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O ¢em se dozvite?

Vyznam — vyskyt, vyuziti, vyzkum ...
Mikrobiologie - zakladni charakteristiky
Biotechnologie - metody

Genetika - metody

Klinické aspekty — patogenni kmeny
Bunécna biologie — bunécna stena ...
Molekularni biologie — bunecny cyklus,
transkripce, chromosomy, evoluce



Rozvrh prednasek

05.10.2023|8-9.30hod  |[C02-211  |Doc. Palecek Uvod - historie, vyznam, zakladni charakteristiky kvasinek
12.10.2023(8-9.30hod |C02-211  |Dr. Spirek Mitochondrie, chromosomy

19.10.2023|8-9.30hod  |C02-211 _ |[Doc. Palegek Diagnostické a molekularné biologické metody
26.10.2023|8-9.30hod [C02-211  |Doc. Paletek Genetika kvasinkovych organismii

02.11.2023|8-9.30hod |C02-211  |Doc. Paletek Morfologie a bunéény cyklus, parovaci proces,
09.11.2023|8-9.30hod |C02-211  |Doc. Palecek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
16.11.2023|8-9.30hod  [C02-211 | Dr. Spirek Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt

23.11.2023|8-9.30hod |C02-211  |Dr. Spirek Struktura kvasinkové buriky, sekre¢ni drahy a endocytéza
30.11.2023|8-9.30hod  |C02-211  |Dr. Spirek Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
07.12.2023|8-9.30hod  |C02-211  [Doc. Pale¢ek Organizace genomu a evoluce kvasinek

14.12.2023(|8-12hod  [B07-2.17 |Palecek+Spirek |Cvi€eni k pfednaskam

21.12.2023|9-12hod C02-211  |Doc. Paleéek test + predtermin zkousky

Pfednasky — PDF na IS po pfednasce

Cviceni — blokové
2-3 terminy zkouSeni
(na ¢em studenti pracuji?)

test a prednaska




Osnova 1. pfednasky

Kvasinky — historie ,
Vyskyt a prenos UvoD
Vztah k lidskému zdravi

Vyznam pro biotechnologie a vyzkum
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Informacni zdroje

Janderova & Bendova: Uvod do biologie kvasinek, nakladatelstvi Karolinum (1999)

Hinnebusch & kol: YeastBook (An Encyclopedia of the Reference Eukaryotic Cell,
2012-2016, Genetics: hitp://www.genetics.org/content/yeastbook)

F. Sherman: Getting started with yeast, Methods Enzymol. 350, 3-41 (2002):

... nejnovejsi ¢lanky z casopisu Cell, Nature, Science, PNAS ... vzdy uvedeny na strance

SGD databaze: http://www.yeastogenome.orqg/
http://wiki.yeastgenome.org/index.php/Commonly used strains
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... trochu (pre)historie

- pfirozené v prostfedi mohou fermentovat sladké stavy (napf. nektar ...)
- lidé vyrabéli napoje podobné dnesnimu pivu a vinu jiz pfed ~9000 lety
(Cina), chleba pred ~4000 lety

- ve stfedoveéku v Evropé kvasili slad — nazev yeast pochazi z némeckého
Gischt/holandského Gist (nazev pro pénu na povrchu kvasnych produktd —
LAle“ se svrchnim kvasenim - pouzivana pro re-inokulaci nového kvaseni)

- v Cechéch se vafilo pivo od 9.stoleti (knize Vaclav zakazal vyvoz chmelu
pod trestem smrti)

- roku 1516 v Bavorsku poprvé definovali
co a kdy se smi pouzit pro vareni piva
(jeémen, voda a chmel — v obdobi od 29.9. do 23.4.
kvasinky brali jako vedlejsi produkt)
- v letnim obdobi skladovano v jeskynich na ledu
(skladovani a chladné prostredi — kvasinky pro
“Lager“se spodnim kvasenim)

dle NGS

pavodem z Ciny F

3 Lager — Saccharomyces
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Monerawela a Bond, Biotech Adv, 2017



trochu (experimentalni) historie

- poprvé kvasinky pozoroval A. van Leeuwenhoek v roce 1680
(nepovazoval je za burnky — bunka popsana az pozdéji)
- L. Pasteur prokazal aktivni uc€ast pfi kvaseni (polovina 19. stoleti) — fesil

problém francouzskych vinaru s ,kazenim vina® — zjistil, ze k fermentaci
dochazi za anaerobnich podminek (Pasteurtv efekt — lepsi rust)

- nazev Zuckerpilz (,cukerna houba®) tj. Saccharomyces od roku 1837
(Schwann)

- prvni Cisté kultury S. pastorianus izolovany z piva (E.Ch.
a S.c. z vina (Muller-Thorgau) v 80.letech 19. stoleti (cerevi
latiné, pombe = pivo ve swabhili)

- Buchner pfipravil roku 1897 ,stavu“ z rozdrcenych
kvasnic, prostou bunék (cukr byl touto
,stavou“ zkvasovan — zymaza — zaklady
oboru biochemie) — Nobelova cena (1907)

- Harden zkoumal enzymy ucastnici se
procesu kvaseni a v roce 1906 objevil i
nebilkovinne slozky kozymazy tzv. koenzymy

m”yw
Glucose-6-phosphate
Pgil |
Fructose-6-phosphate
Pfi1/2 l/—ATP
Fructose 1,6-diphosphate
Fab1
Dihydroxyacetone “—" Glyceraldehyde 3-phosphate
phosphate Tpil
NAD*

Tdh1

NADH,< 1,3-diphosphoglycerate

Ethanol
H+ Pgkl }~ ATP
Adh1

3- phosphoglycera[e
Acetaldehyde Pgr'nl

2- phosphog[ycera[e
Pdcl Enc]
Phosphoenol pyruvate

’:’*'-_; Pyt |

gb-' *: Lager — Saccharomyces Pyruva[e
'7<f ’J pastorianus

g %h :

ki ,j( Monerawela a Bond, Biotech Adv, 2017



... trochu (vedecke) historie

- prvni systém pro klasifikaci (patogennich) kvasinek, zalozeny na

morfologii bunék a nékolika fyziologickych testech (fermentace

monosacharidl) vytvofil A. Guilliermond v roce 1912

- v Ceskoslovensku prof. Kratochvilova ...

- v 70. letech 20. stoleti se zacaly kvasinky vyuzivat jako modelovy

eukaryoticky organismus v molekularni biologii (navazoval na vyzkum

bakterii a bakteriofagu)

- nejintenzivnéji studovanou eukaryotni bunkou byly kvasinky S.

cerevisiae (USA) a S. pombe (UK, Japonsko)

- Nobelova cena: za vyzkum bunécného cyklu - 2001 — Hartwell, Hunt,

Nurse; za sekreci — 2013 — Schekman, za autofagii — 2016 — Ohsumi)

- S. cerevisiae prvni kompletné osekvenovany eukaryotni genom

(1996, S. pombe, 2002; v souCasnosti osekvenovany desitky druha a

stovky kmenu kvasinek)

- v soucasnosti nékolik set laboratofi na svété vyuziva S. pombe ...
NEAE
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-
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Prirozeny vyskyt

- ve vode (dle &istoty — moFe 10/, 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 znecisténych vodach Candida (Yarrowia) lipolytica, C.
tropicalis, v planktonu v zavislosti na fasach napf. Rhodotorula

o A4
-V pUde (mnohem méné nez bakterii, do 15cm hloubky —

Schwanniomyces, Lipomyces, Pichia, Cryptococcus, schopny hydrolyticky
Stépit celobiosu, lignin nebo produkty bakterialnihno metabolismu)

- v Antarktidé jsou kvasinky dominantni (méné bakterii)

druhy) - basidiomyceta lIépe adaptovany na chlad
nez ascomycota

Psychrotolerantni pfevazovaly — vétsi flexibilita
nutna k preziti ve fluktuujicich teplotach Antarktidy

] - izolovany 2x asco- a 16x basidiomyceta (7x nové
AL
Aoy

8 &h-
VA 3N

Conell et al., Microb Ecol, 2008
Ruisi et al., Rev Envir Sci Biotech, 2007



Table 2 Species isolated from Southern Victoria Land soil

Species Site isolated Isolate number GenBank accession Closest match Percent match
Clavispora lusitaniae® 03YB2
Cryptococcus nyarrowii 03721
037123
03YB2
03YB2
Cryptococcus saitoi 03DJ1
03Lab1
03Lab2
03Lab6
* Cryptococcus sp | 03YBI
Cryptococcus carnescens 03 G5
03CW1
Cryptococcus albidosimilis 03Lab8
Cryptococcus vishniacii 03Lab3
Debaryomyces hansenii® 03Lab1
03 Lab4
037123
% Dioszegia sp | 03CW2
03YBI
Du)x[cgld sp 2 03CW2 Figure 1 Sample site locations in South Victoria Land, Antarctica  Valley are shown in (b) and Taylor Valley in (d). The locaton of the
LCuﬁ‘!S[H‘J‘TidiLLI'[l sp 1 03IMD3 g?ﬂi;ifo?gji&}?ﬁgﬁ:ﬂﬁg:&p‘,?il?:il?;?cc;n,if ?:qu:::;i study area on the Antarctic continent is indicated with a star in (¢)
03T14 CBS 10684 EU149803
03T30 . , - ,
* Leucosporidium sp 2 03MD3 - izolovany 2x asco- a 16x basidiomyceta (7x nové
¥ Leucosporitium sp 3 ol druhy) - basidiomyceta lépe adaptovany na chlad
*  Leucosporidium sp 4 03MD3 nez ascomycota
03ynp2 e e e
Mrakia stokesii 03730 CBS 10622 EU149810 AF144486 100
Rhodosporndium kratochvilovae | 03Lab6 CBS 10617 DO02534 AF444520 100
Rhodotonila Taryngis 037123 CBSs 10621 EU149811 AFa444617 98
Rhodotorula mucilaginosa 3NB35 CBS 10685 DO402533 AFa444635 99
035P24 CBSs 10752 EU149812

Representative isolates with JIS GenBapk accession numbers are listed. Tsolates 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

Conell et al., Microb Ecol, 2008 * Nové objevené kvasinkové druhy



Puda a kvasinky

Typ vegetace — slozeni pudnich mikrobialnich komunit

Kvasinky jsou kosmopolitni (vétSinou autochtonni, kromé kmenu
vyrobnich)

Mnozstvi a druhové slozeni kvasinek v ptidach je nerovhomérné (vice v
asociaci s rostlinami) — ovliviiuje mnoho faktoru

Nejsou primarnimi degradatory tézko rozlozitelnych latek (lignoceluléza),
ale degradatofi meziproduktt rozkladu rostlinného materlalu (aerobnl
rozklad L-arabin6zy, D-xylozy, celobidzy)

Transformace Zivin
Kolobéhy C, N, S, P v ekosystému
Aerobni respirace i fermentace Zivin

Nitrifikace = premé&na amoniaku na dusi¢nany (rody Candida,
Geotrichum, Rhodotorula, Saccharomyces, Williopsis)

Sulfurikace = oxidace siry na sirany, thiosirany (rody
Rhodotorula, Saccharomyces, Williopsis)

Rozpousténi tézko rozlozitelnych fosforeCnanua (rody
Rhodotorula a Williopsis) — podporuje rust rostlin

Botha, Soil Biol. Biochem., 2011



Vandenkoornhuyse a spol, Science, 2002

Rostliny a kvasinky
- na listech rOStIin, kveétech ektar palmy

Bertramové ... Cervené kvasinky rodu Rhodotorula,
Rhodosporidium, Sporobolomyces, erna Aureobasidium pullulans,)

- ha korenech

50 druht z travy A. elatius -I
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Rostliny a kvasinky

- pfedevsim na kazicich se plodech

(na spadlych rozkladajicich se plodech ... schopny hydrolyticky
stépit celobiosu, lignin nebo produkty bakterialniho metabolismu -
zahnivajici kaktusy => pektolytické bakterie => kvasinky Pichia
cactophila, P. opuntiae => pfenos a vyziva drosofila)

e
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Hmyz a kvasinky

- kvasinky ve stfeve mouchy Drosophila ...

- askus chrani spory behem pruchodu 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: hmyz slouzi jako vektor umoznujici kvasinkam
osidlovat nova prostredi, pficemz zvysena rekombinace
Zvysuje sance na preziti a adaptaci na né

s
Sandhu & Waraich, Microb. Ecol., 1985 ke



Kvasinky a savcl

- Tana pestroocasa pije fermentovany nektar z kvétu Bertramovy palmy ...

- i Clovéku se dostavaji kvasinky do traviciho traktu napf. pfi konzumaci
burcaku, nefiltrované pivo ... neskodné pro zdravé jedince (! ale co pro
imunokompromintované jedince?)

- nejCastéji je z gastrointestinalniho traktu izolovana C. albicans (C. dubliensis)
- kvasinky tvofi jen malou ¢ast stalé mikrofléry ve stfevé - méné nez 0,1 %
mikrofléry

- kGize, Ustni dutina, sputum, vaginalni sekrety, vytéry zvukovodl, mog, stolice ...



Patogenni kvasinky

- ccal5 druhu je potencialnimi lidskymi patogeny (vyvolavaji onemocnéni u
oslabeného organismu — imunosupresiva, cukrovka ... vyznamnym faktorem
virulence je schopnost tvorby biofilmu - antibiotika na eukaryota nezabiraji)

- Kandidozy (C. albicans, dubliniensis, krusei, tropicalis, parapsilosis,
glabrata, utilis, lipolytica)

- Candida albicans — urogenitalni a krevni infekce (vyskytuje se u
Clovéka prirozene)
- Cryptococcus neoformans — 8% AIDS pacientl — plicni onemocnéni
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, pachydermatis)

- 3 druhy Trichosporon (kuze)

Malassezia furfur

pityriasis versicolor




Vyznam pro zdravi Cloveka

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

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

R T AR e
L i Ty o Ly
{ 'b‘_ —

5O A N 58
Probiotics®

Saccharomyces

Bnui_ard'fi _
Murzyn et al., 2010, FEMS Microbiol Lett. bt

1 i

- Saccharomyces boulardii —izolovan z Cinské Svesticky
LyCi (1920, Henri Boulard) - pouzivan jako probiotikum
pfi stfevnich potizich (Enterol, Salutil) - ochrana proti
patogenum (Salmonella typhimurium, C. albicans) —
moduluji imunitni systém, inhibuji U€inky bakterialnich
toxinG a rust hyf ...

- exprese proteind - pfiprava ,hepatitis B core” antigenu, insulin (S. cerevisiae), anti-
thrombin proti srazeni krve (Pichia pastoris)



Prumyslovy vyznam

- vyroba piva, vina, etanolu a pekarfského drozdi (S.c.), rdzné
kmeny pro spodni (S. bayanus) a svrchni kvaseni, vinafskeé a
lihovarské (hybridni kmeny napft. S.c. + S.kudriavzevii)

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

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

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

- odbouravani ropnych produktl ( Yarrowia lipolytica),

- sorpce tézkych kovul (odstranéni znecisténi)

Kov | Biosorpcni kapacita (mg kovu/g suché hmotnosti biomasy)

|Zn i H.nndnsum (25.8)= F. chrysogenum = (19.2)= F. vesicuiosus (17.3)= aktivovany kal(9,7)= 5. imosus (8.63)= 5. cersvisias (3.45)
Cu* |5 rimosus (9.07)= P chrysogenum (8.62)= F. vesiculosus (7.37)= Aktivni sluge (5.54)= 5. cerevizize (4.93)= A nodosum (4.89)
Mi** |F. vesiculosus (2.65)= 5 rimosus (1.63)= 5. cerevizize (1.47)= A nodosum (1.11)

Pb?** |Phanerochaete chrysosporium (419,4)= R. nigricans (403,2)= M. purpures (279,5)= 5. cerevizize (211.2)= A terreus (201,1)=

M. inyoensis (158 2)= Streptomyces clavuigerus (140.2)

ICd* |Protonovane biomasy: Bacilus lentus (= 30)= Aspergillus oryzse = 5. cersvisias (<5)

ICu® |Rostouct bunky: 5. cerevisiae (7.11)= K. Maniianus (6.44)= Candida sp. (4.80)= 5. pombe (1.27).




- kvasinky byly po tisicileti mikroorganismem mnoha ,biotechnologii”

- v poloviné 20. stoleti nastup bakterialnich technologii

- kvasinky (diky detailnimu poznani ...) opét nabyvaji na vyznamu: produkce
metabolitl, produkce rekombinantnich proteinu, in vivo biotransformace

- S. cerevisiae — hlavni metabolismus glukosy vede k produkci etanolu (jiné
druhy nejsou tak efektivni a uzivaji i jiné metabolické drahy ... v pfirodé neni
bézna vysoka konc. glukozy)

———

vyhody kvasinek: vysoka rychlost
,pohlcovani® substratu a metabolismtl

velmi odolné vidi stresu | A‘ ﬁ?ﬁ
| A ;

- butanol (lepsi nez etanol), kysellna % \\
mlécna, isoprenoidy (Artemisinin N
_ ant|ma|ar|kum) platform strain®

sekvence genomd mnoha kvasinek Ny p
(vhled do jejich metabolismu — mozndst g D#\—/DH
vyuziti heterolognich metabolickych d}ah

Mattanovich et al, Microbiol Cell Factories, 2014 1 *




Vyuziti S. cerevisae pro vyrobu biopaliv

* Nemaji pfirozenou metabolickou drahu pro odbourani celobiosy a xylozy

« Vlozeny geny XYL1 and XYL2kodujici xylozovou reduktazu (XR) a xylitolovou
dehydrogenazu (XDH) z kvasinky Pichia stipitis

» Pfednostni vyuzivani glukozy (glukozova represe v dalsich prednaskach)

« Transport celobiosy do bunky (cat-1 integrovan do genomu) a jeho preména na
glukozu uvnitf bunky (gh1-1 z Neurospora crassa na ,multicopy“ plazmidu)

Cellulosic biomass E
l, X
== i
l }uflfse E T}
Cellulose ® g \
— 1 Time
wyloss
| XYLT ard mX¥LEY C
Cellobiose @B 8 — @ i =
Cellodextrin ransps e l Xyio é
fodt-1) Xylulosa =
‘ | E-gluccsidass | xKsi -4 =
fghd-1) FEE ]
l #
— Gilucose @ = @—- # — Glywdysis ——= || -_E \ Ty
| L -
DAZA16ETE 8 K

Time

Ha et al, 2011, PNAS



Priprava monomeru pro vyrobu plastu
— vyuziti Candida tropicalis

« Candida tropicalis je schopna vyuzit mastné kyseliny jako zdroj uhliku
(acetyl-CoA)

« mutantni kmen (P450: APOX4 ...) neni schopen [3-oxidace a pfeménuje je
oxidaci na di-karboxylové Kyseliny (Picataggio et al, Biotechnology, 1992)

o dalsi mutagenezi (pomoci flp rekombinasy — viz genetika) odstranili geny dalSich oxidas
(alkohol oxidasy) a dehydrogenas (alkohol dehydrogenas) aby eliminovali

w-oxidaci Prednaska

* novy kmen je schopen produkovat bt 0 genetice
w-hydroxymastné kyseliny, které mﬁdﬂﬁ;ﬂ/ ) _ Poxidation

|ze pouzit pro vyrobu bio-polymeru .
(plastt podobnych polyetylentm, CHy-{CH,),-COOH X
bio-odbouratelné na bio-palivo) CXRRA N i A,
« dalSi modifikace kmene HO-CH,-(CH,),-COOH |
(integrace gent pro lipdsy)  biockunknown enzymes .
by umoznilo p“rl'mé odbouravani R L, pr— [—
odpadnich oleju ... l ' CH(CH, ). -CO-CH,-CO-5-CoA

CHACH. L -OOHH

5 FSIL 5 DY 5 B B Sl

Lu et al., JACS (2010) HOOC-{CH,)-COOH CH:{ CH,), +CO-5-CoA + CH-CO-5-CoA

Dikarboxylové kyseliny



Taxonomie kvasinek

- Kvasinky se fadi do domény (nadfi$e) Eukaryota, fiSe hub (ackoliv jsou
to mikroskopickeé jednobunécné organizmy)

- netvori zadnou pfirozenou taxonomickou skupinu (nemozné je
jednotné definovat)

- roztrouseny ve dvou oddelenich hub: houby vieckovytruseé nebo
stopkovyirusé (asko-, basidio- a deuteromycetes + kvasmkove
mikroorganismy) ———— : .

- 1500 identifikovanych '_:;:
(odhad o nékolik fada |
VySSi)

Saccharomyces cerevisiae:
nadfiSe > Eukaryota

o multiceliular |
absorb; ingest. o7 |

rise > Funai (houby) b
oddéleni >A_scomvcota.(vreckovytruse) : Tﬂif
pododdéleni > Ascomycotina g s
tiida > (hemi) Ascomycetes _ " e

rad > Saccharomycetales (kvasinkotvaré

Celed > Saccharomycetaceae

rod > Saccharomyces wikipedie
druh > Saccharomyces cerevisiae

(,laboratorni kmen*) Hedges, Nat Rev Genet, 2002



Kvasinky netvori zadnou pfirozenou taxonomickou skupinu - jsou roztrouseny
ve dvou oddélenich hub, bud' jako houby vieckovyirusne nebo stopkovyirusne

lani A da - “lani- fise hub: =
pododdéleni/tifida:  oddéleni: == S
b Pezizomycotina (47.000 SpP.) | ascomycota 0
Saccharomycotina (300 spp.) | (47,420 spp.) - Eurotiomycetes 18
Taphrinomycotina (120 spp.) aspergilus {plectomycetes) |
Urediniomycetes (8,000 spp) . . | Penicilium chrysogenum =
Ustilaginomycetes (1,500 spp.) ?gg'ggomgggtf &ﬁﬂhﬁmﬁ} _ S
Hymenomycetes (20,000 spp.) MWMm@s} E Ay
Glomales “ 60 Spp] _E:;rﬂn_ :FUSEFFUHT graminearum Sordariomycetes 8 8
Zygomycetes/Mucorales (700 spp.) _|: (head scab fungus) (pyrenomycetes) |- >
Chitridiomycota (900 spp.) Neuraspora crassa L g
1.000+ [orange bread mould) o
[ &0 Magnaparthe grisaa g
rice blast fungus)
Ya a i f Saccharomycotina
hra?TDﬂ“nfa Ygr:::ﬁ]aca (Henﬁascamgg:etes}
1140+ r— Saccharomyces cerevisiae =
vy vs ’ . 0 = 5‘;%* (baker's yeast)
Vétsina vyuzivanych kvasinek D R
. /7 . aﬂ"‘ r
je z tfidy (hemi)ascomycetes S S Tsqhitnonmycotina
3 _1.210% [ pombe (fission yeast)  (Archiascomycetes)
110 i T R Sy
Microboiryum violsceum  Urediniomycetes =
(anther smut fungus)
| Ustilago maydis Ustilaginomycetes ]
By [_cum smut fungus) °
T oo Phanerochaste Hymenomycetes e,
I_[ chrysosporium (white rot fungus) =
Agaricus bisporis .
e
)
Cryptococcus neoformans Tremellomycetes ©
Hedges, Nat Rev Genet, 2002 yostes dumm 3



Potfebuji vodné prostredi

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

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

— 0,95: Pseudomonas, Escherichia,...,vét$ina bakterii L

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

— 0,75: vétSina halofilnich mikroorganismu

— 0,65: xerofilni plisné (Aspergillus) Q) @
— 0,4: potlaceni rustu veskere mikroflory ; O ~?
Debaryomyces hensenii

Bakterie vyzaduji vyssi hodnoty a, (vic dostupné vody) nez kvasinky a plisné (z

V4

toho duvodu napf. chléb napa(qajl plisné, nikoliv bakterie)

Aktivitu vody Ize snizit proslazovanim nebo solenim (marmelady, nasolovani masa
- |ze takto potlacovat i bakterialni kontaminace v kvasinkovych kulturach)

Xerotolerantni kvasinky rostou i za zvySeného osmotického tlaku — (a,=0.65), rod
Zygosaccharomyces (rouxii, bailii, bisporus) — rostou pfednostné v potravinach
s vysokym obsahem cukru €i soli; ostatni (S. pombe, Debaryomyces hensenii,
Hansenula anomala) vyssi osmoticky tlak toleruji, ale lépe rostou za
standardnich podminek (vice polyolu, ATPazove pumpy),

Lipomyces maji pouzdro — pfi zvySené koncentraci soli upravuji jeho slozeni

Tes’lt\:| sg?opnost ristu na 50-70% glukose (vétSina pouze do 40 %) nebo na 10%
a



Ziviny
* NejCastéjsim zdrojem uhliku a energie jsou mono-, di- a
oligosacharidy (néktere jsou schopny hydrolyzovat i polysacharidy

jako skrob, xylany Ci celulozu ... nebo methanol (Pichia pastoris),
alkany (Y. lipolytica) apod.

« NejpreferovanéjsSim cukrem S.c. je glukdza (represe ostatnich)
« Zdrojem dusiku jsou amonné ionty a aminokyseliny

Laboratorni podminky:

YPD/YES — bohaté médium = 109/l yeast extract, 20g/I pepton, 20g/|
dextrose (2%glukosa)/ S. pombe supplements: A, U, H, L, K

Sabourauduv agar (1892) = 109/l pepton, 40g/I dextrose (4%glukosa),
209/l agar, pH 5.6

Syntetické SD médium = 6.7g/l yeast nitrogen base w/o amino acids
(aminokyseliny se pridavaji dle potreby), 209/l dextrose (2%
glukosa) — napf. SD-L, T pro Y2H system

Minimalni agarova puda = 5g/l (NH,),SO,, 19/l KHSO,, 0,59/l MgSQO,
x7H,0, 109/l glukosa, 1ml/I chkerhamuv roztok, ZOg/I agar

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

Forsburg and Rhind, Yeast, 2006



- Ziviny ovliviiuji morfologii/
bunécnou formu — kvasinkova
nebo houbova (pseudohyfy) nebo
sporulace ...

- limitovani kliCovych zivin spousti
rizneé vyvojove odpovédi

- zdroje uhliku a dusiku jsou
monitorovany signalnimi drahami

Glucose Nitrogen
. )

Nitrogen
MAP Kinase cAMP-PKA  Discrimination

Mutant
Phenolype

Rich

Pseudohyphal Sporulation

-

op
@ 3

Sporulace/meiosa

Nitrogen

N Complex Colony
Morphology (J

CCM = complex colony morphology

Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



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 mikrometrl (bakterie<kvasinky<savci bunky)

- u jednoho druhu (haploidni<diploidni<polyploidni)

https://vimeo.com/14316828




Kvasinkova forma - morfologie

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

- puceni — monopolarni (rod Malassezia), bipolarni (stfidave na opoU
pdlech= citronkovity tvar) nebo multipolarni (Saccharomyces, kdekoli, ale
nikdy ne na stejném miste), na sterigmé (pupen spojen s materskou
burikou uzkou stopkou), zvlastni tvar ma za nékterych kultlvacmch
podminek rod Trigonopsis (trojuhelnikovité) :

- Schizosaccharomces prehradecné déleni (cylindricke)

(sl :

' <  CITRONOVITE

. % &) / (APIKULARNI)
>0

OGIVALNI QO CDDO 49 > CYLINDRICKE

& &? TROJUHELNIKOVITE




Kvasinkova forma - morfologie

- Schizosaccharomces prehradecnée déleni

haploid

diploid

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



Kvasinkova forma - morfologie

vizualni analyza kvasinek - dele¢ni knihovny ~3500 kmenul (genome-wide)
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Kvasinkova forma - morfologie

visualni analyza kvasinek delec¢ni knihovny ~3500 kmenu (1. genome-wide)

- nap¥. delece genu regulujicich bunéény cyklus S. pombe zpusobovaly
protazeny tvar bunék (bunky pokracovaly v rustu, prestoze byl bunécny
cyklus/mitoza defektni — v dusledku delece genu x)

.l mg HP =
ong long LP © long Br S
\ - 7 #) =
N\ 7 3

: @ 4'
. SR 1 | c
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/' aT® .\ 8 | ”\ ! ! @’t- O
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replikace & transkripce
(spliceing, MCM, segregace chromosomu

biogenese nukleotidt)  (kinetochora, kondensin,

SMC5/6, APC, bi cytokinese & .transkripce
r’ibosomdg’ge”ese (RNA pol, mediator, SAGA)

HP = high penetrance (>30% bunék v populaci)
LP = low penetrance (<30% bunék v populaci)



Pseudohyfy

- pfi nedostatku dusiku se diploidni bunky protahuji a vytvari pseudohyfy/hyfy
— vrUstaji do agaru

- unipolarni puceni, matefske a dcefine bunky zustavaji spojené (Uplna
prepazka, neoddéli se dcefiné buriky x pravé hyfy maji pfepazky prutocné)

- chlamydospory — kulaté, silnosténné, na koncich nebo po stranach hyf —
spory nevykazuji tak vysokou odolnost jako u bakterii

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

Carbon
Bic e 1" Jyeast-like cells ¥ (¢ o Uit

pseudohypha &

- :

e, !

s .

blastspore

_ \ 3
o /
(o2 ’
g Pseudohyphal Sporulation chlamydospore &
= N

o |0 3, e

Candida albicans .




Spory

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

C. dubliniensis: [7
nadbytek \H
chlamydospor na &
koncich kratkych | @
pseudohyf

0@ <= C. albicans: na delSich
&) >’,"£f hyfach & pseudohyfach jen
\/(é*) 4 jedna terminalni

0 o} “ chlamydospora

www.pgodoy.com

- haploidni spory vieckovytrusych kvasinek vzniklé pfi sporulaci diploidnich
bunék (pohlavni rozmnozovani)

Y RHOMBOEDRICKY
o g @ @ Saccharomyces
. S LINEARNIM : '
Schizosaccharomyces |;spoRADANIM PYTLOVITY Lipomyces
SPOR

KLOBOUKOVITY Hanensula
Metschnikowia PROTAHLY % :
S ROZPOLCENOU O  SATURNowITY

SPOROU
Nematospora VRETENOVITY / / JEHLOVITY



Sporulace

- pfi nedostatku dusiku v kombinaci s ne-fermentovatelnym uhlikatym
zdrojem dochazi k indukci meiosy a sporulace
http://www.genetics.org/content/suppl/2015/10/02/201.2.403.DCA1

Hoffmann a spol, Genetics, 2015



Kolonie

- rizné tvary kolonii:
- hladké i ,fluffy“ kolonie — kulaté i ovalné bunky (S.c.) — neni urcujici faktor

- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
- obvykle krémova barva —
- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)
- ¢erny pigment (melanin — Aureobasidium)

Carbon

Rich

Rich

Sporulation

Pseudohyphal

Gro
2 | ep

v |y G
: “I ' A=y - Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)

Nitrogen




- rizné tvary kolonii:
- hladké i ,fluffy“ kolonie — kulaté i ovalné bunky (S.c.) — neni urcujici faktor
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)

- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)

- obvykle krémova barva —
- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)
- ¢erny pigment (melanin — Aureobasidium)

- vliv zivin na morfologii kolonie

Nitrogen

Rich

i o
\ __;‘:‘.- S

Carbon
Rich Poor

Sporulation

Y

Kolonie

Day of Growth
3 4

5 6

UOoIBJJUSdUOY) 9s0IXa(]

Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



Morfologie kolonie - Candida

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

- vyuziva se napf. pro odliSeni C.d. od C.a. (kultivace na Staibové agaru pfi teploté 37°C)



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

- buniky v jamkach jsou chranény pred UV,
zatimco ty na povrchu jsou zabity

Engelberg a spol, J Bacter, 1998

S. cerevisiae
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kolonie

-vétsi bunky (4um)
-malé mitochondrie a
vakuoly

-vice lipidovych vacku

rozdily jsou patrné i na
expresni urovni proteinu

-mensi buriky (3um)
-velké mitochondrie |
vakuoly (aktivnéjsi
respirace a vice ROS)

Cép et al., Mol Cell, 2012



rozdily jsou patrné i na expresm Urovni proteinu

I 1 Al I 1T Aaslls

Vertical colony

sechm- POX‘I i O|e1 " Met1 7 .

Tt 20um ’
2 203 201 5d

Cép et al., Mol Cell, 2012




Komunikace kolonii

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

1234 h

Aktivni inhibice rustu
sousedni kolonie nikoli
(pasivni) dusledek
spotfebovani ziviny

kolonie pfesmérovava rust
sousedni kolonie —
nekompetuji o Ziviny

Palkova et al., Nature 390 (1997)



rizné vyvojove programy (formy) vedou k B|Of| | m
mnoho-bun&énym strukturam (...hyfy) W" %f"'
- tvorba biofilmu na pevném podkladu se 5

snizenym mnozstvim agaru (malo glukozy)

matrix

o R
surface

- tvofen EC matrix s mikrokoloniemi

kvasinek, hyfami a pseudohyfami

(komplexni struktura)

- vice rezistentni nez planktonické buriky

- vyznamneé pfispiva k rozvoji a odolnosti

kandid6z (rezistentni k antimykotickym

latkam)

- ECM a adhesiny/flokuliny FLO1, FLO11

jsou potfebné pro tvorbu biofilmu

- vazi napf. 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)




Ca_fio8A /
Ca_flo8A

Ca_mig1h/
Ca_mifgi1A

:’?‘.c. kmen 21278b

Biofilm

B  Pseudohyphal Growth
Invasivni rist

Colony

; 4 \
Before Wash After Wash ﬂ . . .

==mmejle e e BOOD
o+ e+ OOO0O

Phenotypic Score Phenotypic Score

-7 0 10 -26 0 26

- bunécna adhese je dulezita pro vsechny

specifické morfologie (biofilm, invasivni rust, Invasion

pseudohyfy, flokulace) e ety
- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor e AXT2 MSST1
dualezity pro uchyceni) . MFa1
- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11

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

a podili se na invasivnich vlastnostech R SPES

(virulenci) patogennich kvasinek C. albicans

Ryan et al, Science (201 2) Biofilm Pseudohyphal



Flokulace

- reverzibilni schopnost kvasinek shlukovat se, tvofit vétsi celky
(vlocky, floky); odpovéd na stres

- flokulace je vyznamna vlastnost vyuzivana napf. pfi produkci piva

(snizuje naklady na filtraci piva) o .
flo1” Flor* -ovlivnéno slozenim meédia,

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
vlo¢kovani

Smukalla a kol., 2008, Cell

Verstrepen, 2006, Mol. Microbiol




YSD - testy antigen/protilatka
—_—

Gene library

+ 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 kulickach je navazan
antigen (fluorescenéné znaceny) — opakovanim vychytavani dojde k nabohaceni (i

slabsich interakci) Boder et al, Arch Bioch Biphys (2012)



