Protoplasty kvasinek jako
modelovy objekt

1. Historie objevu modelu protoplastu

2. Metody pfipravy protoplastu

3. Metody regenerace bunééné stény u protoplastu

4. Fuze protoplastu

5. Geneticka transformace kvasinek na modelu protoplastu
6. Sexualni hybridizace u protoplastu
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1. Historie objevu

Protoplasty rostlinnych bunek (kiebs 1887, Townsend 1897)

Sferoplasty, L-formy a protoplasty bakterii (weibull
1953, Dienes 1939, Kandler, 1954)

O.NecCas a plasmatické koule kvasinek (Negas 1954)
Autolytickeé protoplasty (Necas 1955)

Protoplasty pripravene lyzou b. steny helikazou
(Eddy a Wiliamson,1959)

Regenerace protoplastu v gelech (Necas, 1962,
Svoboda 1966)



2.Metody pripravy protoplastu

* Mechanicke rozbiti kvasinkovych bunek v hypertonickem
roztoku
* Autolyza bunecné steny
« Aplikace enzymu lyzujicich bunécnou sténu
— Vybér osmotika - sorbitol, mannitol, KCI, MgSO4 a koncentrace

— Aplikace latek ruSicich S-S vazby v bunécéné sténé —
merkaptoetanol,dithiothreitol aj
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Saccharomyces cerevisiae

Trigonopsis variabilis






Rust protoplastt v tekutém mediu nebo na povrchu agarovych filmu: jadra se déli,
cytoplasma vytvafi vakuolizované utvary.



Regenerace bunecne steny na povrchu
protoplastu pfi kultivaci v tekutém mediu a v gelu

Tvar rostouciho protoplastu je neni urCovan
regenerujici bunécnou sténou, ta jen
modifikuje morfologii rozpinajici se cytoplasmy
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Morfologie regenerace protoplastl v agarovém gelu




Regenerace protoplasti v polyethylenglykolovém mediu




Protoplasty nekterych
kvasinek mohou
regenerovat na agarovych
filmech nebo i v tekutém
mediu
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Aglutinace protoplastt ve 40% polyethylenglykolu a vytvareni polyprotoplastu po
zredéni zivnym mediem
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Lokalni poruchy struktury
plasmatické membrany po
inkubaci protoplastu ve
40% PEG 30 min pfi 379 C







Aplikace protoplastu kvasinek v
bunecne biologii a genetice

1. Studium funkce bunécné stény

mechanicka bariéra

signalni funkce — recepce stresovych faktoru, feromonu aj
regeneracni schopnosti bunky

syntéza komponent bunecné stény

2. Studium struktury plasmatické membrany

3. Studium nepohlavni hybridizace kvasinek
vnitrodruhova a mezidruhova hybridizace

4. Transformace kvasinek



Protoplasty S.c.
a + a, pouze
neorientovany
rust, zadna fuze

a protoplasty +
a bunky:
parovaci
vybézky tvori
pouze bunky

Orientovany rust
bunék smérem k
rostoucimu
protoplastu —
zadna fuze






Mezidruhova fuze S.cerevisiae his- x S.pombe trp-




