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Vliv chemického signálu/ů na vývoj vnitrodruhové, mezidruhové a mezirodové komunikace kvasinkových kolonií
Kvasinkové kolonie
Kvasinky jsou jednobuněčné organismy a poznatky o nich jsou často vztaženy na chování jednotlivé buňky rostoucí a dělící se v tekutém kultivačním médiu. Na pevných médiích rostou kvasinky ve formě kolonií, vysoce organizovaného mnohobuněčného společenstva schopného vzájemné komunikace. V některých rysech se chovají podobně jako mnohobuněčné organismy. Jsou schopny tvořit specializované buňky umožňující kolonii jako celku poskytnout výhody k adaptaci a k dlouhodobému přežití populace za nepříznivých podmínek prostředí (nedostatek živin, toxické látky v prostředí, změny humidity prostředí, buňky vysílající a akceptující signál atd.).
Amoniakem indukovaná adaptace kvasinkových kolonií
Kvasinkové kolonie rostoucí na pevném médiu během svého vývoje přepínají z acidické růstové fáze (okyselují produkty svého metabolismu okolní prostředí) do alkalické růstové fáze. V alkalické fázi dochází k produkci a uvolňování amoniaku koloniemi a růst kolonií je přechodně zastaven. Tato změna vyvolané stresem (nedostatek živin) je doprovázena celou řadou změn na úrovni kolonií, buněk v kolonii, subbuněčných změn včetně změn na molekulární úrovni tj. změny exprese celé řady genů (viz obr.). 
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Přechod obřích kolonií Saccharomyces cerevisiae z kyselé do alkalické růstové fáze na pevném GM médiu, interval 12 dnů. 
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Candida mogii, alkalická fáze, GM médium
Výsledkem je přechod populace k ekonomičtějšímu typu metabolismu a lepšímu využití extracelulárních i buněčných rezerv tj. adaptace na změny prostředí a přechod do další kyselé fáze vývoje kolonie, spojené s obnovením růstu kolonie. Zdrojem amoniaku mohou být aminokyseliny přijaté buňkou z prostředí nebo intracelulární aminokyseliny, které jsou pravděpodobně při přestavbě metabolismu využívány jako živiny.
Signalizace mezi koloniemi zprostředkovaná amoniakem není omezena pouze na druh Saccharomyces cerevisiae, ale lze se s ní setkat u mnoha druhů a rodů kvasinek. Komunikovat mezi sebou navzájem mohou i evolučně vzdálené druhy kvasinkových kolonií.

Sledování tvorby amoniaku
· vyberte kmeny a druhy kvasinek pro zjištění komunikace prostřednictvím amoniaku

· vytvořte suspenzi daného kmene ve sterilní destilované vodě 

· naočkujte na povrch GM agarového média 10mikrolitrů suspenze kmene do páru se stejným nebo jiným kmenem, vzdálenost kolonií/kapky/ 1 a 2 cm, pod vybranou dvojicí kolonií umístěte víčka s 10% kyselinou citronovou (pro jímání koloniemi uvolněného amoniaku) 

Kultivace stacionární

- 28°C, sledování obřích kolonií 7. a 14.den od založení experimentu a dokumentace digitální barevnou kamerou, fluorescenční mikroskop/detekce mrtvých buněk/, stanovení koncentrace uvolněného amoniaku Nesslerovým činidlem spektrofotometricky

GM agar (složení média na 1 litr)
0,5% kvasničný autolyzát, 3% glycerol, 2% agar, 30mM CaCl2, bromkrezolový purpur 10mg/ 100ml média (pH indikátor), upraveno na pH 5 (1N HCl).
Cíle a hypotézy

Zjistěte zda mezi sebou mohou komunikovat prostřednictvím amoniaku kolonie různých druhů a rodů kvasinek, zda se liší kinetika produkce amoniaku a množství amoniaku uvolněného koloniemi u různých druhů. Stanovte změny, ke kterým dochází na /v kolonii při dlouhodobém vývoji kolonií a produkci amoniaku (morfologie kolonií, zastoupení mrtvých buněk v kolonii)
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