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Genetika kvasiniek sa zafala rozvijat okolo r. 1930, vy-
nittend naliehavymi poZiadavkami potravinarskeho prie-
myslu vylepsit zdkladné produkéné kmene. Centrom vy-
skumu stala sa ddnska skupina pracovnikov okolo O.
Wingeho a C. Robertsovej. Nadvidzovali na selekcionér-
sku prdcu od déb E. Ch. Hansena, ktory uZ r. 1883 ziska-
val selekciou bunkovych monokultar zlepSené pivovar-
nicke kmene. V priebehu sto rokov medzindrodnej prace
pri hladani, zuSlachfovani a tvoreni novych kmeiiov pri-
badali nové techniky, manipulécie, nielen na trovni chro-
mozémovej, ale i na tGrovni molekdl DNA. Pévodné me-
tédy ostdvaji vSak aj dnes ako zdkladné a na ne sa
nadstavuji alebo obmieifiaji metody nové.

Prvd najstarSia met6da je introdukeia. Predstavuje
ziskavanie najvyhodnejSich kmefiov z prirody pre prak-
tické vyuZitie. Musi i dnes predchddzat selekciu pri obo-
hacovani praxe o nové typy. Stfastou introdukcie je po-
znanie biol6gie a pre genetika hlavne biol6gie rozmno-
Zovania sledovaného typu. S mnohymi vyznamnymi pri-
rodnymi druhmi, ktorych vynikajice vlastnosti si nam
dobre zndme, nemoOZeme pracovaf geneticky preto, lebo
nepozname dobre ich spdsob rozmnoZovania. Ako priklad
nech nam slaZi Candida lipolytica, u ktorej sa dlho po-
znal len jeden pérovaci typ. A ked sa spoznal i druhy,
eSte stdle nie si vypracované dokonalé metédy hromad-
ného ziskavania zyg6t a teda i buddcich hybridov. Iny
priklad je z oblasti vinnych kvasiniek. V3etky kmene,
s ktorymi sme zadali pracovaf, ukazali sa byt homotalic-
ké. Maja nenaruSeny pohlavny cyklus rozmnoZovania,
prebieha u nich mei6za, tvoria pohlavné spoéry, ale tieto
po niekolkych mitotickych deleniach spolu splyvaja. Pre
ich hybridizaciu musi sa pouZivat narotna hybridiza¢na
technika. Po izolécii spéry jedného rodifovského kmeiia
treba ihned prikladat k nej vyizolovand spo6ru alebo
haploidni bunku druhého rodi¢ovského kmeiia, aby sply-
nuli, kym nestaia vytvorif vlastné dcérske bunky.

Selekeia je dal3i spdsob pre ziskavanie novych kme-
fiov. M& ohranicenti pdsobnosf. Vybera to, ¢o uZ bolo
vytvorené, nie je schopné voviest do génomu novi infor-
méciu. Pri selekcii mikroorganizmov pouZivaji sa dve
zékladné met6dy. 1. VyuZitie prirodného vyberu foriem,
ktoré si prakticky cenné. 2. Umely vyber prirodzencu
premenlivostou vznikajicich foriem a umely vyber zme-
nenych foriem indukovanych mutagénmi.

Podstata prvej metédy tkvie v tom, Ze sa 3lachtitel
snazi ziskat takd formu mikroorganizmu, ktord bude
v uritom prostredi dominovat, pretoZe je pre dané pro-
stredie vyhodnejSia. K dosiahnutiu ciela treba vytvorit
pre kultivaciu presne stanovené podmienky a ked sa ob-
javi spontdnna mutécia, tdto v pre ilu vyhodnych pod-
mienkach vytla¢i premnoZenim z populdcie pévodnd for-
mu. Pre vyjasnenie mechanizmov zmeny vlastnosti sii po-
trebné 3pecidlne analyzy mikrébnych populécii. Casto sa
pouZiva fluktua&ny test a odtlatkova met6da. Tento spd-
sob prace pouZiva sa s vyhodou vtedy, ked treba ziskaf
rozne varianty mikroorganizmov, ktoré rasti na nsvej
kultivatnej pbde, si odolnejsie ku 3kodlivfm faktorom,
stii prispOs:bivejSie k zmenenej kultivainej teplote atd.

Ak je pre Slachtitela nevyhnutna vlastnost, ktora je

z biologického hladiska daného kmeiia nevyhodnd, musi
robit umely vyber foriem vznikajicich prirodzenou pre-
menlivostou, €iZe umely vyber spontdnnych mutacii. Ro-
bi sa tak testovanim mnohych moncizolatov. Test musi
byt €o najjednoduch3i, aby sa v krd'kom ¢&ase mohlo
otestovat €o najviac monokultar. Tato metoda je vyhod-
na vtedy, ked vychodzia kultira je v hladancm znaku
zjavne heterogennd. Heterogennost kulitary sa zistuje
opakovanym testovanim vybranej vlastnosti na pribliZne
sto monokultirach, ziskanych riedkym vysevom buniek
na pevna pddu. Stfasne sa aspoii desafkrat otestuje po-
vodna populdcia buniek zdkladnej kultiry. Ak st vysled-
ky v monokultirach pri opakovanych zédkladnych popu-
laciach rozdielne, je v¢hodné robif umely vyber.

Umely vyber zmenenych foriem vytvorenych zasahom
mutagénov do molekil DNA na rdznej trovni nazyva sa
mutatné 3lachtenie. Mutagénmi zvd¢3ujeme genolypovi
variabilitu v§chodzieho materidlu. Nové mutdcie nemusia
byt hned vyuZiteIné v praxi. M6Zu byt len vychodisko-
vym bodom pre dalSie Slachtenie alebo mdéZu predstavo-
vat pomocné znackovacie gény. Napriklad pri taZko kri-
ZiteInych formach, u ktorych nie je jasné & do3lo ku
kriZeniu, dobre doké4zateIny znatkovaci gén jedného ro-
difa a iny znaCkovaci ‘gén druhého rodita po splynuti
v hybridovi nas presvedéia, Ze do3lo skutofne ku spo-
jeniu genomov. Vari najvyraznejsiu odozvu naslo mutac-
né Slachtenie pri selek&nej préci na zvy3enie produkcie
antibiotik u Penicillium chrysogenum, Actinomyces
streptomycini, A. subtropicus, A. erythreus atd. Stcasné
najlepSie kmene produkuji viac ako 55krat penicilinu
neZ poévodny zdkladny izolat. Tento stav bolo moZné do-
siahnut preto, lebo pri syntéze penicilinu ako sekundar-
neho metabolitu spolupdsobi 10—30 réznych génov,
pravdepodbone s polymerickym podkladom. Je zrejmé, Ze
po opakovanom mutovani réznymi mutagénmi a nésled-
nou tzv. stupfiovitou selekciou najvykonnejsich subklonov
zasahuji sa rozne lokusy, ktoré spolupdsobia i duplicit-
nym spdsobom. Napriek tomu, Ze parasexudlny proces
rozmnoZovania sa neukdzal byt dostatotne r§chly pre
vytvdranie produktivnejSich typov, predsa by bolo zauji-
mavé a prospesné zistif, ako si lokalizované a v akom
genetickom vzfahu s posobiace desiatky génov.

ROzne organizmy reaguji na ten isty mutagén rdzne.
Aby sa zistila citlivost kmefia na dany mutagén, selektu-
je sa po mutagenéze najprv urcity lahko testovatelny
znak a aZ potom sa pouZije ta istd davka mutagénu na
docielenie vybranej vlastnosti. Napriklad vyborny produ-
cent vitaminu B,;, Actinomyces olivaceus, sa vyselekto-
val tak, Ze sa po ovplyvneni s UV, X Ziarenim a ety-
léniminom zisfovala najprv citlivost voéi fagom. Najvy-
hodnejsi sa ukdzal etylénimin. Po ovplyvneni sa vybralo
500 subklonov a aZ tieto sa testovali na produkciu vita-
minu B,,. Zaujimavé je poznanie, Ze na vyvolavanie mu-
tacii so zvySenou produkciou kvantitativnych vlastnosti
st vhodnejsie niZSie dézy ako pre vyvoldvanie viastnostf
morfologickych.

Mnoho urobila muta&nd genetika pre poznanie biosyn-
tetickych a bioenergetickych ciest pomocou blochemic-
kych mutantov. Za rdzne stupne biosyntézy latok zodpo-



150 I. biotechnologické dny — Bratislava

KVASNY PRUMYSL
roé. 31/1985 — &fslo 7—8

vedaji rézne gény. Ak sa ziska mutant s pozmenenym
génom pre urdity stupeil biosyntézy, bude tento synteti-
zovat medziprodukt len do toho stupia, pre ktory bol
gén porusdeny.

Ak sa spoznd syntetizatna cesta daného produktu,
modZu sa selektovat i mutanty iného genotypu so zvyse-
nou produkciou. Zndmy je priklad so zvy3enou produk-
ciou lyzinu na kmeni Corynebacterium glutamicum. 1zo-
lovali sa mutanty neschopné syntetizovat homoserin. Ho-
moserin je prekurzor metioninu, treonfnu a cysteinu.
vznika zo semialdehydu kyseliny aspardgovej, ktory je
prekurzorom lyzinu. Genetickou blokddou je znemoZne-
nd premena semialdehydu na homoserin a tak vietok se-
mialdehyd sa vyuZije na biosyntézu lyzinu. Chybajadci
metionin a treonin vyberd si organizmus zo Zivnej pody.

Niekedy sa ziskavaji viaceré recesivne mutécie s tym
istym podkodenym fenotypom, O ktorgch sa nevie, ¢i ma-
ja postihnuty ten isty lokus, teda &i si totoZné, rovnako
alelické, alebo & postihnuté gény reprezentuji odli¥né
lokusy s rovnakym fenotypickym efektom. Ak si mutan-
ty rovnakoalelické, bude mat hybrid po skriZeni taky
isty nezmeneny fenotyp ako rodi¢ia a takisto i potom-
kovia rozmnoZeni pohlavnym spdsobom. Ak s mutanty
roznoalelické, fenotyp hybrida bude jtandardny, nepos-
kodeny, pretoZe gény sa budd vo funkcii dopliiovat. Po-
tomstvo klénov vzniklych z pohlavnych spor bude vystie-
povat typy Standardné i mutantné. Napriklad po skriZeni
dvoch jadrovych roznoalelickych respiratno-deficitngch
mutantov kvasiniek bude hybrid respiralne suficientny,
gize dgchajici, a pohlavné potomstvo bude vystiepovat
typy dychajice i nedychajice.

Na tomto principe testu alelizmu na selektivnych po-
dach za pouZitia menej nérotnej hromadnej izolédcie spor
z askov [1, 2] moZno urfovat i iné typy dedi¢nosti pro-
duk&ne vyznamnych vlastnosti, napr. komplementarnu
interakciu génov (tab. 1). Tieto metédy moZno zaradit
i do hybridiza&ného 3lachtenia.

Hybridizdcia je pri Slachteni mikroorganizmov vyhcd-
n4 vtedy, ked mdme zndmy, predchadzajicimi metoédami
ziskany materidl, ktory chceme spojit v jednom genome,
alebo naopak, heterogénny materidl chceme meiotickyin
Stiepenim rekombinovat alebo rozloZit na viaceré nové
uzZitotné typy. Ak sa dve individua odliSuja n poctom
génov alebo Casti génov, potom kombinécia ich genomov
vedie k vytvoreniu 2" genotypov. KriZenie dvoch kmefov
mikrorganizmov, ktor§ch molekuly DNA sa odliSuja len
12 parmi baz, rozloZenymi po celom genome, medzi mi-
liardami inych parov, d4 v potomstve 212, t. j. skoro 5 000
genotypov. Oby&ajne sa roditovské bunky odliSuja este
viac, preto pri ich skriZeni ziskava sa astronomicky po-
#et novfch kombindcil. Hoci v3etky mikroorganizmy
majii moZnost vymiefiat a kombinovat gény, mame po-
merne mélo prikladov zo Slachtenia, kedy sa ziskali
priemyslovo vyznamné kultdry, s vynimkou kvasiniek
s heterotalick§mi pédrovacimi typmi. Uspesne sa kriZia
hlavne pribuzné kmene, alebo druhy, ktoré si i geno-
typicky pribuzné, &iZe pomerne rovnaké. Vzdialenej3ie
formy sa nechci kriZit alebo sa kriZia mélo za presne
definovanych podmienok, ktoré sa musia zistit.

Pri priemyselne vyznamnych forméch pivovarnickych,
pekéarenskych kvasiniek stretdvame sa s triploidiou a
hlavne s aneuploidiou, roznym poftom chromaz6mov
v sade, ktoré vytvaraji taZzkosti pri udrZani stalosti kme-
fla pri pohlavnom rozmnoZsvani a genetickej analyze
vybranej vlastnosti. V praxi sa rozliuje polyplodia po-
dla roznych fenotypickych kritérif Bunky triploidov
s tromi sadami chromoz6émov byvaji vitsie ako diploid-
né, tieto st zas vitsie ako haploidné s jednou sadou
chromozémov. Bolo by idedlne, napr. pre selekciu kfm-
nych kvasiniek, keby triploidy boli stéle a rychlo sa mi-
toticky rozmnoZovali, pretoZe by sa takto zlep3ovanim
biomasy zvySoval i obsah protefnov. Meiotické delenie
triploidngch buniek je pozmenené a nerovnomerné.
Okrem haploidnych tvoria i sterilng, nekriZiace sa dip-

Tabulka 1. Mendelistické Stiepenie pri hromadnej analjze populdcie spér

Fenotyp
Typ dedicnosti
1. rodi¢ | 2. rodié Hybrid Stiepenie populdcie spor
Monohybridizmus |
Axa ‘
A A A 1A:1a
a
Dihybridizmus
ABXab
AB AB AB 1 AB; ab : 1 Ab; aB
ab
Dihybridizmus s vdzbou
ABXab oy s viacej AB; ab : menej Ab; aB
AB rodifovské : rekombinanty po crossingover
ab
Interakcia 2 génov na podklade !
komplementarity |
Ab X aB Ab aB AB 1 AB : 3ab; Ab; aB
i Tk nefunk&n§ nefunkéng funkény funk&ny : nefunkéné
aB
Interakcia 2 génov na poklade !
kumulativneho posobenia (polymeéria) ,
Ab
Ab X aB aB | AB | 1AB : 2AB; aB : 1ab
TR if‘tl":r:;";?a stredna silnéa | silna : stredna : slabd, resp. nijaka
aB ;

A — dominantny gén; a— recesivny gén; A B — gény lokalizované v rozdielnych chromozémoch; A B — gény lokalizované v tom istom

chromozome.

T T —
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loidné spory. Iné spbry sa sice kriZia, ale ich potomci,
pretoZe si tetraploidni, so $tyrmi sadami chromoz6émov,
tvoria zas netypicky sa 3Stiepiace potomstvo. Hromadnou
izolaciou sp6r a jednoduchym testom sporuldcie moZno
lahko zistif, &i kultiry, ktoré mienime pouZif, si poly-
ploidné, s dvomi sadami chromozémov, alebo mdme hap-
loidny monosporicky izolat [1].

Pri hromadnej analyze populédcie sp6r hybrida moZno
na testovacich pddach zistif, ¢i sledovand vlastnost je
podmienend jednym lokusom alebo viacerymi lokusmi, ¢i
ide o dominantny alebo recesivny gén, ¢i sledované gény
dvoch vlastnosti leZia v tom istom chromozome, a teda
sa budd dedif vé¢Sinou pohromade, alebo €i dva gény
spolupdsobia pri vytvdrani jednej vlastnosti. Podla Stie-
penia v potomstve moZno zistit i typ spolupdsobenia, ¢iZe
interakcie génov (tab. 1). Vysledky hromadnej analyzy
pohlavnych spor si smerodajné len vtedy, ak je Kkli€i-
vost spor aspoii 75 %.

Ako vidno z tabulky, pri sledovani dedi¢nosti jednej
vlastnosti (monohybridizmus) bude sa v hybridovi preja-
vovat dominantnd vlastnost a populdcia klonov z mito-
ticky namnoZenych spér bude 3Stiepit oba rodicovské ty-
py v pribliZne rovnakom pomere.

Pri sifasnom sledovani dedi¢nosti dvoch vlastnosti
(dihybridizmus) hybrid bude mat fenotyp dominantnych
vlastnosti. U potomkov sa budd vyskytovat pribliZne
v rovnakem pomere pdvodné rodicovské kombindcie fe-
notypov a kombinovanych fenotypov vtedy, ak sledované
gény leZia v rozdielnych chromoz6moch. Ak st gény lo-
kalizované v tom istom chromoz6ome, hybrid bude mat
fenotyp dominantnych vlastnosti rodi¢ov, ale v potom-
stve vo vidc3ine pripadov budd gény v rodifovskych
kombinéacidch. Len po crossing-over, v tzv. netdplnej
vdzbe, vznikni rekombinované nové fenotypy, ale
v omnoho men3om pocte ako rodiovské.

V pripade, Ze sa na vytvoreni fenotypu podielaji dva
gény, dedi¢nost sa bude prejavovat podla toho, v akom
hierarchickom funk&énom postaveni tieto dva gény si.
Pri tzv. komplementdrnej interakcii po skriZeni dvoch
nefunkénych alebo slabo funkénych fenotypov vznikne
hybridny komplementarny funkény diploid s dvomi do-
plilujicimi sa vo funkcii dominantnymi génmi. KedZe
gény si lokalizované v samostatnych chromozémoch,
v populéacii klénov spérick¢ch izoladtov modZeme pozoro-
vat v men3om poé&te fenotypy fungujice a vo védcsom
pocte kombinované nefungujice, pripadne slabo funguja-
ce fenotypy.

Sihrnne moZno povedaf, Ze hybridizacia zohrala vy-
znamni tlohu pri vytvoreni produk&énych kmefiov pekar-
skych, pivovarnickych i liehovarnickych kvasiniek.
V stiasnosti je snahou premdct faZsiu kriZiteInost vzdia-
lenych, alebo faZko sa kriZiacich genotypov vyuZivanim
techniky splyvania protoplastov dvoch buniek bez bun-
kovej steny kvasiniek, ale i kvasinkového protoplastu
s bakteridlnym protoplastom. U hybridnych protoplastov
moZno dosiahnutf vytvorenie novej bunkovej steny. Z hla-
diska selekciondrskeho je dbleZité to, aby v bunke
schopnej sa nadalej rozmnoZovaf mitoticky mnoZili sa
i nové gény, hoci i v podobe heterokary6nov. Z hladiska
genetického je v3ak ddleZitejSie to, aby sa tieto nové
gény integrovali do spolo&ného génomu, aby v fiom aj
ostali a synchronne sa mnoZili. V pripade vzdialenych

hybridov v3ak prdve v tomto momente dochddza ku fai-
kostiam nestélosti génomu, ako je to pri vzdialenej po-
hlavnej hybridizécii. :

V poslednej dobe na prekonanie spominangch bariér
vyuZivaji sa ako nadstavba doterajSich met6d poznatky
molekularnej genetiky v podobe génovych manipulécii.

Je preto samozrejmé, Ze je nutné podporovat rozvoj
vietkych doterajSich sposobov, vratane ziskavania a
udrZovania prirodnych i syntetickych kmefiov v malych
i celondrodnych zbierkach, pretoZe predstavuji cenné
bohatstvo genofondov nielen 3tédtneho ale aj svetového
vyznamu.
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