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TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM

A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

23.9.2010 | 10-11.30hod | Dr. Paletek Uvod — houby, vyznam, historie, kultivace

30.9.2010 | 10-11.30hod | Dr. Palegek Metody studia, genetika a molekularni biologie kvasinek

7.10.2010 | 10-11.30hod | Prof. Farkas Bunécna sténa
14.10.2010 | 10-11.30hod | Dr. Palegek Morfologie a buné&ny cyklus, parovaci proces, HO endonukleasa, lokalizovana exprese
21.10.2010 | 10-11.30hod | Dr. Palecek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
28.10.2010 | statni svatek

4.11.2010 | 10-11.30hod | prof. Svoboda | Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt
11.11.2010 | 10-11.30hod | prof. Svoboda | Sekrecni drahy a endocytéza
18.11.2010 | 10-11.30hod | prof. Svoboda | Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
25.11.2010 | 8-12hod prof. Svoboda+Dr.PaleCek - Cvi¢eni k pfednasce

2.12.2010 | 8-12hod prof. Svoboda+Dr.PaleCek - Cvi€eni k pfednasce

9.12.2010 | 10-11.30hod | Dr. Paletek Organizace chromatinu a oprava DNA

16.12.2010 | 8-12hod Dr. Palecek Zkouska




... trochu historie

- savci pili alkoholicky nektar miliony let (PNAS, 2008)
- lidé vyrabeli napoje podobné dnesnimu pivu a vinu jiz pred ~9000 roky

(chleba prfed ~4000 lety) ... - Tana pestroocasa pije fermentovany
nektar z kvetu Bertramovy palmy

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

- autofi spekuluji o vlivu takovychto
pfirodnich alkoholickych napoju 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

- savci pili alkoholicky nektar miliony let (PNAS, 2008)

- 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 dokazal 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 ...

.. hejintenzivnéji studovana eukaryotni bunka ...

- prvni (S.c.) kompletné osekvenovany eukaryontni genom v

dubnu 1996 (S. pombe, 2002; v souasnosti osekvenovanych >25 druhu kvasinek, + S.c.
populaéni genomika => SNP polymorfismus)

¢ iGﬂ SGD databaze: http://www.yeastgenome.org/

Nobelova cena za vyzkum bunécného cyklu (2001 — Nurse, )| Hartwell, Hunt)

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


http://www.yeastgenome.org/
http://www.yeastgenome.org/
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

- 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 AFA006Y97 100
03723 CBS 10632 EU149780
03ynp2 CBS 10740 DO402536
03ynp2 ANT 03-028 EU149779
Cryplococcus saitol 03Dn CBS 10631 EU149783 AF444372 99
(3 Lab1 CBS 10628 EU149782
(13 Lab2 CBS 10630 DO402537
(13 Labé6 CBS 10618 EU149781
Cryptococcus sp 1 13YB1 ANT 03-149 EU149784 ABO35045 94
Cryplococcus carmescens 03 G5 CBS 10755 EU149786 ABO35050 oo
13CW1 CBS 10634 EU149785
Cryptococcus albidosimilis (13 Lab8 CBS 10619 EU149787 AF145325 100
Cryptococcus vishniaci (13 Lab3 CBS 10616 EU149788 AF145320 100
Diebaryomyces 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 2030CW2 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
Rhodotorula laryngis 03723 CBS 10621 EL149811 AF444617 98
Rhodotorula mucilaginosa 03NB35 CBS 10685 DO402533 AF444635 99
035P24 CBS 10752 EU149812

Representative isolates with ITS GenBank 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

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




-Saccharomyces boulardii — izolovan z Cinske Svesticky LyCi - nepatogeni
kolonizace strev (pouze doCasna) - pouzivan jako probiotikum pfi stfevnich
potizich (Enterol) - ochrana proti patogenum (Salmonella typhimurium) —
moduluji imunitni systém, inhibuji u€inky bakterialnich toxinu

-Immiflex — obsahuje beta 1-3,1-6 glukany z bunécnych stén kvasinek S.c. —
aktivuji imunitni systém (neutrofily) a zvysuji tak obranyschopnost organismu

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

stfevni sliznice

PEYEROVY PLATY
F - 3 I




-15 druhu je potencialnimi lidskymi patogeny (vyvolavajl onemocnéni u
oslabeneho organismu — imunosupresiva, cukrovka ...- 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 Clovéka prirozené)
-Cryptococcus neoformans — 8% AIDS pacientu — plicni
onemocneéni az do mozku - (pfenasi 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, pachydermatls)

-3 druhy Trichosporon (kuze)




Vyznam

-prakticky
-vyroba piva, vina, etanolu a pekarského drozdi (S.c.), ruzné kmeny pro
spodni a svrchni kvaSeni, vinarské a lihovarské

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

- $tépeni Skrobu amylolytickymi enzymy (Saccharmycopsis fibuligera,
Schwanniomyces occidentalis)

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

- odbouravani ropnych produktu (Yarrowia lipolytica)

-vyzkumny
- S. cerevisiae a S.pombe jsou modelovymi organismy
- Rychle rostouci eukaryontni bunka ...
- Metody vyuzivajici kvasinek (2-H, FASAY)

- Exprese proteint (posttranslacni modifikace, Stépeni ... hepatitis B core
antigen, antithrombin proti srazeni krve; Pichia pastoris)




Studie populaci S. cerevisiae a S. paradoxus

« Sekvenace (hybridizace na €ipech) > 100 kmenu z rznych koutu
sveta

 S. paradoxus — linie izolované podle lokalit
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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 i polysacharidy jako
ékrob,) 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)

c@yntetické SD médium = 6.7g/l yeast nitrogen base w/o amino acids
(aminokyseliny se pfidavaji dle potreby), 20g/lI dextrose (2%
glukosa)

Minimalni agarova puda = 5g/l (NH,),SO,, 19/l KH,SO,, 0,5g/| MgSO,
.7 H,0, 109/l glukosa, 1ml/l Wickerhamuv roztoT(, 269/I agar
Wickerhamuv roztok: 0.2mg biotin, 200mg inositol, 20mg riboflavin,
40mg tHi&fiin, 40mg pyridoxin, 20mg kyselina p-aminobenzoova,
40mg kyselina nikotinova, 0,2mg kyselina listova (na 100ml vody)



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

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

0. :
- ' )  CITRONOVITE
icoongy %QQ / (APIKULARNI)
9
OGIVALNI QO Cbp 9% 5 CYLINDRICKE
A &? TROJUHELNIKOVITE



Morfologie kvasinek-hyfy

- Nedojde-li pfi puCeni k Uuplnému oddeleni dcefinné bunky, zustavaji
bunky spojeny a vytvari se tzv. pseudomycelium (na rozdil od mycelia
ma zaskrceni)

- Posledni bunka pseudomycelia je nejmensi = pupen (v myceliu je
nejvétSi= roste a déli se prehradecCné)

- vzdy se jedna pouze o jednu z moznosti vegetativhiho rozmnozovani (pfi

nedostatku Zivin) — za jinych kultivaénich podminek se mnozi puc¢enim
(jednobunécna forma)

- Na koncich (i mezi burikami) mohou vznikat spory (blastospory), které
se dale mnozi puCenim —

rozpad mycelia na valcovité peastllcs Balls o

buriky (arthrospory) rod | iy
Trichosporon — balistospory pseudohypha YA A
na stopkach u Sporidiobolus, \ bipgisbore Ulieiiet
Sporobolomyces / Bl Y
- Nevykazuji zvysenou odolnost Ch'amydc’“{:re |
jako u bakterii — tem se podobaji J 7 i
spiSe chlamydospory (nizsi gl i
odolnost) Jy Lo

Candida albicans |


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

Morfologie kvasinek-spory

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

Saccharomyces KULATY @ @ RHOMBOEDRICKY
] S LINEARNIM : .
Schizosaccharomyces e A PYTLOVITY Lipomyces
SPOR
. KLOBOUKOVITY Hanensula
Metschnikowia PROTAHLY % A/~ '
S ROZPOLCENOU O  SATURNOVITY
SPOROU
Nematospora VRETENOVITY I / JEHLOVITY

- Teliospory vznikaji v zivotnim
cyklu basidiomycetes — pfi splynuti
jader v bunce dvoujaderného mycelia


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/bb/Gymnosporangium_globosum_3.jpg

Kolonie - na povrchu pevného média
- hladké kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.c.)
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
- obvykle krémova barva —
Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus) — Cerny
pigment (melanin — Aureobasidium)

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

kolonie i '“*”*"ﬂlr

M

134 h

Aktivni inhibice rustu e
sousedni kolonie nikoli e e
(pasivni) dusledek
spotrebovani ziviny

kolonie pfesmérovava rust
sousedni kolonie —
nekompetuji o ziviny -

Palkova et al., Nature 390 (1997) R e




|dentifikace kvasinek

- Kombinace morfologickych, fyziologickych a biochemickych parametra.

- Morfologie — rozliSeni jednotlivych druht. Charakteristika tvaru, velikosti, povrchu...,
asexualni a sexualni struktury,...

- Biochemické parametry — uréeni jednotlivych rodd — asimilace a fermentace cukrq, utilizace
dusikatych latek, hydrolyza urei, teplotni studie....

- rozdéleni dle zpusobu pohlavniho rozmnozovani (asko-viecko, basidio-
stopkovytrusé a deuteromycetes; basidiosporogenni produkuji ureasu — na mocoviné
s fenolCerveni se barvi Cervené ...)




