Protoplasty jako modelovy objekt

studia biologie kvasinek

Metody pfripravy protoplastu
Regenerace bunécné stény u protoplastu

Fuze protoplastu jako metoda hybridizace
kvasinek

Dalsi aplikace protoplastové formy
kvasinkovych bunék.



Metody pfipravy protoplastu

« Mechanické rozbiti kvasinkovych bunék v hypertonickém
roztoku

« Autolyza bunécné stény

« Aplikace enzymu lyzujicich bunéCnou sténu
— Vybér osmotika - sorbitol, mannitol, KCI, MgSO4 a koncentrace

— Aplikace latek rusicich S-S vazby v bunécné sténé —
merkaptoetanol,dithiothreitol aj



Bunky kvasinky Saccharomyces

cerevisiae a Cerstvé vytvorené protoplasty




Protoplasty S. cerevisiae ve fazovém kontrastu (3a) a po lyze v destilované
vodé — pokoveny preparat v elektronovem mikroskopu (3). Nejsou
pozorovatelné zadné zbytky bunécéné stény, pouze zbytky organel a
cytoplasmy.




F i =
-
i : . 4 o
LSS e A e A s i
MJ).“‘J..’T:‘E-‘:L_..H:’ ‘“_,4-." ';' == “_ ...r o ¥ ‘_-l'__‘ **‘-.r‘;_ 'T‘l'.”' e

- e e AT ey

- -

- "
S
N P TR A

N i
S 7 e S

Povrch Cerstvé pripraveného protoplastu S. cerevisiae. Drobna granula (G)
plasmatické membrany jsou vlastné intramembranové proteiny. Invaginace (l) jsou
aktualni rezervou povrchu pfi zvétSovani ¢i zmensovani objemu protoplastu.



Regenerace protoplastu S. cerevisiae v tekutém mediu.

Protoplasty rostou polarné nebo multipolarné, vakuolizuji (Obr. 4a), probiha
karyokineze, cytokineze je vSak zablokovana. Na povrchu rostoucich protoplastu
se tvofi fibrilarni sitovina (Obr. 4b), tvofena B-1,3 glukanem Mannan-proteiny,
dalSi sténova komponenta, jsou uvolhovany do media.

"

Tvar rostouciho protoplastu neni
ur€ovan regenerujici bunécnou sténou,
ta jen modifikuje morfologii rozpinajici
se cytoplasmy
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Regenerace
protoplastu v
zelatinovém gelu:
Protoplasty zustavaji
sférické, zvétsuji svj
prumér, jadra se déli a
na povrchu je zfetelna
pevna sténa. Po 8 —
12 hod. kultivace se
objevuji pupeny a
vytvaFi se mikrokolonie
bunék. Zelatina a dalsi
gely (agar, alginat)
patrné ,doCasne”
nahrazuji bunécnou
sténu — zabranuji
difuzi sténového
materialu z povrchu
protoplastu, a tak
umoznuji jeho
organizaci do pevné
bunécéné stény
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paktni bunééné stény na
protoplastu




Povrch a fez kompaktni bunécnou
sténou




Morfologie regenerace protoplastu v agarovéem gelu

Prvni generace revertovanych bunék maji abnormalni
morfologii, ktera se u dalsich generaci postupné vraci k
typickeé elipsoidni formé



@Gf @ 5 g@p@' Vyvoj protoplast'u Sch. ppmbe na

| § povrchu agaroveho media. Protoplast
£ _ | é" roste polarné, nejstarsi casti se

b/’ c| | zakulacuji a maji zfetelnou pevnou
sténu. Pak vznika septum a v dalsi
generaci se jiz objevuiji cylindrické
buriky typické pro Sch. pombe.

/ Hruba sténa na povrchu
e/ protoplastu

Na povrchu polarné rostoucich
protoplastu pokracuje tvorba fibrilarni
stény, ktera po dosazeni urcité
hustoty nahradi gelové prostiedi.
Revertovana burnka ma4 jiz povrch
hladky, podobné jako kontrolni buriky

rA[orotoplastu Sch. Pombe.




U ﬁ.
Aglutinace protoplastu ve 40% polyethylenglykolu (PEG) a vytvareni
polyprotoplastu s vice jadry po zfedéni PEG zivnym mediem
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Lokalni poruchy struktury
plasmatické membrany po
inkubaci protoplastu ve
40% PEG 30 min pfi 37° C.
Je pravdépodobné, ze v
téchto mistech zacina fuze
cytoplasmy adherovanych
protoplastu
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Pfiklad mezidruhové hybridizace kvasinek S. cerevisiae his  x S. pombe trp

cestou fuze protoplastu
Tyto druhy jsou fylogeneticky vzdalené, S. cerevisiae ma 16 chromosomu, S. pombe pouze 3. Vhodné
fuzované protoplasty v dusledku genetické komplementace mohou (selektivné) rast na minimalnim
agaru. <—Hybridni protoplasty v§ak na bunky nerevertuiji.




Aplikace protoplastu kvasinek v
bunecné biologii a genetice

1. Studium funkce bunécné stény

® mechanicka bariéra
e signalni funkce — recepce stresovych faktoru, feromonu aj
e recepce signalu pro start cytokineze
e syntéza komponent bunécnée stény
2. Studium struktury plasmatické membrany

3. Studium nepohlavni hybridizace kvasinek cestou fuze
protoplastu

4. Transformace kvasinek izolovanou DNA



Interakce bunék a
protoplastu opacnych

parovacich typu u Sacch.
cerevisiae

Protoplasty a + a, pouze
neorientovany rast (Obr. 1),
zadna fuze

Protoplasty a + bunky a:
parovaci vybéZzky tvofi pouze
buriky (Obr. 2-4). Zadn4 fuze.

4
Bunécna sténa je tedy nezbytnym |
faktorem pro realizaci sexualniho
parovani kvasinek.




