzajemné

vyhodné pro oba mikroorganismy

Jarosz a kol., 2014, Cell



Komunikace kolonii

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

134 h

Aktivni inhibice rustu = |
sousedni kolonie nikoli 21 em -

(pasivni) dusledek kolonie pfesmérovava rust
spotrebovani Ziviny sousedni kolonie —
nekompetuji o Ziviny -

L X 1~ emmmmm——

Palkova et al., Nature 390 (1997)



U cells

L cells

2 Cc
e retad U cells U cells Fraction 3 cells
\ \

section %

mitochon

-

vacuoles

lipid droplets

L cells

vacuoles

L

ekl |inid droplets

D vertical transversal coloni section

-vétSi bunky (4um)
-malé mitochondrie a

' vakuoly

-vice lipidovych vacku

rozdily jsou patrné i na
expresni urovni proteinu

-mensSi buriky (3um)
-velké mitochondrie |
vakuoly (aktivngjsi
respirace a vice ROS)

Cap et al., Mol Cell, 2012



rozdily jsou patrné i na expresni urovni proteinu

T 1 sl 1 1 il L _wonmPbimen "1 il

Vertical colony

section  JEAV(OK]e Pox1p Icl2p Qle1p Met17p

Py L | 15d

__vertical transversal colony section

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 vysSSi
Jurnover® AMK (souvisi s
produkci amoniaku), produkuji
amoniak pro komunikaci kolonii
- vyuzivaji ziviny uvolnéné z L
bunék (autofagie)

- jsou odolné&jsi vUuci stresu —
déle preziji

- schopné proliferovat (po 10
dnech)

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



Souhrn 2. prednasky

Kvasinky patfi mezi houby (asco- a
basidiomycety)

Podminky rustu — determinuiji
morfologii/bunecny program

Morfologie bunek a kolonii
Killer toxiny



