Protoplasty kvasinek jako
modelovy objekt

Historie objevu modelu protoplastu

Metody pfipravy protoplastu

Metody regenerace bunééné stény u protoplastu
Fuze protoplastu

Sexualni hybridizace u protoplastu

Geneticka transformace kvasinek na modelu
protoplastu
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Protoplasty jsou bunky s
j odstranénou bunkovou sténou,
cytoplasmaticka membrana je
vnéjSi vrstva bunky



Historie objevu

Hanstein 1880: Protoplast jako zivouci hmota
obklopena buneécnou membranou

Protoplasty rostlinnych bunek (kiebs 1887, Townsend 1897)

Sféroplasty, L-formy a protoplasty bakterii (weibu
1953, Dienes 1939, Kandler, 1954)

O.NecCas a plasmatickeé koule kvasinek (Negas,
Chekhoslovatskaia Biol 1954)

Autolytické protoplasty (o. Necas, Nature 1956)

Protoplasty kvasinek pripravené lyzou b. stény,
Helix pomatia — Snekaza (Eddy a Williamson,1959)

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



Metody pripravy protoplastu

* Mechanicke rozbiti kvasinkovych bunek v hypertonickem
roztoku

* Autolyza bunecneé steny

« Aplikace enzymu lyzujicich buné€nou sténu
— Vyber osmotika - sorbitol, manitol, KCI, MgSO4 a koncentrace

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



Bunky kvasinky Saccharomyces
cerevisiae a Cerstvé vytvorene protoplasty
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Surface Spreading and Immunostaining of Yeast Chromosomes (Grubb et al. 2015)



Regenerace bunécné stény na povrchu protoplastl pfi kultivaci v
tekutém mediu a v gelu

Rust protoplastt v tekutém mediu nebo na povrchu agarovych blocku: jadra se
deli, cytoplasma vytvari vakuolizované utvary.



Morfologie regenerace protoplastl v 2% agarovém gelu




Regenerace protoplastl v polyethylenglykolovém mediu

X ‘ : 4"..\ ) fERsvaw i i<
Tvar rostouciho protoplastu neni urCovan regenerujici bunécnou sténou, ta jen
modifikuje morfologii rozpinajici se cytoplasmy




Fuze protoplastu je fyzikalni fenomén, pfi kterém dochazi k fuzi dvou a
vicero protoplastu béhem jejich vzajemném blizkém kontaktu (nahodném
nebo indukovaném)

Indukovana fuze:

Mechanicka fuze — mikromanipulator

Chemofuze:
dusiCnan sodny, PEG, Ca2+ ionty,
zpusobuji adherenci protoplastu
nespecificka, levna, ale cytotoxicka
muze vytvaret masivni fuzni produkty

Elektrofuze
elektricka stimulace
elektrické pole se slabou silou (1-5 kV/cm)
kontrolovatelna, reprodukovatelna
mene toxicka, ale draha




(a) Nizka koncentrace PEG zpusobuje prasknuti protoplastu
(b) Vysoka koncentrace zpusobuje nadmérné shlukovani

Exp. PEG €000 concentration (%) CaCly (mM) Time fusion (min) No. of protoplast (protoplasts mL™) Protoplast fusion rate (%)
1 25 0. 10 1.22x10% 29.21
2 25 1 20 1.10x10% 2633
3 25 10 30 0.97x10% 23.23
4 25 100 40 192106 2833
5 30 0.1 10 1.26x10° 30,00
6 30 1 20 132108 3158
7 30 10 30 1.45x10° 3465
8 30 100 40 1.38x10¢ 3298
9 35 0.1 10 1.38x10° 3282
10 35 1 20 1.72x10¢ 4101
i 35 10 30 2.19x10°% 52.21
12 35 100 20 1352:0° 3282
13 40 0.1 10 1.31x10% 31.24
14 40 I 20 1.27x10% 30.21
15 40 10 30 1.10x10¢ 2613
16 40 100 40 0.83x10¢ 2098

Optimalizace fuze protoplastu



Aglutinace protoplastu ve 40% polyethylenglykolu a vytvareni polyprotoplastt po
zfedéni zivnym mediem
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Povrchy agregovanych
protoplastt ve 40% PEG

» ‘ =N » 'A
2 '..-\?... 2




Lokalni poruchy struktury
plasmatické membrany po
inkubaci protoplastu ve
40% PEG 30 min pfi 37°C




Skenovaci elektronova mikroskopie

Cell wall

c
o
whd
©
S
)
c
)
80
)
S

Characterization of Extracellular Vesicles Produced by Aspergillus fumigatus Protoplasts
Rizzo et al. 2020

Bila Sipka = extrabunécné vezikuly
Zluta Sipka = fibrildrni struktury obnovujici bunéénou stenu




Aplikace protoplastu kvasinek v
bunecne biologii a genetice

« Studium funkce bunéecné stény

mechanicka bariera
signalni funkce — recepce stresovych faktoru, feromonu aj

regeneracni schopnosti bunky
syntéza komponent bunécné stény

« Studium struktury plasmatické membrany

« Studium nepohlavni hybridizace kvasinek
vnitrodruhova a mezidruhova hybridizace

« Transformace kvasinek



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

a protoplasty +
a bunky:
parovaci
vybézky tvori
pouze bunky

Orientovany rust
bunék smérem k
rostoucimu
protoplastu —
zadna fuze



Protoplasty opacnych
parovacich typu fuzuji
teprve tehdy, zregeneruji-li
Svoji bunécnou sténu




(A) Cytoduction (B) Protoplast fusion
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Vyuziti fuze protoplastu

Fuze protoplastu mezi Saccharomyces cerevisiae var. Diastaticus a S.
bayanus/uvarum vedla k vzniku klont produkujicich pivo s nizkym obsahem
cukru a zajimavé vané. (Saccharo (cukr) myces (houby) cerevisiae (pivo))

Hybridni klony — produkce glycerolu (kvalita vina), tolerance nizkych teplot
(fizena fermentace — lepSi macerace vin), osmotolerance, metabolizmus
kyseliny jable¢né, produkce vonnych esteru, biopaliv, fermentace xylozy

Torulaspora delbrueckii diploidni kmen byl vytvofen pro prumyslové
fermentacni aplikace.

Polyploidni kvasinky — tolerance vyssi teploty, robustni fermentace,
tolerance vyssiho obsahu alkoholu

Produkce cybridl — pfenos dsRNA plazmidu nesouciho Kkiller toxin do
kvasinek pro fizenou fermentaci => omezeni rlstu divokych kvasinek =>
vyuziti pfi fizené fermentaci pfi produkci vina Ci piva



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




Produkce mezidruhovych cybridl (prenos mitochondrii/mtDNA)
Fylogeneticky strom -D1/D2 doména 26S rRNA genu

bunky akceptora
MCC 109 rho

ura- gen ¢ ¢ Ura+ gen 0.02 )

bunky donora mitochondrii

S. paradoxus NRRL Y-17217" uessss
S. mikatae IFO 1815" AB040996

580 S. kudriavzevii IFO 18027 AB040995

S. pastorianus NRRL Y-1551"7 uess47
S. bayanus NRRL Y-12624" u94931
+ + '—— S. cerevisiae NRRL Y-12632" u44806

priprava protoplastov 098

s7e[f CBS 6904 AY007895
protoplasty akceptora protoplasty donora %B_E S. servazzii NRRL Y-126617 uessss

s06 NRRL Y-1556" Avo07912"

| S. martiniae CBS 6334" AJ279063
! ! 1000 NRRL Y-409 AY007893

10° + 10° zmieSanie

protoplastov

S. rosinii NRRL Y-17919" us4232

% regeneracie % regeneracie

- S. spencerorurm NRRL Y-17920" us4227
l CBS 2248 Avyo007883

— 1000

1 Y329 AY007910
1000

S. transvaalensis NRRL Y-17245" AY007911

inkubéacia v PEG-U “HL cBs 4906 avoorssa
l 1000 |_ Saccharomyces sp. IFO 10673 AB040999
IFO 1889 AY007900
S. dairenensis NRRL Y-12639" AY007890
Fluoroorotova kyselina vysev 2.10° alikvoty "1_'1 S. castellii NRRL Y-12630"Av007880°
_ na misky s FOA CBS 6440 AY007906
Selekce ura genu ol CBS 4661 AY007899
i — CBS 6388 AY007902
CBS 1514 AY007905
oddelenie agarov se2| | S. exiguus NRRL Y-12640" Avo07896
CBS 4660 AY007898
i CBS 8135 AY007901
CBS 2141 AY007897
N P 1000
replika vrchného agaru o] CBS 8134 Avo007904
na misky s FOA — CBS 134 AY007903
l 342|-_S. bulderi CBS 8638 AF125391
1 S. barnettii NRRL Y-27223" usa231
34| S turicensis AF121252
analyza cybyidov: Q;L Saccharomyces sp. KPU5 AF110269
auxotrofia S. kunashirensis CBS 7662" Av007908
termosenzitivita —L CBS 6463 AY007804
rast na glycerole . -
tetradova anal)’/za S. kluyveri NRRL Y-12651" uess52
étiepenie mtDNA, PCR // Schizosaccharomyces pombe NRRL Y-12796" u4008!




Akceptor Donor

mitochondrii mitochondrii

(@) -

kar1-1mutant [P °] Prototrofny kmen [P * ]

Ade2-Ura3-

@

/Kz fuzie jadier

Akceptorovy Donorovy [P *] cybrid [P +]
kmen kmen Ade2" Ura3~
Ade2" Ura3~

selekcia cybridov
replika na FOA misky

selekcia cybridov
replika na FOA misky

Akceptorovy cybrid [p +]
kmen Ade2" Ura3~
Ade2" Ura3~

druha replika
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po 7 dioch

Akceptorovy cybrid [P +]
kmen Ade2" Ura3~
Ade2" Ura3"

x K2145 [mit’]
A COX2
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na GE podach

cybrid [p *]
Ade2” Ura3"



MtDNA donortt mitochondrii a cybridii
Stépen ECORYV restrikénim enzymem
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Protoplasty zprostredkovana transformace

N

/ ; pracy L |
Using microscope to observe the formation ~=
. bad
of protoplasts

If $ 2 ] Filtering and counting the \

Treat the mixture using Calcium

3. number of protoplasts
/ ) wns and PEG under ice
The preparation of

protoplasts using enzymes %

Cultivate

Collecting hyphae or spores as raw matenal

Priprava protoplastt, odstranéni burikové steny (polysacharidy - glukan, manan,
chitin), sloZeni je dynamické, ruzné sloZeni u odliSnych kvasinek => optimalni vybér
enzymu (Snekaza, Zymolyaza, Lyticase, beta-glucanase a pectinase z Trichoderma
sp. a Aspergillus niger), lyza probiha v pufru obsahujicim osmoticky stabilizator
(napf. 0,8-1,2 M sorbitol)

Transformac€ni roztok dale obsahuje DNA, Ca2+ ionty (otvira kanaly v
cytomembrané a PEG (fuze protoplastl), inkubace na lede 30 minut
regenerace protoplastl na miskach bez selekéniho tlaku

Alternativné DNA muze byt vnesena do lipozomu (Dioleoylphosphatidyl
ethanolamine (DOPE) or dioleoylphosphatidyl choline (DOPC))



	Slide 1: Protoplasty kvasinek jako modelový objekt
	Slide 2
	Slide 3: Historie objevu
	Slide 4: Metody přípravy protoplastů
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17: Aplikace protoplastů kvasinek v buněčné biologii a genetice
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26

