Egneretal.

- Zafazeni do systému
- Eukaryotni mikroorganizmy
- Heterotrofni, vétSinou jednobunécné, aerobni nebo
fakultativné anaerobni
- Velikost buriky 3 — 15 pm, rotacni elipsoid az vlaknity tvar
- Patfi mezi houby (Fungi)
vegetativni rozmnozovani - pu€eni a déleni
podle pohlavniho rozmnozovani je délime na:

Askomycety
Bazidiomycety

- Znamo je asi 700 druhu kvasinek



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Saccharomyces_cerevisiae.jpg
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Tvar bunky kvasinek

QRaa

a - sféricky
b - elipsoidni
¢ - citronkovy
d - ogivalni
e - lahvovity
f - podlouhly
g - vlaknity

et

e

Burnika kvasinek

© ® N o g NP

Bunécna sténa

Zarodecna jizva
Cytoplazmaticka membrana
Jadro

Jaderna membrana
Vakuola

Endoplazmatické retikulum
Mitochondrie

Glykogen

Polymetafosfat (volutin)
Lipid

Golgiho aparat




Bunka kvasinek — chemickeé slozeni

- Voda 65 - 80 %

- Dusikaté latky 45 — 60 %

« Cukry 15 - 37 %

- Lipidy 2 —12 %

- Mineralni latky 6 — 12 % (P,Os, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn)
- Rastové latky, vitaminy skupiny B, vitamin C atd.

- Charakteristické bilkoviny kvasinek:

cerevizin (typicky kvasinkovy albumin), zymokasein
(fosfoprotein) a glutatiol

Bunka kvasinek — chemickeé slozeni

- Sacharidy — sacharidy bunécné stény (glukan a manan) +
sacharidy cytoplazmy (glykogen a manan)

- Nukleové kyseliny — jsou obsazeny v jadru a mitochondriich

- Lipidy — pfevaha vazanych tukd v bunéénych strukturach
nebo tuky volné v cytoplazmé ve formé kapének

- Slozené tuky (fosfolipidy a glykolipidy):
Fosfolipid lecitin a kefalin — uplatnéni pro metabolizmu tuku
Lecitin reguluje propustnost BS




Bunka kvasinek

1 - bunééna sténa
2 - cytoplazmaticka

membrana
3 -jadro
4 - vakuola

5 - mitochondrie

6 - endoplazmatické
retikulum

Bunecna stena

- Sila 25 nm, 25 % susSiny bunky

- Zakladni slozky: glukan, manan, protein, lipid, chitin, fosfat

- Polysacharidy (80 % susiny stény) - struktura vlaken tvoficich hustou sit
- Bilkoviny strukturni (6 — 10 % susiny stény) - tvofi vypli sité, pfevaha

aminokyselin kys. asparagova a glutamova

- Bilkoviny s enzymatickou aktivitou — invertaza, kysela fosfataza, lipaza,
glukonaza, manaza

- Lipidy a fosfolipidy (do 5 % suSiny stény) - vyskyt nepravidelny
- Fosfore€nany - diesterové vazby mezi polysacharidy
+ Chitin — polymer N-acetyl-D-glukozaminu, vyskyt v misté jizev




Detailni struktura neni dosud
znama. W

3 vrstvy: glukan, manan,
mezi nimi matrix tvofena
komplexy manan-protein
vazané mezi sebou
disulfidickymi muastky

>Mannan

Membrane

Cytoplasm

Jizvy — glukozamin, chitin

Pocet jizev mezi 23 a 43 na bunku,
v misté jizev neni aktivni povrch,

u starSich bunék je proto omezena
metabolicka aktivita




/0]
Kvasinkovy pupen a jizva po puéeni

Obrazek: ESM (electron scan microscopy)

Bunécna sténa - protoplasty
Protoplast —
Helix pomatia - snail enzym

Protoplasty — vyuZiti u nesporulujicich
kvasinek pro kfizeni — flize protoplasta. Je [
mozna reverze na nativni buriku

(polyetylenglykol + ionty vapniku)

Pokud neni buné¢na sténa zcela
odstranéna, vznikaji sféroplasty, je
mozna regenerace




Bunka kvasinek

1 - bunédéna sténa
2 - cytoplazmaticka

membrana
3 -jadro
4 - vakuola

5 - mitochondrie

6 - endoplazmatické
retikulum

Cytoplazmaticka membrana

- Plazmalema, plazmaticka membrana
- Klasicka dvojvrstevna membrana
- Tloustka 7,5 - 8 nm, mozaikova struktura

- Neni sidlem enzym0 oxidativni fosforylace (sidlem oxidoredukénich
enzymd je vnitfni membrana mitochondrie)

- Velmi ¢asté invaginace tvaru méchyrkl a tubul

- Funkce CM:

1. Tvofi elasticky obal a bariéru na povrchu burky

2. Zodpovédna za transport latek (aktivni, pasivni, zprostfedkovana
difuze) a osmoregulaci

3. Je mistem syntézy nékterych komponent bunécéné stény
a “obalovych polysacharidd®




- Dvojita jaderna membrana
(karyolema) s velkymi pory, mezi
vrstvami membrany je tzv.
perinuklearni prostor,
diferenciace polarniho téliska

- Umisténo pfiblizné ve stfedu bunky
- Pocet chromozomu 16
(u S.cerevisiae)
- V karyoplazmé diploidnich bunék je
také kruhova DNA »
Jadérko (nukleolus) + karyoplazma

1-bunééna sténa o P
2-cytoplazmaticka membréana V nukleoplazmé jsou plazmidy:
3-Jadro plazmid 2um — pocet kopii 60 az 100
4-vakuola

5-mitochondrie
6-endoplazmatické retikulum

Jadro — chromatin

- Sklada se z nukleozomalnich histont
H2A , H2B — podobné nékteré useky s jinymi eukaryoty
H3 — u kvasinek je odlisSny
H4 — podobny jako u vySSich eukaryot
Tento tetramerni utvar tvofi dfen jadra, je obalen DNA, tvofi
nukleozom
Déleni jadra — pfi vegetativnim mnozeni — mitézou, pfi
pohlavnim mnozeni (vzniku pohlavnich spor) meiézou —
vysledek: 4 haploidni jadra (4 haploidni spory)




Vakuola

- Nejnapadnéjsi slozka
bunky, az 90 % prostoru

- Sféricky utvar obdany
jednoduchou membranou
(vtonoplastem)

- Casto vysila vybézky do
cytoplazmy

- U starSich bunék obvykle
jedna velka vakuola (muze
vyplfovat vétSinu prostoru)

e - Rozpad vakuoly pied
1-buné&&na sténa a fuze po déleni buriky
2-cytoplazmaticka membrana
3-jadro
4-vakuola
5-mitochondrie

6-endoplazmatické retikulum

Vakuola

- Obsahuje hydrolytické enzymy (proteinazy, esterazy,
ribonukleazu)

- Ma tedy podobnou funkci jako lyzozomy vysSich eukaryot

- Obsahuje polyfosfaty (volutin), velkou zasobu volnych
aminokyselin, purind, bilkoviny a tuky

- Ve formé krystalkd zde muze byt také hromadéna
kyselina moc€ova a izoguanin

- Podil na udrZzovani intracelularniho pH




- Jsou razného tvaru (kulovité,

M|tOCh0ndr|e vélcovité, laloénaté, ..)
- Velikost »Sitka 0,3 - 1,0 ym,
délka 1 -3 um

- 2 membrany — vnitini a vnéjsi
- vnéjsi ¢ast vnitfni m. — enzymy
glykolyzy
- vnitfni ¢ast vnitfni m. — enzymy
Krebsova cyklu, ATPaza

- Obsahuji vlastni, mitochondrialni,
DNA (cirkularni) — mtDNA

- Déleni je nezavislé na déleni buriky
- Mitochondrialni ribozomy

(mitoribozomy) — mt-ribozomy
76S — sedimentacni konstanta

- Pocet zavisi na metabolické aktivité

1-bunécna sténa
2-cytoplazmaticka membrana
3-jadro
4-vakuola
5-mitochondrie

6-endoplazmatické retikulum

Mitochondrie

- Respiracné deficientni mutanti

Pfi potlaceni respirace nebo po mutaci

Zdrojem energie zUstava pouze fermentace

Malé kolonie, tzv. petit kolonie

- Promitochondrie

Mitochondrie zménéné vlivem vnéjSiho prostredi
Morfologicky jednodudsi, omezena metabolicka aktivita

Reverzibilni stav — po odeznéni faktoru, ktery zménu
vyvolal, nastane plny navrat do ptvodniho stavu

10



Mitochondrie

Inner Outer
membrane membrane

Matrix Cristae

- e S
() 0.5 um

Mitochondrie

prostor mezi vnéjsi a vnitfni membranou _
vnéjSi membrana

mezi vnéjSi a vnitini
membranou, vyplnén matrix
* Mezikristovy prostor

vnitini membrana, kristy

ATPaza

matrix

* Mezimembranovy prostor:
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Endoplazmaticke retikulum

Podobné ER vyssich rostlin a Zivogichu

Je mistem syntézy proteinG - Vytvari cisterny, lamely, tubuly, ..

- Sklada se ze dvou membran
(vnéjsi a vnitini)

- Mezi nimi echylema, ve které jsou
globularni téliska

- Obvykle je spojeno s plazmalemou
nebo s jadernou membranou

Obé membrany jsou asymetrické
Na vnéjSi membranu jsou vazany
ribozomy

Hladké a drsné ER s ribozomy
Proteiny — posttranslacni Upravy

1-bunécna sténa
2-cytoplazmaticka membrana

Sz?ggﬁuma a transport na misto uréeni
5-mitochondrie sekrecnimi membranovymi
6-endoplazmatické retikulum méchyrky

Endoplazmatickeé retikulum

Nuclear envelope

endoplazmatické
retikulum

ribozomy




Golgiho komplex

Popsan pouze u eukaryot

transportni
vacek

sekrecni
granule

- U kvasinek mlze a nemusi byt

pritomen (jeho funkci maze
prevzit ER)

- Obvykle je tvofen jednim nebo

vice diktyozomy

- U kvasinek existuje Golgiho

aparat jen ve formé jednotlivych
diktyozomu — cisteren, z jejichz
obou koncu se uvolnuji
méchyrky

- Pocet diktyozom je zavisly na

aktivité buriky

- Pfedpoklada se uzky vztah

s délenim burky

- Funkéné navazuje na

endoplazmatické retikulum,
upravuje jeho produkty, zajistuje
jejich transport

Cytoskelet

- Je to sit' proteinovych viaken

- Jsou pfitomné v zakladni cytoplazmé i v jadre
- Umoznuje vnitrobunécny pohyb organel
- Pfitomnost mikrotubult » malo ohebné trubice slozené

z bilkovinnych podjednotek »tubulin, pfitomen je také aktin

- Kazda molekula tubulinu obsahuje guanozintrifosfat

- Mikrotubuly vychazeji z urCitého centra a konce jsou
rozkladany nebo obnovovany podle potfeby

13
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Cytoskelet - mikrotubuly

- Mikrotubuly uskutecniuji pohyb organel prostfednictvim
tzv. mechanoenzymu, napf. myozind

- Pohyb se déje za spotfeby ATP

- Myoziny — jsou zodpovédné za tvorbu primarniho septa,
pohyb jadra, mitochondrii, .....

- Kineziny a dyneiny se uplatiuji pfi fuzi jader a pfi déleni
jader

- Kineziny umoznuji pohyb od mikrotubularnich center,
dyneiny k centrim

]
Cytosol (cytoplazma)

- Protoplast po odstranéni bunécnych organel >cytosol,
cytoplazma

- Koloidni stav — pfitomnost bilkovin, glykogenu a jinych
rozpusténych makromolekularnich a nizkomolekularnich
latek

‘pH6,2-6,4

- Diferencia¢ni centrifugaci se ziskaji mikrotéliska
- mikrozomy
- peroxizomy
- glyoxizomy

14



Ribozomy

- Sférické organely o velikosti 20 — 30 nm
- Sedimentacéni koeficient 70 — 80S
- 80S muze disociovat na 40S a 60S podjednotky

- 60S - 5S rRNA, 5,8S rRNA, 28S rRNA + 40 rtiznych
bilkovin)

- 40S — 18S rRNA + 30 ruznych bilkovin
- Ribozomy mohou byt volné nebo vazané na ER

- Pocet v zavislosti na fyziologickém stavu buriky, slozeni
vnéjSiho prostiedi a rychlosti rastu

Rozmnozovani kvasinek

- Vegetativni
- puceni
- pficné déleni
- Pohlavni — spajeni:
- izogamni
- heterogamni

15



Puceni

multilateralni (Saccharomyces cerevisiae)
bipolarni

Schéma pucici buriky
Jadro (mitdza)
Mitochondrie

Vakuola

Endoplazmatické retikulum
Polove télisko vieténka
Mikrotubuly

Vieténko

NogokwNhpE

Proces trva
cca2h

16
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Puceni

Rez puéici buiikou Rhodotorula glutinis
1.Vakuola

2.Cytoplazmatickd membrana
3.Cytoplazma

4.Lom stény

5.Jizva po pfedchozim puceni

6.Jadro

7.Mitochondrie

8.Endoplazmatické retikulum

V¥ Poéry v jaderné membrané

Materska burika

Zarodecna jizva

Puceni - bipolarni

Pupen

1 - primordium
2 — matefska jizva
3 — zarodec¢na jizva

17



Puceni - bipolarni

Puceni - bipolarni o o
- U nékterych druhu
s protahlymi burikami se
pupeny neoddéluji
a vytvari se tzv.
pseudomycelium (bez
centralniho poru)

- V urcitych mistech
pseudomycelia vznikaji
svazky kratSich
elipsoidnich bunék -
blastospory

- Napf. Aureobasidium
pullulans




]
Vegetativni spory

- Blastokonidie

Na stranach nebo na konci hyf

Elipsoidni, okrouhlé nebo protahlé

- Artrokonidie

Vznik rozpadem hyf, valeCkovité

Napf. Trichosporon, Endomyces, Geotrichum

- Chlamydospory

Vznik na koncich hyf, interkaldrn& nebo volné v prostfedi

Velké silnosténné buriky, obsah zasobnich latek — bilkovin a lipidud, také
pigmentud

Vznik za nepfiznivych podminek prostfedi

Napf. Candida albicans, Aureobasidium pullulans, Candida pulcherina

Rozmnozovani kvasinek

- Vegetativni
- puceni
- pficné déleni
- Pohlavni — spajeni:
- izogamni
- heterogamni




Pricné déleni

zfidka - napf. rod Schizosaccharomyces

Pfi¢né déleni 1 (po déleni jsou bunky jednotlivé)
—) ) 20
PFicné déleni 2 (vede ke vzniku mycelia nebo pseudomycelia)

Pricné déleni — tvorba mycelia

Mycelium

<

| S SR S O

Pseudomycelium

e centralni por A - tvorba pfepazky (septa)

20



Rozmnozovani kvasinek

- Vegetativni

- puceni

- pfehradec¢né déleni
- Pohlavni — spajeni:

- izogamni

- heterogamni

Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

- Pohlavni endospory (askospory)
- Pohlavni exospory (sporidie) — jen u dvou rodu

- Proces pohlavniho rozmnozovani:

Spajeni dvou n bunék a jader — vznik 2n zygoty

Redukéni déleni 2n jadra meidézou — 4n jadra — 4n pohlavni
spory

21



Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

- lzogamni spajeni — spajeni dvou stejné velkych bunék,
napf. rod Saccharomyces

- Heterogamni spajeni — spajeni dvou nestejné velkych
bunék nebo matefské buriky s pupenem (Debaromyces)

- Homotalické kmeny — kmen ma burky jednoho
parovaciho typu a nebo a

- Heterotalické kmeny — kmen ma bunky opacného

parovacihotypuaia (+,-; h* h)—vétSina kvasinek
V pritomnosti bunék a i a fuzi vznika zygota a/a
Specificky feromon fidi cely proces, narusi BS pro
aglutinaci bunék obou parovacich typu.

Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

- Parovaci typ kvasinek je dédicny a je
determinovan geny MAT (mat a pro bunky typu a,
nebo mat a pro buriky typu a)

- Lokus MAT je lokalizovan na chromozomu Il

- Lokus MAT kontroluje takeé proces sporulace

- Lokus MAT je zodpovédny za produkci
specifického peptidu — “feromonu®

- Lokus MAT je velmi stabilni. Ménit s mUze jen
mutaci a—a , nebo a—a




Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

- Funkce “feromonu”

- zastavuje bunécny cyklus v uzlovém kontrolnim
bodé faze G1

- méni naboj povrchu bunék opaéného parovaciho
typu (moznost aglutinace)

- “zmékcuje” stény bunék opacného parovaciho typu
— bunfiky méni tvar

Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

Izogamni spajeni

a —zména tvaru bunky
b —vznik zygoty

¢ — puceni zygoty
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Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

Izogamni

spajeni

1-zygota

Jednotlivé faze meidézy u Saccharomyces cerevisiae

198 %@

1
2
2 Q@
4
2= 1
P L @E}
1
: f 2 g 1

6 — polykomplexni télisko

Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

a — diploidni jadro

b — rozdéleni
polového téliska

¢ — vytvoreni
vieténka

d — rozpad vreténka

e —rozdéleni obou
polovych télisek

f — vytvoreni dvou
vietének

g — rozpad vietének
a vytvoreni Gty
haploidnich jader

1 — pdlové télisko, 2 — mikrotubuly, 3 — vieténko, 4 — jadérko, 5 — kulovité télisko,

24



Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

axa —
dikaryot —

zygota —
4 haploidni

spory

. ela burika se méni ve viecko
Saccharomyces cerevisiae

Pokud pfi meidze dojde k nepravidelnosti nebo
nékteré z jader zanikne, je pocet spor v asku
mensi

Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

Tvar askospor u kvasinek a b

a — ledvinovity
(Kluyveromyces marxianus ’Q
ar. marxianus) C(

b — kloboukovity
(Hansenula anomala)

¢ — saturnovity
(H. saturnus)

d — vietenovity
(Nematospora coryli)

e — jehlovity @

(Metschnikowia plucherrima) c

f — tvaru Cepice

(Wickerhamia fluorescens) ‘
; f




Rozmnozovani kvasinek - pohlavni

Heterogamni spajeni a tvorba aski

a — Debaryomyces
b — Nadsonia

1 — askus

2 — askospory

3 —tuk

Ke spajeni muze dojit i mezi
matefskou burikou
a pupenem

Zivotni cyklus kvasinek

- Stfidani haploidni a diploidni faze

spajeni
/....67 =
TN \
VoY
: iploidni
haplokiCP J C?"ch‘xze
faze 0‘\ \ I/ / Vltt' ] oo
egetativni mnozeni
L \%{ —~
Vegetativni mnozeni i

sporulace
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Zivotni cyklus Saccharomyces
cerevisiae

Kmeny homotalické

i heterotalické
Nejcastéji se vyskytuji
v diploidni fazi

a
é) heterothalické

o&\£

Zivotni cyklus Schizosaccharomyces

pombe
RozmnoZuje se piiénym H — haploidni buitka
délenim (nepuci) Dc — diploidni bunka (jen
zygotall)
Vm - vegetativni mnozeni
As - askus
Sp - spory

— haploidni faze

— diploidni faze

Askus s 1 — 8 askosporami
Pohlavni mnozeni:
izogamni konjugace
Podobna velikost
genetické informace jako
S. cerevisiae, ale jen

Nejcastéji se vyskytuji 3 chromozomy,
v haploidni fazi v genech &asté introny
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Zivotni cyklus Torulopsis sp.

H — haploidni buinka

Vm - vegetativni mnozeni
— vyhradné haploidni faze

Napf¥. Torulopsis, Candida,
Rhodotorula aj.

I

Zivotni cyklus
Saccharomyces ludvigii

Spajeni 8
askospor/’ @
=D D

As
As - askus
D - dikaryot
CSp - spajeni spory

Ke spajeni askospor dochazi pfimo ve viecku
Haploidni faze neexistuje vibec!!!
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Zivotni cyklus u rodu Leucosporidium

0 Vytvari
/f iem@l w‘% pOhla\{ni_exospory -
\ &7 . A sporidie
Eg sporidie ?T:l;g ;{l‘-:‘

meidza a PFeZkG
tvorba sporidii
tvorba teliospory L .
a karyogamie Pucenim sporidie vznika
i
promycelium

haploidni

khcenl \\ vegetativni burika
teliospory teliospora

Zivotni cyklus rodu Filobasidiella

heterothalické

haploidy
CAPZ .
(,é)(q) puceni
@’ o
\onjugoce
fhaee
tvorba
spor

rozristani
myceluu

/ dikaryotni
mycelium
karyogamie

meiéza

s nasledupcx
mitozami

teleomorfa kvasinky
Cryptococcus

Vytvari

pohlavni exospory -

bazidiospory

1 na polokulovitém konci
bazidie vznika

8 prisedlych bazidiospor
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Vyuziti kvasinek
Pivovarské kmeny kvasinek:

Kmeny spodniho kvaseni: kvaseni
probiha pfi teplotach pod 10°C, po
dobu asi 7 dnu, etanoltolerance
nemusi byt vysoka, po skon¢eném
kva$eni kvasinky sedimentuji

Kmeny svrchniho kvaseni: kvaseni

probiha krat$i dobu pfi teplotach 20°C
a kvasinky jsou na konci vynaseny na
povrch tekutiny

Vyuziti kvasinek

Vinarské kmeny kvasinek

Je pozadovana stfedni etanoltolerance, kvaseni
probiha pfi 25°C po dobu 7-14 dnu (obsah
etanolu pfi porovnani s lihovarskou vyrobou roste
pomalu). Je pozadovana i odolnost k SO, kterym
se oSetfuje vinny most, po skon¢eni kvaseni je
zadouci autolyza kvasinek, nebot’ pfispiva
k vytvareni buketu vina. U kmenu pro vyrobu
Samparnskych vin je nutna odolnost az k 8 — 12 %
etanolu od pocatku kvaseni.

U kmenu pro vyrobu tokajskych vin je nutna
odolnost ke zvysenému osmotickému tlaku.

LY

\;a \\,/
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Vyuziti kvasinek

Lihovarské kmeny kvasinek

Pozadovana je vysoka odolnost k etanolu,
nebot kvaseni probiha pouze po dobu
24 — 48 h, béhem nichZ obsah etanolu
roste rychle az k 11 % (vysoka rychlost
fermentace)

Vhodna je i osmotolerance, ktera
umoznuje vyuziti koncentrovanéjsich
melas.

Kvasinky na rozdil od pivovarskych nemaji
schopnost aglutinovat a sedimentovat

o

CH,;~CH,-OH

- F;) b -

i

Vyuziti kvasinek

Pekaiské kmeny
Cilem je ziskani co nejvetsi
biomasy, pozaduje se proto
rychlé mnozeni a co nejmensi
sklon k alkoholovému kvaseni,
protoze zdroj C a energie ma
byt maximalné vyuzit k tvorbé
biomasy. Kultivace probiha za
aerobnich podminek a uplatriuje
se hlavné respirace. Kvasinky
nesmi aglutinovat, maji
minimalné adsorbovat barviva
(vzhled kvasinek a nemaji mit
sklon k autolyze (trvanlivost
drozdi)

31



