Protoplasty kvasinek jako
modelovy objekt
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1. Historie objevu

Protoplasty rostlinnych bunék (kiebs 1887, Townsend 1897)

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

O.Necas a plasmatické koule kvasinek (Necas 1954)
Autolytické protoplasty (Necas 1955)

Protoplasty pfipravené lyzou b. stény helikazou
(Eddy a Wiliamson,1959)

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



2.Metody pripravy 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







Kultivace protoplastu S. cerevisiae v tekutém mediu.

Protoplasty rostou polarné nebo multipolarné, vakuolizuji, probiha
karyokineze, cytokineze je vsak zablokovana. Na povrchu rostoucich
protoplastu se tvofi fibrilarni sitovina tvorena 3-1,3 glukanem, mannan-
proteiny jsou uvolfiovany do media

Tvar rostouciho protoplastu je neni ur€ovan
regenerujici bunécnou sténou, ta jen
modifikuje morfologii rozpinajici se cytoplasmy




arni sitovina na povrchu
plastu rostouciho v

L4
n .

tém mediv.
«_Ultratenky fez v ELM

- et
-

B .



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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Morfologie regenerace protoplastu v agarovéem gelu

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



Regenerace protoplastu v polyethylenglykolovém mediu: po ruzné dlouhé
dobé tubularniho ristu se objevuji regenerované normalni bunky.




& :C | e @?@' Vyvoj protoplastu Sch. pombe na

£ - . povrchu agarového media. Protoplast
roste polarné, nejstarsi ¢asti se
zakulacuji a maji zfetelnou pevnou
sténu. Pak vznika septum a v dalsi
generaci se jiz objevuji cylindrické
buriky typické pro Sch. pombe.

/ Hruba sténa na povrchu
K protoplastu

Protoplasty nékterych kvasinek (Sch.
pombe) nevyzaduji pro regeneraci a Ly
na buriky obklopeni gelem a mohou | |4 % 1, Hladky povreh bunky
regenerovat i na povrchu agarovych | -' "
filma nebo v tekutém mediu. Pfed
reverzi na buriky rostou urcitou dobu
tubularné, pokracuje tvorba fibrilarni
stény, ktera po dosazeni urcité
hustoty nahradi gelové prostiedi.

,,_'._tzolovana bunécna sténa u revertovaného

protoplastu Sch. Pombe.







- n.

Aglutinace protoplastt ve 40% polyethylenglykolu a vytvareni polyprotoplastli po
zfedéni 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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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



Mezidruhova fuze S.cerevisiae his  x S.pombe trp tyto druhy jsou fylogeneticky
vzdalené, S. cerevisiae ma 16 chromosomu, S. pombe pouze 3. Protoplasty
mohou fuzovat, v minimalnim agaru i rostou, na hybridni bunky vSak nerevertuji




Rust protoplastu v tekutém mediu nebo na povrchu agarovych bloCku: jadra se
déli, cytoplasma vytvari vakuolizované utvary, avsak cytokineze neprobiha.

Zaver: Nekompletni fibrilarni sténa pouze moduluje tvar zvétsujici se cytoplasmy,
nevede vsak k obnoveni normalni bunécné morfogeneze



Protoplasty S.c.
a + a, pouze
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a protoplasty +
a bunky:
parovaci
vybéZzky tvofi
pouze buriky

Orientovany rust
bunék smérem k
rostoucimu
protoplastu —
zadna fuze
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Protoplasty opacnych
parovacich typu fuzuji
teprve tehdy, zregeneruji-li
svoji bunécnou sténu




