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BIOLOGIA KOMORKI
LABORATORIUM NR 4
BADANIE CYKLU KOMORKOWEGO SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. Cykl komorkowy Saccharomyces cerevisiae jako organizmu modelowego

Organizmy modelowe sg wykorzystywane w badaniach naukowych, poniewaz: a) moga pomoc
W przezwyciezeniu ograniczen etycznych i eksperymentalnych, ktore obowigzujg dla docelowego
gatunku, b) zapewniaja ramy do opracowania i optymalizacji metod analitycznych, ktore utatwiajg i
standaryzuja analizg oraz c) sg reprezentantem wigkszej klasy zywych organizmow.

Drozdze (S. cerevisiae) sg jednym z najszerzej stosowanych eukariotycznych organizmow
modelowych, wykorzystywanych w badaniach regulacji ekspresji gendw, transdukcji sygnatow
komorkowych, cyklu komorkowego, metabolizmu, apoptozy czy zaburzen neurodegeneracyjnych (np.
choroba Parkinsona). Genom tego organizmu, o wielkosci ok. 12 Mbp (ang. base pair, bp), zostat jako
pierwszy wsrod klasycznych organizmoéw modelowych zsekwencjonowany. Nawet do 30% genow
zwigzanych z réoznymi chorobami czlowiecka moze posiadaé ortologi (geny roéznych gatunkdéw o
wspolnym pochodzeniu ewolucyjnym, zachowujace te samg funkcje w trakcie ewolucji) w genomie
drozdzy.

Drozdze sg organizmami jednokomérkowymi o ksztalcie okragtym, elipsoidalnym, jajowatym
lub cylindrycznym. Ksztatt i wielko$¢ komorki drozdzy zalezy nie tylko od gatunku, ale roéwniez od
warunkow i wieku hodowli. Komérki drozdzy osiagaja zwykle rozmiary: 2-7um szerokosci, 3-10pum
dhugosci. Optymalne warunki dla ich rozwoju to: 25-30°C, pH 4.0-6.0. Drozdze rozwijajac si¢ w
warunkach tlenowych asymilujg cukry z wytworzeniem CO, i H,O, a w warunkach beztlenowych
prowadza fermentacje alkoholowa. Komoérka drozdzy zbudowana jest ze Sciany komodrkowej, blony
cytoplazmatycznej, cytoplazmy, jadra komorkowego, wakuoli i substancji zapasowych. W komorce
drozdzy wyrozniamy rowniez mitochondria, lizosomy, rybosomy i aparaty Golgiego.

Cykl komoérkowy zakonczony podzialem mitotycznym (cykl zyciowy komorki) to proces
prowadzacy do powstania dwoch komérek potomnych, bedacych wiernymi kopiami komorki, z ktorej
powstaty. Cykl komorkowy mozna podzieli¢ na dwie fazy — M (mitoz¢ lub mejoz¢) oraz interfaze,
bedaca okresem migdzy jednym podziatem komorki a drugim. W trakcie trwania interfazy wyrdznia si¢
4 fazy: GO, G1, S i G2. Fazy wzrostu (ang. growth phase), G1 oraz G2, charakteryzujg si¢ rozng
dhugoscig trwania, umozliwiajg wytworzenie organelli oraz prowadzenie procesow zyciowych takich
jak wzrost i rozw¢j. Faza G1, poprzedzajaca rozpoczecie podziatu chromosomalnego DNA, stanowi
faz¢ wzrostu, podczas ktorej komorka musi osiggnaé okreslony, minimalny rozmiar, zanim rozpocznie
si¢ przejscie do kolejnych faz cyklu. Komoérki potomne, ktore jeszcze nie ulegly podziatowi sa mniejsze
niz komorki-matki, w zwiazku z czym czas trwania fazy G1 w ich przypadku jest dtuzszy. Wejscie
komorki w fazg¢ G1 obliguje ja do przej$cia przez kolejne etapy cyklu i w koncu prowadzi do jej
podziatu. Po osiggnigciu przez komorke okreslonej wielkoSci rozpoczyna si¢ faza syntezy DNA (S),
czyli podwojenia ilosci materiatu genetycznego (replikacja DNA), prowadzac ona do powstania kopii
kazdego chromosomu. W fazie G2 komorka ,,upewnia si¢”, ze replikacja DNA zostata zakonczona i
przygotowuje si¢ do podzialu, natomiast w fazie mitozy (M) dochodzi do rozdzielenia chromosomow i
podziatu catej komorki na dwie komorki potomne. Po podziale, komorka potomna znajduje si¢ w fazie
G1. Nie wszystkie komorki, ktore znajda sie w pierwszej fazie — G1, automatycznie przechodzg do
nastgpnych etapow. Niektore osiggaja stan spoczynku (G0) — na przyktad na skutek niesprzyjajacych
warunkow srodowiskowych, przy czym po ponownym nastaniu sprzyjajacych warunkéw wzrostu moga
znowu powr6ci¢ do stanu G1 1 kontynuowac¢ cykl podziatu.
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Komoérka drozdzowa po podziale, gdy nie otrzyma sygnatow zewnetrznych o braku sktadnikow
pokarmowych, wchodzi w nastepny cykl podziatowy (Rysunek 1). Jesli jednak otrzyma taki sygnat, to
zatrzymuje si¢ pod koniec fazy G1 w punkcie START. Wejscie komorki w stan GO moze by¢ rowniez
spowodowane przeprowadzeniem wszystkich ,,zaprogramowanych” dla danej komorki podziatow, czyli
naturalnie wyczerpana zdolnoscia do dalszej reprodukcji — w tym przypadku jest to przejscie
nieodwracalne. Dtugosé¢ czasu potrzebnego na odbycie petnego cyklu rozwoju jest rozna dla roznych
typow komorek. Wickszos¢ komorek ssakow potrzebuje na to od 10 do 30 godzin, natomiast drozdze
wymagaja 0od 1,5 do 3 godzin na przeprowadzenie cyklu podziatu.
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Rysunek 1. Paczkowanie komoérek drozdzy a cykl komoérkowy [doi:10.1371/journal.pone.0084645.
g001].

Drozdze z rodzaju Saccharomyces moga rozmnazac sie:

1) bezptciowo:

a. paczkowanie rozpoczyna si¢ uwypukleniem $ciany komoérkowej na powierzchni komorki
macierzystej. W komorkach o ksztalcie podluznym uwypuklenia powstaja na koncach,
natomiast w komorkach kulistych w dowolnym miejscu na powierzchni. W komorce
macierzystej zachodzi mitotyczny podziat jadra na dwa potomne. Jedno jadro wraz z cze$cia
cytoplazmy dyfunduje do powstatego uwypuklenia, zwanego paczkiem. Paczek stopniowo
powicksza si¢ i zostaje oddzielony od komdrki macierzystej §ciang komoérkowa. W ten
sposob wyksztatca sig komorka potomna, ktéra moze oddzieli¢ si¢ od komoérki macierzyste;j
stanowigc samodzielny organizm (Saccharomyces sp.). W miejscu oddzielenia si¢ paczka na
komoérce macierzystej i potomnej powstaja tzw. blizny. Na powierzchni komorki
macierzystej moze by¢ ponad 30 blizn. Paczkowanie moze by¢ wielobiegunowe — paczki
tworzg si¢ na catej powierzchni komorki macierzystej, dwubiegunowe — na przeciwlegtych
biegunach lub jednobiegunowe — na jednym koncu komorki. Komoérka potomna jest
genetycznie identyczna z macierzysta, jednak charakteryzuje ja mniejszy rozmiar.
Paczkowanie drozdzy =zachodzi przy sprzyjajacych warunkach $rodowiskowych,
dostepnosci sktadnikow odzywczych, optymalnej temperaturze;

b. zarodnikowanie — w niesprzyjajacych warunkach do rozwoju, drozdze moga si¢ rozmnazac
przez zarodnikowanie; powstaje od 4 do 8 zarodnikow w komorce, a ich ksztalt jest
gatunkowg cechg diagnostyczng drozdzy;

2) plciowo — w populacji drozdzy wystepuje zjawisko przemiany pokolen, czyli nastgpowania po
sobie pokolenia haploidalnego (o pojedynczym garniturze chromosoméw) i pokolenia
diploidalnego (Rysunek 2). Rozmnazanie piciowe drozdzy polega na zlaniu si¢ (kopulacji)
haploidalnych komorek o przeciwnych znakach koniugacyjnych poprzez utworzone wyrostki,
w wyniku czego powstaje komorka diploidalna (zygota). Nastepnie zachodzi podzial (mejoza,
mitoza). Kazdy zarodnik potomny otaczany jest plazmg i btona. Utworzone w ten sposob
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haploidalne zarodniki (4-8 szt.) zamknigte s3 we wnetrzu komorki tworzac worek (ascus). Ten
rodzaj rozmnazania charakterystyczny jest dla drozdzy z klasy workowcow — Ascomycetes, np.
S. cerevisiae. Zygota moze rowniez rozmnazac si¢ na drodze wegetatywnej (przez podziat lub
paczkowanie). Komoérki S. cerevisiae o podwdjnej liczbie chromosoméw sg wicksze,
charakteryzuje je wyzsza aktywnos¢ fizjologiczna od komoérek haploidalnych oraz zdolnos¢ do
wielokrotnego rozmnazania poprzez paczkowanie. Ze wzgledu na aktywno$¢ szczepy
diploidalne sg czesciej wykorzystywane w przemysle.
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Rysunek 2. Sposoby rozmnazania S. cerevisiae.

1. Drozdie a genetyka klasyczna

Z punktu widzenia genetyki klasycznej drozdze stanowig idealny organizm badawczy. Sa
prototrofami wykazujacymi wszystkie cechy mikroorganizméw — mozna je hodowaé na podtozach
ptynnych i staltych, kompletnych i minimalnych; na podtozach statych tworza kolonie; daja si¢ tatwo
hodowa¢ w duzych ilosciach i stosunkowo krotkim czasie (czas generacji na podtozu pelnym wynosi
$rednio 80 minut). Dodatkowo, drozdze mozna tatwo poddawa¢ mutagenezie (np. poprzez naswietlanie
UV), a w szczepach haploidalnych stosunkowo prosto uzyskuje si¢ mutanty (np. pokarmowe).

Bez trudu przeprowadza si¢ krzyzowanie szczepoéw haploidalnych. Wykorzystujac metody
mikromanipulacji mozna izolowac i analizowac pojedyncze haploidalne askospory drozdzy powstate w
workach po mejozie komorki diploidalnej. Analiza segregacji markerow genetycznych dla czterech
askospor tetrady pozwala na badanie sprz¢zen pomiedzy genami.

Dodatkowo drozdze sa fakultatywnymi tlenowcami, co oznacza, ze moga zy¢ bez
funkcjonujacych mitochondriow, przeprowadzajac fermentacje, gdy w Srodowisku obecne jest
odpowiednie (fermentowalne) zrodlo wegla, np. glukoza. Dzieki tej wiasciwosci, mozna izolowac
jadrowe i mitochondrialne mutanty zwigzane z procesami oddychania wewnatrzkomorkowego. Podczas
selekcji takich mutantéw wykorzystuje si¢ ich niezdolno$¢ do wzrostu na podlozach zawierajacych
niefermentowalne zrodla wegla, np. glicerol czy etanol. Mutanty nie oddychajgce rosng na pozywce z
glukoza wolniej niz szczepy oddychajace, tworzac na podtozu statym mniejsze kolonie.

IV. Fazy hodowli mikroorganizmow

W hodowli statycznej komorki na pozywce rosng i rozmnazajg si¢ do czasu wyczerpania si¢
sktadnikow pokarmowych i/lub nagromadzenia si¢ toksycznych produktow przemiany materii. W tego
typu hodowli rozwdj populacji przebiega w kilku charakterystycznych fazach (Rysunek 3-4):

1. faza zastoju (lag faza) — po zaszczepieniu podtoza mikroorganizmami, poczatkowo nie
obserwuje si¢ rozmnazania, lecz wzrost wielko$ci komodrek; mata aktywno$¢ metaboliczna
komoérek, duza odpornos¢, przystosowywanie si¢ do nowych warunkéw srodowiskowych,

2. faza wzrostu logarytmicznego (wyktadniczego) — komorki zaczynaja si¢ dzieli¢; kazda komoérka
drozdzy dzieli si¢ poprzez paczkowanie, a liczbg powstatych komorek (czyli wzrost populacji)
okresla wzor 2n, gdzie n — to liczba podziatow, ktora jest rownoznaczna z liczbg pokolen,
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Jesli liczba komorek w inokulum wynosi NO, to powstata liczba komorek N po n pokoleniach
wyniesie N = NO x 2n. Liczba drozdzy ro$nie wyktadniczo z uptywem czasu. Do czasu hodowli
proporcjonalny jest wiec logarytm liczby bakterii, a nie sama ich liczba,

3. faza stacjonarna (plateau) — w wyniku zuzywania sktadnikéw pokarmowych oraz akumulacji
szkodliwych produktow przemiany materii; liczba zywych komorek jest wzglednie stata, a
tempo podziatdéw i zamierania jest zwolnione,

4. faza zamierania— ostatnia faza w rozwoju populacji; liczba komoérek zamierajacych przewyzsza
liczbe komdrek powstajacych; podziaty komorek sa rzadsze 1 wreszcie ustaja.

LICZBA KOMOREK
W KULTURZE

lag faza faza logarytmiczna

CLAS e

Rysunek 3. Fazy hodowli mikroorganizmow — schemat.
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Rysunek 4. Zmiana gestosci komorek i identyfikacja stadiow wzrostu Saccharomyces cerevisiae. Pie¢
etapow wzrostu zdefiniowano zgodnie gesto$cig optyczng (ang. Optical Density, OD) hodowli
komorkowej: 1: faza zastoju (kolor czarny), 2-4: faza wzrostu logarytmicznego (kolor, fioletowy,
zielony oraz pomaranczowy), 5: faza stacjonarna (kolor czerwony) [doi:10.1371/journal.pone.
0084645.9g002].

V. Okreslanie gestosci komorek hodowli za pomocq komor zliczeniowych Malassez oraz Neubauera

Komory zliczeniowe (Rysunek 5) stuza do okreslania liczby czastek (np. leukocyty, erytrocyty,
trombocyty, bakterie, zarodniki grzybow, pylki roslin) na jednostke objetosci cieczy.

Zbudowane sa z ptytki podstawowej z naniesionymi siatkami oraz szkietka nakrywkowego.
Plytka podstawowa wykonana jest ze specjalnego szkla optycznego o wielkos$ci szkietka
podstawowego. Wydragzone rowki dzielg powierzchni¢ plytki podstawowej na 2 pola szerokie
(zewnetrzne) i 3 waskie paski (wewnetrzne). W pasku $rodkowym, ktéry stanowi dno komory
wygrawerowane sg dwie siatki zliczeniowe, oddzielone rowkiem. Dno komory lezy zazwyczaj 0,1-0,5
mm (w zaleznosci od rodzaju komory zliczeniowej) nizej od paskow zewnetrznych. Po natozeniu
szkietka nakrywkowego tworzy si¢ pomiedzy nim, a paskiem $srodkowym szczelina o szerokosci 0,1-
0,5 mm.
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Rysunek 5. Komora zliczeniowa: widok z boku (po lewej) i widok z gory ptytki podstawowej (po
prawej).

Ogolna formula obliczania liczby czastek (komdérek) dla komor zliczeniowych:

Liczba czastek zliczone czastki
na pl objetosci powierzchnia zliczania [mm?] x gleboko$¢ komory [mm)] x rozcienczenie

Komore¢ Malassez (Rysunek 6) stanowi siatka licznika pokrywajaca taczng powierzchnie
5 mm? (2 mm x 2,5 mm), podzielong na 25 duzych prostokatow, gdzie powierzchnia kazdego wynosi
0,25 x 0,20 mm = 0,05 mm?. Gtgbokoé¢ komory wynosi 0,2 mm, zatem objeto$¢ cieczy znajdujgcej sie
na jednym prostokgcie wynosi 0,01 mm? (0,01 uL). Duze prostokaty sg z kolei podzielone sg na 20 mini
kwadratéw o powierzchni 0,05 x 0,05 mm = 0,0025 mm? kazdy). Komory te stuza najczesciej do
zliczania ilosci komorek w ptynie (np. S. cerevisiae) oraz nicieni.

2,5 mm

0,25 mm

A\

esy
e
22550y,
2

2
s,
e

2,

<,
7= o

ww 0z |

ww 0z

- 7 O

Rysunek 6. Komora Malassez: widok rzeczywisty (po lewej) oraz uktad siatki pojedynczej komory
pomiarowej (po prawej).

Komora Neubauera (Rysunek 7) z podwojng siatkg tworzy 9 duzych kwadratow, kazdy po
1 mm?, Cztery duze narozne kwadraty podzielone sg na 16 kwadratow o dtugoéci boku wynoszacej
0,25 mm. Wykorzystuje si¢ je do zliczania leukocytow. Duzy $rodkowy kwadrat podzielony jest na
25 kwadratow grupowych o bokach dlugosci 0,2 mm. Kazdy kwadrat grupowy podzielony jest na
16 matych kwadratéow o dlugosci boku wynoszacej 0,05 mm i powierzchni réwnej 0,0025 mm?,
Powierzchnia zliczeniowa grup kwadratow jest oddzielona od zewngtrznych potrdjng linig graniczna.
Glebokos¢ komory 0,1 mm. zatem objeto$¢ cieczy znajdujacej sie na jednym kwadracie o powierzchni
1 mm? wynosi 0,1 mm?3 (0,1uL).
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Rysunek 7. Komora Neubauer: widok rzeczywisty (po lewej) oraz uktad siatki pojedynczej komory
pomiarowej (po prawej).
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BADANIE CYKLU KOMORKOWEGO SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Celem doswiadczenia jest badanie wplywu substancji odzywczych w §rodowisku oraz

temperatury na przebieg cyklu komoérkowego drozdzy.

1. Przygotowanie logarytmicznej hodowli szczepu SP4

Wykonanie (przez prowadzacego zajgcia)

1.

Z inokulum szczepu S. cerevisiae pobra¢ ok. 30 uL zawiesiny i doda¢ do kolby zawierajacej 15
ML ptynnej pozywki YPG.

Kolbe umiesci¢ na wytrzasarce obrotowej (150 obr/min) w temperaturze 28°C na 12-14 godzin
w celu uzyskania hodowli S. cerevisiae w fazie logarytmicznej.

2. Przygotowanie rozcienczenia logarytmicznej hodowli S. cerevisiae

Wykonanie: (jedno dla catej grupy)

Przygotowaé hodowle o gestosci 107 kom/mL z hodowli wyj$ciowej o gestosci podanej przez

prowadzacego zajecia (rozcienczenie hodowli wyjsciowej przy uzyciu pozywki YPG).

3. Przygotowanie zawiesiny komorek w Srodowiskach o roznej zawartosci skladnikow
pokarmowych

Wykonanie:

1.

No oo krwd

8.

Do 3 sterylnych probowek z korkiem przenie$¢ po 1 ml zawiesiny drozdzy o gestosci
10" kom/mL.
Do pierwszej (A) i drugiej (B) probéwki doda¢ 2 mL pozywki YPG.
Do trzeciej (C) probéwki dodaé¢ 2 mL sterylnej wody.
Czas rozpoczgcia doswiadczenia zanotowac jako czas ,,0”.
Z jednej z probowek pobra¢ 15 puL zawiesiny i umiesci¢ w komorze Malassez.
Probowki A i C umiesci¢ na wytrzgsarce obrotowej w temp 28°C, probowke B umiesci¢ w 4°C.
Okresli¢ przy uzyciu komory Malassez liczb¢ komorek oraz % komorek paczkujacych w
czasie ,,0”:
a. na komorg nalozy¢ szkietko nakrywkowe, aby S$ciSle przylegalo do komory —
pojawienie si¢ barwnych pierscieni Newtona,
nanie$¢ 15 ul rozcienczonej hodowli drozdzy o gestosci 107 kom/mL,
c. w przypadku zbyt duzej ilosci komorek wykonaé 10-krotne rozcienczenie zawiesiny,
d. obliczy¢ liczbe¢ komorek w 5 duzych prostokatach oraz obliczy¢ $rednig liczbe
wszystkich komorek oraz komoérek paczkujacych:
Obliczy¢ rzeczywista gestos¢ zawiesiny komorek wg ponizszego wzoru:

Komora Malasezz

Gestosé zawiesiny

= S ia li komorek * 100 * 1 * ief i
[liczba komérek/mL] srednia liczba komore 00 * 1000 * rozcienczenie
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Wyjasnienie:

We wzorze uwzglednia si¢ przeliczenie objetosci na 1 mL — objetos¢ jednego prostokata
zliczeniowego wynosi 0,01 plL, a 1 mL jest réwny 1000 pL. Rozcienczenie uwzglednia si¢ tylko w
momencie, gdy zawiesina komorek byta rozcienczana przed wprowadzeniem do komory.

Komora Neubauera

qqstosc za’w1esmy = Srednia liczba komorek * 10 * 1000 * rozcienczenie
[liczba komodrek/mlL]
Wyjasnienie:
We wzorze uwzglednia si¢ przeliczenie objgtosci na 1 mL — objetos¢ jednego prostokata
zliczeniowego wynosi 0,1 pL, a 1 mL jest rowny 1000 pL. Rozcienczenie uwzglednia si¢ tylko w
momencie, gdy zawiesina komorek byta rozcienczana przed wprowadzeniem do komory.

9. Po uplywie 2 godzin wymiesza¢ doktadnie zawartos¢ probowek na Vortexie i pobra¢ po 100pul
zawiesiny do probowek typu Eppendorf (o0znaczonych jako odpowiednio A, B i C).

10. Umiesci¢ kolejno po 15 ul zawiesiny z probéwek A, B i C w komorze Malassez i okresli¢ liczbe
komorek oraz % komorek paczkujacych w komorze Malassez po uptywie 2 godzin.

SPRAWOZDANIE
W sprawozdaniu powinny znalez¢ sie:
1. Strona tytulowa - tytut ¢wiczenia, data, nr grupy, osoby wykonujace ¢wiczenie;
2. Wstep teoretyczny (maksymalnie 1 strona);
3. Wykonanie ¢wiczenia;
4. Wyniki:
a. Uzupelni¢ tabelg: Liczba komoérek oraz % komorek paczkujacych uzyskanych w wyniku
przeprowadzenia do§wiadczenia.

Czas [h] Liczba komorek % komorek paczkujacych
Préba A Préba B Préba C Proba A Préba B Préba C
0
2

5. Okresli¢, ktora proba byla kontrolna, a ktore badanymi.
6. Wnioski — omowi¢ uzyskane wyniki ORAZ odpowiedzie¢ na pytanie:
Jaki wplyw na cykl komoérkowy drozdzy maja niekorzystne warunki srodowiska?

Sprawozdanie nalezy przysta¢ w formacie *pdf. Temat maila oraz nazwa pliku powinny
brzmie¢: L1 zespét 2 sprawozdanie Biologia komérki (cykl komérkowy) (wpisa¢ odpowiednie
numery grup).

ODCZYNNIKI:
- Saccharomyces cerevisiae
- sterylna pozywka YPG (1% pepton, 1% ekstrakt drozdzowy, 2% glukoza)

Autor: dr Ewa Ciszkowicz. Kopiowanie i modyfikowanie jedynie za zgoda autora. Obiekt chroniony prawem autorskim.
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