PRAKTIKUM Z BIOLOGIE KVASINEK

e 1. Makroskopické a mikroskopické pozorovani kvasinek - doc. Palecek

e 2. Konverze bunék na protoplasty - prof. svoboda

e 3. Mikroskopické pozorovani parovani kvasinkovych bunék - doc. Paletek

e 4. Mikroskopické pozorovani sporulace u kvasinek Schizosaccharomyces
versatilis - prof. Svoboda




Kolonie

- obvykle krémova barva — ¢erveny pigment (Rhodotorula)
- rizné tvary kolonii:

- hladké, drsné ... kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.cerevisiae) — zavisi na ECM gom
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
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Granek and Magwene, PLoS Genet (2010) Laboratorni kmeny jsou hladké (napr. S288C -
Genotyp: MATa SUCZ2 gal2 mal mel flo1 flo8-1 hap1)



Makroskopické a mikroskopické pozorovani kvasinek

» Saccharomyces cerevisiae P)J69-4a
Makroskopie

» Schizosaccharomyces pombe 501 L
e Barva: lososova, ruzova, docervena

* Rhodotorula mucilaginosa * Povrch: hladky, leskly, slizovity
e Okraje: celistve

e Pichia membranifaciens

http://www.antimicrobe.org




Mikroskopie - morfologie

- za béznych podminek prevlada kvasinkova f.

- rotacni elipsoid, kulaté, protahlé

- 3-15 mikrometra (bakterie<kvasinky<savci buriky)
- U jednoho druhu (haploidni<diploidni<polyploidni)
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Kvasinkova forma - morfologie

- vegetativni rozmnozovani:

- puceni (budding) — monopolarni (rod Malassezia), bipolarni (stfidaveé na obou pélech=
citronkovity tvar) nebo multipolarni (Saccharomyces, kdekoli, ale nikdy ne na stejném
misté), na sterigmé (pupen spojen s matefskou bunkou Uzkou stopkou)

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

. '

i O CITRONOVITE

g % AL f (APIKULARN()
IR\

OGIVALNI QO ?;O 5) % o CYLINDRICKE

= . .
& & TROJUHELNIKOVITE



Pozorovani pucici kvasinky S. cerevisiae

www.BANDICAM .com

or 9.

UMass Amherst Libraries  https://youtu.be/GFEgB_ytDZY




Bunecny cyklus pucici kvasinky S. cerevisiae
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zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zacatek S faze — duplikace DNA ...

rozchod jadernych plakd na opacné poly — pfechod z S do G2 faze

jadro se protahuje — zaCatek M faze (mitdzy) — jaderné mikrotubuly odtahnou chromosomy
oddéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

oddélena dcefinna burika je mensi nez matefska — nerovnocenné déleni— pro dalsi déleni
musi dosahnout urcité velikosti => dlouha G1 faze

Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



Pozorovani poltivé kvasinky S. pombe

Hoffmann a spol, Genetics, 2015



Bunecny cyklus S. pombe

S.pombe ma rovnocenné déleni - vznikaji bufky stejné velikosti — hned
vstupuji do S faze (jsou dostatecné velké) — pro vstup do mitozy musi byt
dvojnasobna velikost (kontrola v G2 fazi => nejdelsi je G2 faze)

2 *«
Meiosis Il S
" Sporulation
Y # )
s 3 A A
- . frss - f
Meiosis |

!

’ . o
conjugation
)

\

-

stationary
phase
Oy

Meiotic cyvele Vegetative (mitotic) cvele

- pro konjugaci je kriticka G1 faze jako u S. cerevisiae



Konverze bunéek na protoplasty



Mikroskopické pozorovani parovani kvasinkovych bunék
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Zivotni cyklus kvasinek

- stabilni haploidni i diploidni buriky (S. cerevisiae — S. pombe okamzité sporuluji)
- haploidni buriky opacného parovaciho typu se mohou kfizit — diploidni buriky

- diploidni buniky mohou sporulovat — spory obsahuji 4 haploidni bunky (po
meiotickém déleni) — 2 a 2 opacného parovaciho typu

- homothalické buriky pfepinaji parovaci typ a mohou se kfizit ...



/

Pozorovani pucici kvasinky S. cerevisiae
tvorba shmoo

https://vimeo.com/14316828

haploidni bunky reaguji na pfitomnost ,partnera” opacného parovaciho typu zménou morfologie a zastavou bunécného cyklu



Funkce jednotlivych proteint v prubéhu parovani
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Ren et al., Science, 2000



Pozorovani poltivé kvasinky S. pombe

- tvorba shmoo
- konjugace
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Spaca‘

Signalni draha — a faktor
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Sporulace

- homothalické bunky S. pombe se paruji a okamzité sporuluji

- u S. cerevisiae dochazi k indukci meiosy a sporulaci pfi nedostatku dusiku v kombinaci s ne-
fermentovatelnym uhlikatym zdrojem

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




Prepinani parovaciho typu

Homotalické - HO endonukleasa je exprimovana pouze v matefské burice v G1 fazi
(dcefinnd si uchova plvodni typ)
Heterotalické — nemaji funkéni HO endonukleasu
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Sporulace — tetradova analyza
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- pouzdro spory je tfeba rozrusit a pomoci mikromanipulatoru ziskat/pfenést jednotlivé haploidni buriky do
novych pozic (Ize provést i tzv. random sporulation)

- u S.pombe jsou diploidni bunky nestalé a okamzité sporuluji (pouzdro se rozpada samo)



Mikroskopické pozorovani sporulace u kvasinek
Schizosaccharomyces versatilis



