26.09.2024|8-9.30hod [C02-211  |Doc. Palecek 'Uvod - historie a vyznam
03.10.2024|8-9.30hod |C02-211  |Doc. Pale¢ek zakladni charakteristiky a metody
10.10.2024|8-9.30hod |C02-211  |Doc. Pale¢ek Genetika kvasinkovych organismu
17.10.2024|8-9.30hod |C02-211  |Dr. Spirek 'Mitochondrie, chromosomy
24.10.2024|8-9.30hod  [C02-211  |Doc. Paletek Morfologie a bunéény cyklus, parovaci proces,
31.10.2024|8-9.30hod  [C02-211  |Dr. Spirek Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt
07.11.2024|8-9.30hod  |C02-211  |Dr. Spirek ‘Struktura kvasinkové burky, sekreéni drahy a endocytéza
14.11.2024|8-9.30hod  [C02-211  |Dr. Spirek Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
21.11.2024|8-9.30hod [C02-211  |Doc. Paletek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
28.11.2024|8-9.30hod  |C02-211 _ |Doc. Palecek 'Organizace a evoluce genomu kvasinek

05.12.2024? 9-12hod C02-211  |Doc. Paletek ‘test + predtermin zkousky

12. 2 13.12.20247 |8-12hod  |B07-2.17 |Paleéek+Spirek 'Cviceni k prednaskam

Pozor zména terminu cviceni a testu (oproti 1. prednasce)




Osnova 2. pfednasky
« Zakladni charakteristiky kvasinek
— Taxonomie, evoluce
— Podminky rustu, rustove formy, sporulace ...

» Morfologie bunék, kolonii ... sekrece
— Amoniak
— Aglutininy, flokulace
— Adhesiny, invasiny --;T <
— Killer toxiny "a u
» Diagnosticke metody o
* Analytické metody




Srovnani mikroorganismu

Mikroskopické jednobunééné organizmy ...

Bakterie
Cetnost v lidském 99%
mikrobiomu
Velikost bunky 1um
Bunécna sténa peptidoglykan, LPS, LTA
pH 6,5-7,5
Teplota 10-80
Rezistence na antibiotika Ne
Prenos genetického Ano
materialu
Jadro Ne

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

Kvasinka
<1 o/o

10um

chitin, mannan (PPM,
PLM), glukan

4.5-6,5
20-30
Ano

Ne

Ano



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 vieckovytrusne nebo
stopkovytrusné (asko-, baS|d|o a deuteromycetes + kvasmkove
mikroorganismy) .

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

Saccharomyces cerevisiae:
nadfiSe > Eukaryota

o multiceliular |
absorb; ingest. o7 |

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

rad > Saccharomycetales (kvasinkotvaré

Celed > Saccharomycetaceae

rod > Saccharomyces -
druh > Saccharomyces cerevisiae g

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



Kvasinky netvori zadnou pfirozenou taxonomickou skupinu - jsou roztrouseny
ve dvou oddélenich hub, bud jako houby vieckovyirusé nebo stopkovyiruse

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



Taxonomie
kvasinek

VétsSina rodu
vyuzivanych kvasinek
je z tfidy
(hemi)ascomycetes

mezidruhova
vzdalenost

Dujon, TiG, 2006

—

C
=

é

E

g |

. —=
© |

-+

o

o |

>

e

o !

3 | -
<

Archiascomycetes

Basidiomycota ----

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces paradoxus
Saccharomyces mikatae
Saccharomyces kudriavzevii

Saccharomyces bayanus

Saccharomyces exiguus
Saccharomyces servazzii
Saccharomyces castellii

Candida glabrata
Zygosaccharomyces rouxii

Kiuyveromyces thermotolerans
Kiuyveromyces waltii
Saccharomyces kiuyven

Kiuyveromyces lactis
Kiuyveromyces marxianus

Ashbya gossypii

Pichia angusta
Debaryomyces hansenii

Fichia sorbitophila

Candida guilliermondii
~ands o
Candida tropicalis

Candida parapsilosis
Candida albicans

Candida dubliniensis

Yarrowia lipolytica

Schizosaccharomyces pombe

Cryptococcus neoformans

B e B e T s S

Pivo, vino
Chleba

Lidsky
Patogen
Xerotolerant

Vyuziva
laktozu

Rostlinny
Patogen

Halotolerant

Lidsky
Patogen

Vyuziva
alkany

Pivo

rody:

Saccharomyces

Kazachstania

Naumovia
Nakaseomyces

Zygosaccharomyces

Clade 2

Clade 1

Lidsky patogen



Srovnani praimérne.S

Yarrowia lipolytica —

Debaryomyces —»
hansenii

Vychazi prevazné z analyzy
rDNA; novéji srovnanim
rozdilu sekvenci aminokyselin
v ortolognich proteinech.
Pres velkou morfologickou
podobnost vykazuji kvasinky
velké rozdily v genomech

Kluyveromyces lactis - o

Candida glabrata —»

Saccharomyces uvarum—» 80

Genomy (sekvence) kvasinek = &
ze vzdalenéjsich vétvi
fylogenetického stromu se
srovnavaji tézko

Sa,
ha, o

[ Saccharomyces paradoxus —»
I
/|

Saccharomyces cerevisiae— 100

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

-

-

70

—

90/

o shody sekvence proteinu v taxonech Hemiascomycotina a Chordata

= I

-«— Ciona intestinalis

o
O,
. -3 ()
Takifugu rubripes e
~«— Tetraodon negroviridis

~— Gallus gallus$

@

~«—— Mus musculus #™

<«——— Homo sapiens

Dujon, TiG, 2006

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

zivotaschopné hybridy!

rozdil mezi S.c. a S.p. je cca 300MYA



Potfebuji vodneé prostredi, kyslik a ziviny

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



Podminky rustu - kyslik

- VétSina kvasinek je obligatorné aerobni (vyzaduji aspor stopova mnozstvi
kysliku nezbytného pro syntézu nékterych esencialnich metabolitu —
ergosterol, nenasycené mastné kyseliny)

- fermentativni typy (Saccharomyces c., S. p.) — pro fermentaci jsou vhodnéjsi
anaerobni podminky, ale S.c. i v aerobnich podminkach fermentuji

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

- teploty, pfi nichz mohou kvasinky rust:
- mezofilni (0 — 48 °C) — vétSina druh
- psychrofilni (-2 — 20 °C) — voda, puda v Antarktidé (nékteré
Leucosporidium, Cryptococcus)

- 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
* 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
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/' aT® .\ 8 | ”\ ! ! @’t- O
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©
I

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)
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Kvasinkova forma - morfologie

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

- napf. delece genu regulujicich bunécnou polaritu S. pombe zpusobovaly
ovalny tvar bunék

rounded i | ~_stubby ‘ cuf\@d
~ s \"“'\‘ by, . / ~— \ )
e & oo el §
Q-] = 0 L2 '; . AT W LA A
b ‘O € ¢ - ) R -~ \
. . - ?‘ p ¢ Y ¢
€.° Ty P& s iyl
s) Wy WA - v, 5 . ™
-/ b‘a "y ‘* ) f "0 < (}A - g - é
. . \ . s <« -
k - vt € "o > o ¥ / Ie)
- . 44‘—-.._2__:‘ -l o
: _‘ qC)
vy s v Q
bunécéna sténa o
miss E e . . . c_U
miss V bunécna sténa a aktin 5
" one HP kratké/tlusté - 3
e mikrotubuly 2
ong LP c?f
long Br I
rounded
stubby
curved
b morfologii kvasinek urcuji rizne procesy:
(l) |(l)() Q(I)() 3(i)() _1.(‘)(') CytOSkelet . (VI’CG v dalSich p‘fednéékéCh)

gene number



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)

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

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

Carbon
Rich Poor

yeast-like cells il B

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



Gluc.

Spory - kolonie

- pfi vy&erpani zivin na misce mohou
(krajni) buriky zacit meiotické déleni
(diploidni S. cerevisiae)

- meiosa je indukovana IME1
transkripénim faktorem (v ime1A se
meiosa neindukuje vs. v pIME1
overexprimovanych bunkach je
indukovana meiosa i bez vyCerpani
zivin tj. 2% glukosa)

0.5%

2.0%

ade2 (Cervena barva) ukazuje
haploidizaci heterozygotniho diploida
(nékteré hapl. bilé vs Cervené)

Sipky ukazuji viecka se Ctyfmi sporami ~

rhomboedrické

Purnapatre a Honigberg, Curr Genet, 2002




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 — vétsina
- 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)

Kolonie

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

- vliv zivin na morfologii kolonie

Nitrogen

Rich

i o
\ __;‘:‘.- S

Sporulation

Y

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
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Vertical colony
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Cép et al., Mol Cell, 2012




Differenciace S.cerevisiae v kolonii

ig

e PR

Cap et al., Mol Cell, 2012

U (upper) bunky - aktivni
glutaminem-indukovanou TOR
drahu, snizenou respiraci (malo
mitochondrii), AMK-sensing
systém (Gcn4) a vyssi
Jurnover AMK (souvisi s
produkci amoniaku), produkuji
amoniak pro komunikaci kolonii
- vyuzivaji ziviny uvolnéné z L
bunék (autofagie)

- jsou odolnéjsi vuci stresu —

- schopné proliferovat (po 10
dnech)

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



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-buné&&nym strukturam %" %"
- tvorba biofilmu na pevném podkladu se

snizenym mnozstvim agaru (malo glukozy)

matrix

O cEice CEEED
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)




wild type Aflo11

Flo11p-GFP

- morfologie kolonie 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 hladké (napf.
S288C - Genotyp: MATa SUC2 gal2
mal mel flo1 flo8-1 hap1)



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 (invasivni rust, Invasion

pseudohyfy, biofilm, 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
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A Relative ALO71pr-GFP exprassion
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fio8h I I. |
mifg T
- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11 ’ D.
- Dig1 je represor transkripce Flo11 ety "‘u.
- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor dtlezity = ni‘ﬂ?.&n

pro uchyceni - bunééna adhese je dulezita pro " D
vSechny specifické morfologie (... biofilm

flokulace) it D. |

Ryan et al, Science (2012)

adhesin




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




Yeast surface display

aglutinin

A - His-His-His-His-His-His
(chelatuje Ni, Cu, Co
kovy)

NH,
Protein

of interest

COOH
-GTS1 transkripéni faktor

=)
spoustéjici aglutinaci pod _

GPMH6/pMCG1  GPMH6/pMCG]
CUP1 promotorem (100 uM CuSOy)  (without CuSOy)

(dalsi prednasky)
: - biosorbce & LB kN
Cell wall matrix B o 0L D

sedimentace =

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

- exprese eukaryotnich proteina v kvasince (podobné
mechanismy ... posttransla¢ni modifikace) — knihovny
lidskych cDNA (i protilatek z pacientt)

IIIIII

(dekontaminace) R
Kuroda et al, Appl Microbiol Biotechnol (2002)

Pepper et al, CCHTS (2008)




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)



Pseudohyfy, adhesiny ... a candidalysin

Kvasinky C. albicans jsou schopny se prichytit k epitelialnim burfikam hostitele
(pomoci adhesint — Hwp1) — invasiny (Als3 a Ssa3 mohou interagovat s
receptory) se podili na vnofeni pseudohyfy do bunééné membrany hostitele — Ece1
je rozstépen Kex2/Kex1 proteasami na peptidy (Golgi), které jsou sekretovany a
vytvari (peptid Ill) pory v cytoplasmatické membrané (jako bakterialni toxiny)

L &
o | E
Candidalysin

Epithelial cell

Invasion pocket

Mitchell, Nature, 2016; Moyes et al., Nature, 2016; Los et al, MMBR, 2013



Killer toxiny

Nékteré kmeny S.cerevisiae produkuji tzv. killer toxiny (proteiny a
glykoproteiny sekretované do prostiedi), které jsou letalni pro citlivé
kvasinky i bakterie; ekologicka vyhoda (vyhoda pro vinafe — nepferostou je
cizorodé kmeny)

Poprvé analyzovano v roce 1963 (Makower a Bevan) kvasinky zabiji
podkladovy kmen (K1=laboratorni, 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) — koduji obalove, replikacni proteiny (ale
potfebuji buriku k replikaci ...), transkripéni sekvence a toxin

Samotné VLP nejsou infekéni (nejsou uvoliovany z bunék - Ize je pfenést
konjugaci bunék nebo fuzi protoplastl) ani toxické (preprotoxin v puvodni
burice interaguje/inaktivuje maturovane/sekretované toxiny)

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

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

Hansenula mrakii ... - geny na chromosomech, toxin inhibuje syntézu 3-1,3-
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 1+ - Aspergillus spp. 27 - -
S. cerevisiae NEM - - B. bruxellensis D015 1+ - A. carbonarius B MUM - -
S. cerevisiae 2056 - 2+ B. bruxellensis D017 24 - 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+ - F. graminearum NRRL 29020 - -
S. cerevisiae 71B - 4+ B. bruxellensis D031 1+ - F. pone - -
S. cerevisiae CS2 - 1+ B. bruxellensis D032 1+ - E. proliferatum MM 1-2 2+ -
S. cerevisiae CM - E B. bruxellensis D033 1+ - F. proliferatum MM 3-1 2+ -
S. cerevisiae HAY - - B. bruxellensis D035 2+ - E. proliferatum MM 6-2 - -
S. cerevisiae FS - 3+ B. bruxellensis D036 1+ - E. reticulloides MM 6-3 - -
S. cerevisiae 16 - - B. bruxellensis D038 1+ - E. reticulloides MM 7-3 - -
S. cerevisiae 17 - 3+ Debaryomyces hansenii 1021 | - - F. sporotrichoides ITEM 550 - -
S. cerevisiae 18 - 3+ D. hansenii 1244 - - Botrytis cinerea 20003 - 3+
S. cerevisiae 19 - - D. hansenii 10388 - - B. cinerea 20004 — 1+
S. cerevisiae SC1 - 4+ D. hansenii 10386 - - B. cinerea 20005 - 2+

- Kontaminace vinnych kultur kmenem Brettanomyces bruxellensis muze byt
potlacena Pichii membranifaciens

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

v

- \CIJ Iec)be (nékteré S.c. killer kmeny zabiji kmeny C.a., C. podzolicus zabiji
.n.

O wr

odolné vuci

Santos et al., 2009, Microbiology
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Kontrola c":itoty k'ene pro biotechnologické 'procesy (Saccharomyces
cerevisiae — pivo)



zpracovani vzorku:

—> z pudy: promyvani v destilované vodé — homogenizace — tfepacka

—> klinické vzorky: télni tekutiny, stér nebo pomoci lepive pasky ...
a pak vyseti na Sabouraudiv agar nebo bohaté médium — kultivace

2-7 dni pfi teplotach 22-42°C (37°C)

Lékarska mykologie — Bi3390

identifikace/analyza:

- fenotypové metody — morfologie kolonii, morfologie bunék (...spor)
- biochemickeé vlastnosti (fermentace cukru, asimilace uhlikatych nebo

dusikatych substratu ...

moderni metody

- PCR (nested, multiplex, RFLP),
- sekvenacéni (NGS technologie),

rust na chromogennich plotnach)

- hmotnostni spektrometrie C. parapsilosis

C. glabrata



V klinické praxi je dulezitéjSi rychlost nez presnost (pfi zachovani spravné lécby)

Tab. 1 - Nejcastéji pouzivané metody pro identifikaci kvasinek

Charakter Princip Zpusob detekce Hodnoceni
identifikace
orlentadni selektivnl a diagnosticke pldy akuvita enzymd, produkce pigmentu flucrescence, barevnd zména
mikromoriologie nativni preparat KHCH hyty
sérologle monokionain! protiatky agiutinace
erzymat|cke testy akivita enzymdy barevna zmana
podrobng mikromoriciogle natini preparat chiamydospoty
artrospory
mycelium/peeudomycelium
barveny preparat askospory
pouzdra
blochemie asimilace intenzita zakalu
Darevnd zména
fermentace produkce GO,
molekuiami biologle analyza DNA FISH (flucrescence)
PCR
analjza ANA NASBA
analyza protein{ MALDETOF MS

FiSH - fluorescentnl hybridizace in siiu, PCR - polymerazova fetézova reakce, NASBA - amplifilkace zaloZzend na sekvencich
nuikleove kyseliny, MALDI- TOF MS - hmomostni spekirometrie Matrbe-Assisied Laser Desorption lonization — Time of Hight

http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/identifikace-kvasinek-z-klinickeho-materialu-prehled-soucasnych-

moznosti-se-zamerenim-na-fenotypove-metody-a-komercni-produkty-455847

doc. P. Hamal, UP Olomouc




Tab. 1 - Nejéastéji pouzivané metody pro identifikaci kvasinek
Charakter Princip Zplsob detekce Hodnoceni
Identifikace
V4 " V4 orlentatnl selektivnl a diagnostické pldy |  akivita enzymd, produkce pigmentu | fluorescence, barevnd zména
mIKIMOrologe natvnl preparat KIEn! hyly
[séologle | monokionainl protiatky agutinace
SNy MalIcKe Testy 2KV enzymi barevna zmana
podrobna mikiomorioiogie nathnl praparat chiamyaospory
anrospory
mycalum/pseudomycalium
barveny preparat BSKOSpOTy
L] L] pouzara
- souprava latron Serological Candida Chec e e
barevna zména
. . . fermentace produkce CO,
Kit (latron Laboratories) nebo Bichro-latex i o
- PCR
analjza RNA NASBA
. u . analyza protein( MALDITOF MS
Al b I C a n S F u I I I O u Z e D I a n O St I CS FISH — flucrescentni hybridizace in iy, PCR - polymerdzova febzova reakce, NASBA - ampliifikace zaloZend na sekvencich
nukleové kyseliny, MALDL-TOF MS - hmomnostni spekirometrie ,Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight*

Specifické protilatky proti antigenim bunécné stény

latexové &astice 1/ 1 Latexova aglutinace
: 4 C. dubliniensis C. albicans
\ \ : o

kvasinky2 * & o &

A 4

&

Teplotni test

Phenotypic criteria C. albicans  C. dubliniensis

Obr. 2: 1 - latexové éastice s navézanou
specifickou protilétkou na povrchu; 2 - virova Growth at 42 to 45°C - -
¢astice; 3 — shluk latexovych éastic s viry, ktery

wytvdii zdkal ve vzorku  TotéZ plati pro kvasinky

Growth on hypertonic + -~
Sabouraud broth



Chromogenni testy

- test enzymovych aktivit - chromogenni substraty — napf. tetrazolioveé soli

tetrazoliova sul

TPH (White color)

Caal

Cagl

electron donor (eg NADH)

Succinate dehydrogenase

redukce @’

ATCC 10231(C. albicans) at 48 h.

ATCC 13803 (C. tropicalis) at 48 h.

%
a2

TPF (Red Color)

Catr

Agar

Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis

Tetrazolium salt médium Colony color determined by Red to maroon colonies
the ability to reduce the
tetrazolium salt
Colony color determined by
fB-N-acetylgalactosa-

minidase activity

Pale pink to whitish
colonies

Chromagar Candida
(Chromagar, Paris, France;
M-Tech Diagnostics Ltd,
Cheshire, UK)

Candida ID (BioMérieux,
Marcy I'Etoile, France)

Light green, light-blue
or blue green colonies

Dark green colonies

Colony color determined by
hexosaminidase activity
and other chromogenic

substrate

Blue-green colonies  Dark-bluish green colonies
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*
ELITex Bicolor albi-dubli

e

-+

/

C. albicans or C. dubliniensis?

‘ 7

C. albicans or C. dubliniensis?

Y

N X

* - ‘v -

C dubliniensis C. albicans C.glabrata n C. krusel C. dubliniensis C albicans

ELIchrom FUNGI or FUNGIFAST®

+24to 72H

* ’ * *
ELITex Bicolor dubliniensis | ELichromglabrata |  ELiTex krusel  JELITex Bicolor dubliniensis

FUNGIFAST® or FUNGIFAST® AFG

+24to72H

Pfiklad analyzy:

CANDIchrom — chromogenni metoda
(enzymaticka preména tetrazoliové
soli) 1-2 dny

*ELITex — latexové aglutinaéni metody
(protilatky) 5 minut

— biochemicky test (
) 20 minut

ELIchromFUNGI
1-2 dny

Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Cryptococcus,
Trichosporon, Geotr/chum Kloeckera, Pichia

— biochemickeé testy

ELiIchrom FUNGI
’”?‘.?mch.

.Y".‘ l 3 ‘ :
s u—&ua PRO  ACT SC a-GLU  PHOS TRE ONPG

MWO!O\,\\_\.



Biochemickeé testy

- Biochemické parametry — zaloZzeny na schopnosti utilizace uhlikatych
latek (cukrud), pfeménit dusikaté latky (hydrolyza mocoviny - ureasa)

- Tato schopnost se odviji od metabolickych schopnosti daného druhu —
pritomnosti specifickych enzymu (pfedevsSim dehydrogenas, fosfatas, [3-

glukosidaza, 3-N-acetylhexosaminidazy) A.J. Kluyver — po&atek 20. stol.
blochemie asimiiace intenzita zakalu
barevna zmena
fermentace produkce CO,
e hundreds Phenotypic criteria C. albicans C. dubliniensis
o side of other
i v enzymes
Substrat
e o o are also Growth on glycerol
Glucose Glucose located in i g X
- i |~ the cell Growth on p-xylose + -
Glucose-G-phosphate
Fructose PGI

ATP wae® Fructose-6-phosphate

PFK [ ATP

Fruciose 1,6-diphosphate

) Growth on . -
Dihydroxyacetone < Glyceraldehyde 3-phosphate me [h _\ [' a-D- gl ucaos ld c
phosphate TR Torl )
oy Growth on p-trehalose + -
1,3-diphosphoglycerate ; I N K-d- . ‘I\ _I\ L .
_— ey R RS f-p-glucosidase activit
s 3-phosphoglycerate
ADg PGM
End Acotaldehyde 2-phosphoglycerate
ENO
products A Phaspheenal pyruvale - . . . ’ TH 4 4
v fos are (napf. C. dubliniensis neni schopna utilizovat D-xyl6zu, D-trehalézu,
COy +—vann——=CO, Pyruvate

methyl-a-D-glukosid —chybi B-D-glukosidazova aktivita; C. albicans
neni schopna utilizovat glycerol)



BiOLOG

Yeast Identification Test Panel

YT MicroPlatem™

Je mozné urcit az 267 druht kvasinek z 53 rodu
(ale pouze 50% spolehlivost)

A1l A2 A3 A4 A5 Ab A7 A8 A9 A10 Al11 A12
Succinic Acid .

Water Acetic Formic Propionic Succinic Mono-Methyl | L-Aspartic L-Glutamic L- Proline D-Gluconic Dextrin Inulin
Acid Acid Acid Acid Ester Acid Acid

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12

D-Cellobiose Gentiobiose Maltose Maltotriose D-Melezitose | D-Melibiose Palatinose D-Raffinose Stachyose Sucrose D-Trehalose Turanose

c1 c2 C3 c4 C5 C6 c7 Cc8 c9 c10 c11 c12

N-Acetyl- a-D-Glucose | D-Galactose | D-Psicose L-Sorbose Salicin D-Mannitol D-Sorbitol D-Arabitol Xylitol Glycerol Tween 80

D-Glucosamine

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

Succinic Acid | Bromo- y-Amino- a-Keto- 2- Keto-

Water Fumaric L-Malic Mono-Methyl | Succinic L-Glutamic Butyric Glutaric D-Gluconic D-Gluconic Dextrin Inulin
Acid Acid Ester Acid Acid Acid Acid Acid Acid

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12

D-Cellobiose Gentiobiose Maltose Maltotriose D-Melezitose D-Melibiose Palatinose D-Raffinose Stachyose Sucrose D-Trehalose Turanose

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

a-Methyl- B- Methyl-

N-Acetyl- D-Glucosamine | a-D-Glucose D-Galactose D-Psicose L-Rhamnose L-Sorbose D-Glucoside D-Glucoside Amygdalin Arbutin Salicin

D-Glucosamine

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12

Maititol D-Mannitol D-Sorbitol Adonitol D-Arabitol Xylitol i-Erythritol Glycerol Tween 80 L-Arabinose D-Arabinose D-Ribose

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Succinic Acid | N-Acetyl- 4.2

D-Xylose Mono-Methyl L-Glutamic Quinic Acid D-Glucuronic Dextrin a-D-Lactose D-Melibiose D-Galactose m-Inositol Propanediol Acetoin
Ester plus Acid plus plus Acid plus plus plus plus plus plus plus plus
D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose

[

FIGURE 1. Carbon Sources in YT MicroPlate

Oxidation Tests

D Assimilation Tests
narust kvasinek




Molekularni taxonomie

- konvencni taxonomie je problematicka :
- morfologie kvasinek neni stabilni— roztér a narust trva nékolik
dni (prodluzuje se v€asna diagnoza ...) —
- molekularni taxonomie (komerc¢ni ucely - odlisit kmeny S.c.)
- pulsni gelova elektroforéeza (PFGE), FISH (karyotyp)
- PCR, restrikéni polymorfismus (odliseni druhu)
- nejnoveéji MALDI-TOF (taxonomie)

- vétSinu morfologickych nebo enzymatickych ... charakteristik Ize
zvratit mutaci (v jediném genu)



|dentifikace zalozena na odlisnosti typickych
sekvenci DNA

- obtizna izolace DNA, proteinu ... z kvasinek

- je tfeba nejdfive narusit silnou bunécnou sténu ... pomoci enzymu
nebo mechanicky

- poté PFGE nebo dale extrahovat DNA (napf. fenol-chloroform, poté
srazeni etanolem)

- specifické sekvence lze identifikovat pomoci Southern blotu nebo PCR

- izolace DNA a stépeni restrikCni endonukleazou -> agarozovy
gel -> presati na membranu -> sonda znacena digoxigeninem (vétsinou
se vyuziva sekvenci rDNA)




Nested (,,zahnizdéna®) PCR

amplifikace probiha dvoufazové

v 1. fazi je pomoci jedné sady primeru (kvasinkové) namnozena delSi
sekvence nukleové kyseliny

takto ziskané amplikony jsou pak preneseny do jiné amplifikacni zkumavky
obsahujici druhou dvojici primeru (druhova), specifickych k vnitfni oblasti
useku amplikonu

konzervovana intergenova oblast rDNA
detekce gelovou elektroforézou
eventualné sekvenace




Multiplex PCR

« amplifikace se smési primeru (jeden univerzalni, dalsi specificke)

— — Candida glabrata
397bp

Candida nivariensis
293bp

ﬁ

Candida bracarensis
univerzalni 223bp
primer (konzervativni oblast 5.8S rDNA)

-I'IHII;I]:I—'.

200 by .

Romeo et al., J. Microbiol Met 79 (2009)




Studie populaci S. cerevisiae

* NGS sekvenace > 100 kmenu z rdznych koutl svéta a rdznych
biotechnologii

* (SNPs) ukazuji na geografickou zavislost

i
Britain  US g:?;‘;’:; Mixed  Wine Beer2 Asia  Mosaic NS
pivni linie ve VB, US, Belgii ... a soa
dalsi linie ¢&.2 Sk
sake v Asii (i bioetanol v Cing) i
Lineage
BBeer1
mixed E*"“
g ’ . , . , [ Belgium/Gemany
- specificke silné belgické ales B
(refermentace v lahvich) o s o
- Chleba gthA.merica(NA}
Malaysia (M)
@ Mosaic

Gallone et al, Cell, 2016




Mosaikové kmeny @ - Gallone et al, Cell, 2016

ey spirits — netvori
Wipg jednu ||n||
Spirits v, .,
Sake (nepouzivaji se
Bio-ethanol opakované — neni
I:a_bc_)r'atory Se|ektlvnl' tlak -
i B moderni
Lineage technologie)
[l Beer 1
—r “—S. paradoxus
[ Belgium/Germany outarou
[ Mixed g p
Bl Wine
[IBeer 2
Il west Africa (WA)
B Asia
] North America (NA)
[IMalaysia (M)
@ Mosaic

americkeé pivo ma
kofeny v Britani

0.005

*pivo 1 a 2 - nove pivni linie (evolucné izolované — 2 domestikacni udalosti - linie 2
domestikace s vinnymi kmeny) - (geny podilejici se na C a N metabolismu, flokulaci
... maji nejvice (CNV — copy number) variaci)



analyza genomu a fenomu:
prumyslové-specificka selekce na toleranci ke stresu (vyssi obsah etanolu
7-15%), vyuziti cukru, specifické aroma, nizsi schopnost reprodukce

viznik
klasternich
pivovaru ~1600AD

~1650 AD

Beer 1

Mixed

Domestication of industrial yeasts

\ Strong domestication

Off-flavors 4
Maltotriose utilization 1
Survival in nature 4
Sexual reproduction §
Genome decay t

/. Aneuploidy & CNV t

Beer 2

Wine/ Wine stress resistance 1t

Wild sy,

Limited domestication
Maltotriose utilization §

Survival in nature t
Sexual reproduction t

No domestication

Survival in nature ¢
Sexual reproduction t

Gallone et al, Cell, 2016

,0Ckovanim*“ predchozich pivnich
kultur do novych kvasnych procesu
(ztrata kontaktu s pfirodnim
prostfedim - ~75 000 generaci) —
napf. ztrata schopnosti sporulovat
(stale bohaté médium), rychlejsi
evoluce ... nebo naopak zvyseni
resistence vuci sulfatum
(pfidavanym kvuli konzervaci)

mutace a duplikace v MAL genech
— zlepSeni schopnosti utilizace
maltosy

- nonsense mutace PAD1 a FDC1
(snizeni produkce 4-vinyl
guaiacolu odpovidajiciho za
neprijemné aroma piva) ...



analyza genomu
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nejvice amplifikaci v MAL genech (IMA2, IMA3, MAL31, MAL33, MAL32) u

pivnich kvasinek (rostou na maltose), zatimco ve vinnych kmenech doslo k
mnoha delecim téchto genu (ve vinném mostu maltosa neni) — obecné vice
deleci nez amplifikaci (v genomech analyzovanych kvasinek)

Gallone et al, Cell, 2016



Environmental stress

analyza fenomu
vino pivo

mﬁmmmmmww mmmﬁmm&m
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hierarchické Clenéni vysledku analyzy fenotypu (fenomu) — urcita korelace s
genomem ... - pivni linie (beer1) nejsou pfilis odolné vuci stresu (nejsou mu
vystaveny v pivovarech), zatimco vinné kvasinky jsou velice odolné (kvasne
prostiedi je bohaté na cukry a vysSi koncentrace alkoholu — hladina cukrt
se v ruznych sezénach lisi ... mimo sezonu pfezivaji v ,pfirodnim“ prostredi
— musi byt adaptabilnéjsi nez pivni)

Gallone et al, Cell, 2016

KCI(500mM) Z-SCOre



MALDI-TOF

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry— MALDI-TOF)
Umoznuje odpareni a ionizaci netékavych biologickych vzorku z
pevné faze pfimo do plynné

Vzorek je smichan s tzv. maitrici, smés se nanese na specialni
kovovou destiCku a necha zaschnout

Desticka se vlozi do iontového zdroje a ve vakuu je ozarena
pulsnim laserem (UV)

Energii laserového pulsu absorbuje matrice a preda ji molekulam
analytu — odpari se
lon vstupuje do vakua v trubici detektoru - z jeho pohybu

vakuovanym prostorem Ize vypocitat pomér jeho hmotnosti a naboje
(z doby letu Castice)

Lager

Tieme-of-flight
MRsE SpEt
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MALDI-TOF

Charakter spektira zavisi na krystalizaci a ionizacnich vlastnostech
vzorku > vyska piku je rovna relativni koncentraci proteinu v misté
lonizace

Pfi srovnavani spekter druhd uvnitf rodu se hledaji rodové
charakteristické signaly pikd

|dentifikace na uroven kmenu mozna diky detekci charakteristickych

proteinu a peptidu
Ga04
C.oalhicans ATCC oib]93

5158

100
8552 C. kefyr ATCC 8553

- | Iﬂ"'
Q005

U,

04 —
Qian a spol, Anal Bioanal Chem, 2008 4000 6200 8400 1 0600 Psu 0



OFFGEL MS/MS
fractionation analysis beer
e - proteome
exploration
narrow-pH-range
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Stiibrem barveny 2D gel

no.

40
41
42
43
44
45

63

64"

GI no.

protein name

Saccharomyces species

gil6321968
gil10383781
gil48428723
gil6323964
gil6321718
gil6320249
gil6321648

gil6321721
gil171455
gil46395590
gil219564313

gil219564301
gil6322409
gil3730
gil349747

gil6323331
gil6322303
gil968906

gil6321973
gil6325103
gil6319673
gil6324696
gil6322382
gil6322697

gil6323138
2il6319638

2-phosphoglycerate dehydratase
3-phosphoglycerate kinase
acyl-CoA-binding protein 2
cell wall protein, Scwl0p

cell wall protein, Scw4p
coproporphyrinogen III oxidase

cytoplasmic thioredoxin
isoenzyme

endo-f-1,3-glucanase
enolase
glucan 1,3-f-glucosidase

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, isozyme 1

glycolipid-anchored surface

protein
heat shock protein of HSP70
family
major exo-1,3-f-glucanase
mannose-containing glycoprotein
NCA3
Oye2p
Pepdp
Pgilp
profilin
Prylp

tetrameric phosphoglycerate
mutase

thioredoxin peroxidase

Toslp

Konecna a spol, JAFC, 2012

score

1583
838
72
644
298
105
369

797
1542

1111

1190

708

195

88

491
75
299
82
80
446
86
70
519

157
132

Pept:
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Rostliny a kvasinky

predevsim na kazicich se plodech

na spadlych rozkladajicich se plodech (vinna réva, agave ..
tequila, mezcal, bacanora, raicilla

Take-away

e We isolated and identified 4524 yeast strains from open
agave fermentations in Mexico.

e A core set of six yeast species was consistently found
across diverse regions.

e Kazachstania humilis genomes differed significantly from
those of isolates in other regions of the world.

e We report two candidate new species related to the

Gallegos-Casillas et al, Yeast, 2023

y

Pichia clade.
ITS seq.
(474 isolates) Q0% ids
158 samples Enrichment 4,524 isolated MALDI-TOF 3,063 / validated
from 68 sites medium strains (YMX.1.1)  biotyping g ony
sp. level \WCsed 4 o humilis
% genomes
i;] | 465 failed
555.{: :: B _ R technlcally
| % : D1/D2 & ITS seq.
L .
\ \ sopng  (22150A0S) o ot
match new species



Latex agglutination assay

lmmunoﬂuore.scence @ @ ﬂ
@@ ll Lateral flow assay
PCR s @@ "
&G’ Antibody based
SNP detection /)k ELISA _
A BHOT

{ASP, ARMS, AS-Droplet-PCR, \
AS-GRT-PCR) »‘ ‘A

@ Real-Time PCR

R AN

Next-generation sequencing

OBG@ 7

Large scale parallel amplification
(Luminex xMAP, MLPA, ddPCR)

Probe hybridization
(FISH, PNA-FISF.'{. LNA)

R |

Isothermal amplification Electrospray lonization Mass
(RCA, LAMP, NASBA) Spectrometry coupled
with PCR

=Y ic aci
Nucleic acid based (PCR - ESI-MS)

4

Fragment Length Polymorphism

(PCR-RFLP, AFLP)
Melting patterns

’
(MCA, HRMA)
PCR + Magnetic Ressonance @ 4 SEESS
@

@t

@ Time consuming (>24h)
% Expensive

@ Commercially available
@Spmms level identification

,)’ Drug resistance detection

-
T Tested directly on patient sample

Fourier Transform Infrared
(FT-IR) spectroscopy

@

REIMS

©)-1C]

Mass spectometry based

Raman spectroscopy

& ©

MALDI-TOF MS

W@ 2

Opathy, C., Gabaldoén, T. (2019). Recent trends in molecular diagnostics of yeast
infections: from PCR to NGS, FEMS Microbiology Reviews, 43 (5), 517-547. doi:

10.1093/femsre/fuz015



