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Teoreticko-prakticka cast’

Prakticka Gloha €. 1

Téma: Bunkové obaly a transport 1atok u kvasiniek

Huby a rastliny patria medzi organizmy, ktorych bunky st pred G¢inkami hypotonického prostredia
chranené pritomnostou bunkovej steny, ktora je v oboch pripadoch tvorena prevazne
polysacharidmi. Pre S§tadium procesov prebiehajucich v bunkich tychto organizmov je casto
potrebné pripravit osmoticky senzitivne bunky zbavené bunkovych stien — protoplasty. Vasou
ulohou bude oSetrit’ kvasinky pripravenymi latkami a pozorovat’ odpoved’ takto oSetrenych buniek

na rézne typy podmienok prostredia.

Pomocky: Erlenmeyerova banka s kvasinkovou kultirou (jedna pre 6 Studentov), automatické
pipety (1000 pl, 20 pl) a dva druhy Spiciek, 1 prazdna 2 ml skiimavka, 3 prazdne 1,5 ml skumavky,
kadicka na odpad, skimavka s roztokom TME, skiimavka s roztokom SCE, vodny kupel (spolo¢ny
pre vsetkych) nastaveny na 35 °C, skiimavka so zymolydzou umiestnend na lade, termoblok
nastaveny na 37 °C (spolo¢ny pre vsetkych), podlozné a krycie sklicka, mikroskop, papierové
utierky, kadicka s destilovanou vodou, 4 sklené skimavky, spektrofotometrickd kyveta, skimavka

so sterilnym YPD médiom, fixka

ZlozZenie roztokov:

SCE: 1,2 M sorbitol (osmoticky aktivna latka), 60 mM EDTA, 0,1 M citrat sodny; pH =7

TME: 0,1 M Tris/HCI (pH = 7,3), 1 % B-merkaptoetanol (redukéné ¢inidlo schopné rozrusit’
disulfidové mostiky), 0,1 M EDTA

zymolydza: enzym izolovany z baktérie Arthrobacter luteus, ma  B-1,3-glukan

laminaripentaohydrolazovu a -1,3-glukandzovu aktivitu

Uloha 1;
Postup:
1. Na zaciatku ulohy skontrolujte, ¢i mate vSetky potrebné pomdcky. Ak nie, privolajte vedicu

ulohy. Pri praci si skimavku, s ktorou pracujete vzdy oznacte fixkou svojim sitaznym



10.

11.
12.

¢islom na vrch skimavky. Na bok skimavky mozete fixkou pridat’ oznacenie vzorky, aby sa
vam vase skamavky medzi sebou nemylili.

Z Erlenmayerovej banky s kvasinkovou kultarou odoberte 2 ml kultary do 2 ml skimavky.
Odobratu kultaru centrifugujte 5 min. na 1500 g.

Supernatant pomocou pipety preneste do odpadovej kadicky. Pri odstraniovani supernatantu
vZdy pipetujte opatrne, aby ste neposkodili pelet!

Pelet dokladne rozsuspendujte (opatrnym pipetovanim hore-dolu) v 500 pl roztoku TME a
inkubujte vo vodnom kupeli 10 minuat na 35 °C.

Centrifugujte kvasinkovua suspenziu 5 min. na 1500 g.

Odstrante supernatant ako v kroku 3.

Pelet dokladne rozsuspendujte v 500 pl roztoku SCE, pridajte 5 pl roztoku zymolydzy a
inkubujte 20 minut pri 37 °C v termobloku. Pocas inkubdacie v termobloku zmerajte opticku
hustotu (OD) vaSej kultiry (pozri nizsie, tloha €. 3).

Po inkubacii preneste zymolyazou osetrent vzorku do 1,5 ml skimavky.

Z Erlenmayerovej banky s kvasinkovou kulturou odoberte 1500 pl do 1,5 ml skimavky
(kontrolna vzorka). Centrifugujte spolu so vzorkou z kroku 7 po inkubécii so zymolyazou,
podmienky centrifugacie: 5 min. na 1500 g.

Z oboch vzoriek odstrante supernatant a kazda resuspendujte v 60 ul roztoku SCE.

Pripravte mikroskopicky preparat kontrolnej vzorky aj vzorky oSetrenej TME a zymolyazou
z 10 pl suspenzie. Pozorujte pripravené preparaty pri takom zvacSeni, pri ktorom budu jasne

viditeI'né jednotlivé bunky. Svoje pozorovanie zakreslite nizsie:

Kontrolna vzorka Vzorka oSetrend TME+zymolyazou

Pouzité zvicsenie: Pouzité zvacsenie:




Uved’te slovne, aké rozdiely ste pozorovali medzi preparatmi a vysvetlite, o tieto rozdiely

sposobilo:

Po zodpovedani tejto otazky musite najneskor do 10 minut privolat’ veducu tlohy,

ktora skontroluje pripravené suspenzie.

V ktorej vzorke ste pozorovali protoplasty?

13. Skontrolujte efektivitu reakcii nasledujucim testom. Pripravte si 4 sklené skimavky, oznacte
dve ako ,,H20* a dve ,,SCE*. Do oznacenych sklenenych skiimaviek napipetujte 2 ml vody
alebo roztoku SCE, podl'a oznacenia na skimavke. Do prvej dvojice skumaviek s vodou a
SCE napipetujte do kazdej 20 pl kvasinkovej suspenzie oSetrenej TME a zymolyazou
(oznacte ,,TZ*), do druhej dvojice skimaviek po 20 pl kontrolnej vzorky (oznacte ,,K*).

Schéma nizsie demonstruje, aké skimavky by ste mali mat’ pripravené.

H,O SCE H,0 SCE
TZ TZ K K

Nechajte inkubovat’ priblizne 30 sekind, pocas inkubacie skimavky niekol’kokrat jemne
pretrepte. Uved'te, aké rozdiely ste pozorovali medzi preparatmi a vysvetlite, Co tieto

rozdiely spdsobilo:




Uloha 2: Dopliite pojmy na vyznagené miesta v texte.
Struktira bunkovej steny kvasiniek je tvorend vrstvami niekolkych réznych polymérov.

vrstva je tvorend manoproteinmi, v ktorych sa na seba viaZzu proteiny

a manoza, pricom ich interakcia je sprostredkovana disulfidovymi mostikmi. Tato vrstva mdze byt

naruSena s pouZzitim . vrstva je tvorend

najmid PB(1—3) glukanmi, s p(1—6) glukdnovymi rozvetveniami a napojenim na jednotky

. Tato vrstva moze byt naruSend s pouzitim

Pojmy na doplnenie: vonkaj$ia, vnatorna, chitin, celuldza, glykogén, enzymy, baktérie, redukcné

¢inidla, oxidac¢né Cinidla

Vysvetlite, na zéklade ¢oho ste doplnili pojmy ,,vonkajsia‘“ a ,,vnlitorna*.

Uloha 3: Pri ofetreni buniek zymolyazou je velmi délezité, v akom §tadiu rastu kultary sa
kvasinkové bunky nachadzaju. Struktira bunkovej steny sa totiz meni v zavislosti od toho, &i je
kultira kvasiniek v exponencialnej faze, teda vo faze aktivneho rastu, alebo v stacionarnej faze, kde
je hustota buniek vysoka, zdroje sa minaji, hromadia sa odpadové latky a kvasinky rasti pomaly, az
kultara dosiahne tzv. fazu plateau, kde uz viac nehustne. Na meranie, v ktorej faze bunkového
cyklu sa kvasinky nachadzaju, sa ¢asto pouziva metéda nazyvana spektrofotometria. Podstatou tejto
met6dy je meranie mnoZstva svetla istej vinovej dizky, ktoré prechddza vzorkou — &im viac svetla je
vzorkou pohltené, tym vyssia je hustota kultary.

Vasou tlohou bude odmerat’ opticku hustotu (optical density, OD) vasej vzorky a na zaklade
kalibracnej krivky, ktori mate k dispozicii na obrazku nizsie, odhadnit’ pocet buniek na mililiter vo
vasej kulture.

1. Z Erlenmayerovej banky s kvasinkovou kultarou, z ktorej ste odoberali kvasinky na zaciatku
experimentu v ulohe 1, odoberte 1 ml do 1,5 ml skimavky.
2. Do spektrofotometrickej kyvety napipetujte 1 ml kontrolného roztoku — ¢istého YPD média

(tzv. ,,blank®).

3. Zmerajte opticka denzitu roztoku blank.
4. Pipetovanim odstrafte z kyvety blank a napipetujte do kyvety kvasinkovu kultaru.

5. Zmerajte opticku denzitu kvasinkovej kultry a zapiSte svoj vysledok:
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6. Pouzite nizSie uvedeny graf, aby ste z kalibracnej krivky odcitali pocet buniek vo vasej
vzorke. V obrdzku schematicky znazornite, ako ste postupovali pri vypocte. Vysledok:

buniek/ml

Kalibra¢na krivka rastu kvasiniek (vztah OD - pocet buniek)
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Na obrazku nizSie vidite graf, ktory znazornuje priebeh rastu kvasinkovej kultiry, od uvodnej lag
fazy pomalého rastu aZ po stacionarnu fazu. V ktorej faze sa vaSa merand kvasinkova kulttra

nachadza? V obrazku schematicky znazornite, ako ste postupovali pri odhade.
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A) lag faza
B) exponencialna faza

C) stacionarna faza (plateau)

Vysvetlite svoju odpoved’:

Uloha 4: Kvasinkové bunky a jednobunkové riasy sa okrem hypotonického prostredia musia
dokézat’ vysporiadat’ aj s pripadnym pdsobenim hypertonického prostredia.
A) Vysvetlite, ¢i sa bunkova stena kvasiniek méze podiel’at’ aj na ochrane buniek pred ti¢inkami

prostredia s vysokym obsahom osmoticky aktivnych latok.

B) Niektoré morské a halotolerantné mikroorganizmy dokazu prezit' a rozmnozovat’ sa aj
vV mimoriadne hypertonickom prostredi. Ktoré z nasledujicich mechanizmov mézu slazit’
ako adaptacia na zivot v takomto prostredi?
a) vysoka koncentracia osmoticky aktivnych organickych latok rozpustenych v cytoplazme
b) veI'mi nizka koncentracia osmoticky aktivnych organickych latok rozpustenych
v cytoplazme
¢) zvySena miera aktivneho transportu osmoticky aktivnych anorganickych soli z buniek
d) zvySené mnoZstvo akvaporinov — membranovych kanélov, ktoré umoziiujii osmoticky

presun vody



