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Rozpracovani novych genetickych metod, jako jsou in-
dukovana faze protoplastii nebo moZnost prencosu genii
mezi buiikami pomoci vektord, vyvolalo ofekavani novych
nebyvalych moZnesti pfi Slechténi pramyslovych kment
kvasinek.

Klasickymi genetickymi metodami lze ziskat hybridni
kmeny pouze v ramci jednoho druhu a pouze u nékterych
rodli kvasinek. Metoda indukované fiaze protoplastd viak
umoZiiuje ziskani hybrid( i mezi kmeny kvasinek vzdjem-
n® se nekfiZicich, nebo pfipravu hybridi mezidruhovych
i mezirodovych [1, 2, 3]. MoZnost pfenosu genetické infor-
mace mezi riznymi druhy nebo rody kvasinek je mnohdy
pravé nutnou pedminkou pro ziskdani novych kmend s po-
Zadovanymi vlastnostmi.

Protoplasty byly tsp23né pripraveny z bun&k celé fady
riiznych rodi a druh@ kvasinek [3]. jejich priprava v prin-
cipu neplisobi podstatné potiZze. RGzné druhy a kmeny
kvasinek se v3ak 1i3i svou citlivosti k lytickym enzymiim.
Napfiklad u polyploidnich kmenii pivovarskych kvasinek
vznikaji protoplasty pomaleji a jsou fragiln&j3i nez u ha-
pleidnich laboratornich kmeni. Je proto tfeba peclivé volit
vhodn§ typ a dobu piisobeni lytického enzymu a typ a kon-
centraci osmotického stabilizdtoru (6, 7].

‘SloZiléjsi problém piedstavuje nalezeni vhodnych pod-
minek selekce hybridnich kloni. Vzhledem k tomu, Ze hyb-
ridni protoplasty a néasledn& bunky vznikaji s frekvenci
102 a nizsi, je vhodné zvolit nebo geneticky oznatit ro-

dicovské kmeny tak, aby byla moZnéa de ekce hybridniho
klonu ve formé& kolonie na agarové padg. Pro praci s prii-
myslovymi kmeny kvasinek lze vyuZit komplemen ace res-
piraéni deficience a auxotrofni mutace v hybridni buice
[9, 10, 11] nebo komplementace rozdilngch vlastnosti
kmeni — napf. odlid3nych poZadavk® na riistové faktory
nebo rozdilii ve spektru vyuZitelnych zdroji uhliku [12,5].
Jako vhodné se ukazuji i ty selekéni postupy, které vyuZi-
vaji citlivos.i kmenii k néjakému faktoru, napf. anlibioti-
ku nebo killerovému faktoru [13, 14].

Ziskéani hybridniho kmene pomoci indukované fuze pro-
toplastii neni viak zdaleka kone¢nou fazi prace experi-
mentatora. Ma-li byt nové ziskany kmen pouZit v primys-
lovém méiitku, je tfeba provést jeho velmi podrobnou cha-
rakterizaci, kterd ma odpovédét na celou fadu otazek.
Prvni z nich j2: vykazuje hybridni kmen skutetné tu vlast-
nost, o kterou mél b§t piivodni kmen obohacen? Ve v&tsi-
né piipadd jsou vzniklé klony identifikovdny za pomoci
minimalniho pottu obecngji pouZitelnych znaki. U ziska-
nych klont je zpravidla aZ v dal3i fazi pozorovan projev
nové nabytych vlastnosti. Zku3enosti ukazuji, Ze v mnoha
piipadech je cile dosaZeno a Ze klony vykazujf i ty vlast-
nosti, na néZ selekce nebyla pfimo zamérena. Jako pfiklad
1ze uvési ziskani hybridi schopnych 3tépit Skrob a dex!ri-
ny fazi protoplasti Saccharomyces cerevisiae [nebo
Saccharomyces uvarum) a Saccharomyces diastaticus (do-
nor vlastnosti). Tyto hybridy byly ziskany jak v ptipadech,



366

KVASNY PRUMYSL
ro. 33/1987 — &islo 12

kdy byly selektovdny pfimo klony rostouci na agarové
plidé se Skrobem [12, 15], tak tehdy, kdy byla selekce za-
méfena na jiné znaky [11, 16]. V Ffadé pfipadi vSak proka-
zatelné hybridni klony nevykazuji nékteré sledované vlast-
nosti, které by teoreticky mély mit. PFi¢in miZe byt né&ko-
lik: v nejjednodussim pripadé predstavuji hybridni klony
tzv. cybridy. Toto oznaCeni bylo zavedeno jako analogie
s oznatenim stejnych typ hybridd, ziskan§ch v mysich
bunéénych liniich [17]. Cybridni klony obsahuji cytoplas-
mu obou rodi¢ovskych kmeni, ale jadro pouze jednoho
kmene. Neprojevi se tedy u nich jadern& determinované
znaky jednoho z rodi¢ovskych kmenil. Mohou byt zachy-
ceny po fazi protoplastli zejména tehdy, je-li selekce ve-
dena pres znaky cytoplasmaticky determinované. Pro
prenos takto dédénych vlastnosti vSak mohou postadovat
a nékdy jsou cybridni klony selektovany pfimo zam&rné,
Jde napf. o ziskdvani kmeni schopnych produkovat kille-
rovy faktor, protein usmrcujici kvasinky, které jsou k nému
citlivé. Tato schopnost udili kvasinkdm moZnost vlastni
obrany proti kontaminantam kvasného procesu a je gene-
ticky determinovana cytoplasmaticky lokalizovanou dvou-
vladknovou RNA nebo DNA [18]. Indukovanou fazi proto-
plastli byly uZ ziskany hybridni kmeny pivovarskych a vi-
naiskych kvasinek produkujicich killerovy faktor, pfi¢em#
v nékterych piipadech jde zfejmé o kmeny cybridni [4,
19, 20].

Dal3i situaci, kterd miiZe byt zaznamenédna po induko-
vané fazi protoplastdi, je vznik produktdi, obsahujicich
pravdépodobné jen &ast genetické informace splyvajicich
jader. Experimentétor je vZdy znac¢né limitovan ve svych
mozZnostech prokézat, zda hybridni buiiky obsahuji kom-
pletni genetickou vybavu obou rodic¢ovskych bun&k, nebot
miiZe sledovat vidy jen omezeny polet znakil. Pfes toto
omezeni lze Fici, Ze nékteré hybridni klony odpovidaji ta-
kovym netplnym hybridiim. Tyto hybridni produkty zfej-
meé Castéji vznikaji pri fazich na vétsi vzdéalenost, tedy
zvlasté mezirodovych. Pri fazich za déasti kvasinkovych
rodii tvoficich mycelidlni formy jsou zpravidla vzniklé
hybridy heterokaryotni, tzn. Ze bezprostifedn® po fiazi
bunék nesplyvaji jadra [21, 22, 23]. Dal3i kultivaci hybridd
miZe dojit ke vzniku potomstva cybridniho — doslo-li
k ptechodu pouze 1 jddra do dcefiné buinky [24] nebo ke
vzniku jednojadernych bun&k obsahujicich ¢ast genomu
druhého jadra — doslo-li k tzv. ¢asteéné hybridizaci [21,
23]. Ale i pfi fazich jingch rodid kvasinek byly zaznamenéa-
ny tyto typy hybridld. Genetickd analyza mezirodovych
hybridii mezi laboratornimi auxotrofnimi kmeny Saccharo-
myces diastaticus a Schizosaccharomyces pombe prokaza-
la, Ze nékteré hybridni kmeny obsahuji jaderny genom
Saccharomyces diastaticus s jednim chromozomem
Schizosaccharomyces pombe [25]. Podobn& u hybridd
mezi Kluyveromyces lactis a Yarrowia lipolytica ukézala
analyza obsahu DNA, Ze DNA Kluyveromyces lactis tvori
jen asi 14 % obsahu DNA v hybridnich klonech misto teo-
retickych 50 % [8]. Hybridy, pFestoZe prototrofni, vzniklé
fazi auxotroffi, vykazuji jen &ast daldich sledovanych
schopnosti Kluyveromyces lactis. Obdobny vznik nedpl-
nych hybridii byl zaznamenan i v jednodu3im ptipadé pfi
fazi v ramci rodu Saccharomyces [10].

Ani Gplné smiseni genomi obou fazovanych kment viak
nemusi byt dostacujici podminkou projevu vSech sledova-
nych vlastnosti. Geny pritomné v hybridnich klonech ne-
musi byt vidy exprimovény. Je tfeba si uvédomit, Ze v nové
konstituované hybridni buiice vznikaji nové vztahy mezi
riznymi metabolickymi systémy. Bez velmi podrobné zna-
losti Fady regula¢nich systémii nelze prakticky vysledky
jejich interakce pfedpovidat. Experimentaln& lze rozlisit,
zda gen nenj piitomen nebo neni pouze exprimovédn po-
moci hybridiza&ni Southernovy techniky [26]. Jde v3ak
0 naro¢nou techniku, kterou lze v sou¢asnosti pouZit jen
v nékterych pfipadech. Nové utvofend genetickd sestava
v hybridnich buiikdch vSak miaZe vést i k pozitivnhim efek-
tim. Tento teoreticky predpoklad potvrzuje napf. experi-
ment, v némZ byly indukovanou fdzi protoplastii ziskany
hybridy vyrazné lépe utilizujici $krob neZ jeden rodicov-
sky kmen — Saccharomyces diastaticus, ptestoZe druhy
kmen Hansenula capsularis vyuZiva §krob jen slabd [27].
Genetickd informace pritomna v hybridnich buifikdch ne-
musi byt vyjadiena zvlasté tehdy, jde-li o geny pochazejici
z taxonomicky vzdalené kvasinky. Transkrip&ni a trans-
laéni aparaty obou rodi¢ovskych kmen pak mohou byt

natolik rozdilné, Ze prislusné signalni sekvence DNA &i
mRNA partnerského kmene nemuseji byt spravné roz-
poznavany.

Podrobné charakterizace hybridniho klonu musi dat
odpovéd i na dalsi otdzky: nedoslo jako nésledek fize ke
ztrdaté nebo potlateni nékterych vlastnosti piivodniho
kmene — jinymi slovy: ziistaly zachovdny vyhovujici cha-
rakteristiky primyslového kmene? A naopak — neziskal
hybridni kmen né&jaké neZadouci vlastnosti pochéazejici od
donorového rodiéovského kmene? Af uZ indukovanou fazf
protoplastii vznikly produkty obsahujici celé ¢i jen Casti
genelickych informaci rodi¢ovskych kment, je zfejmé, Ze
s velkou pravdépodobnosti mohou byt ovlivnény nejroz-
manit&jsi vlastnosti kvasinkové buniky. Ukazuje se napf.,
Ze hybridni produkty rostou pomaleji neZ phvodni rodi-
tovské druhy, coZ by pfi primyslovém pouZiti zpravidla
znamenalo prodlouZeni vyrobniho procesu a zvy3eni vy-
robnich nékladd (8, 11]. PFikladem projevu nepfiznivé
vlastnosti v hybridnich klonech miiZe byt produkce 4-vi-
nylguajacolu, laky, kterd zpisobuje nepfijemné ovocné
aroma piva. Gen determinujici pfisludny enzym ziskaly
hybridy sou€asné s genem pro produkci glukoamylasy pfi
indukované fuzi protoplasti pivovarskych kvasinek s dru-
hem Saccharomyces diastaticus [28]. Ziskany hybridni
kmen musi byt proto velmi podrobné testovdn za labora-
tornich i provoznich podminek a pak vybrany ty klony,
které nevhodné vlastnosti nevykazuji. Minimalni zmény
nezddouciho charakteru by se mély projevovat u t&ch hyb-
riddi, které budou obsahovat co nejmensi mnoZstvi geni &i
chromozomi z donorového kmene. Pokud se nepodafi
ziskat aneuploidni klony viceméné spontdnni cestou, lze
uméle indukovat ztraty nékterych chromoz6émii pomoci
haploidiza¢nich €inidel, jako jsou benomyl, p-fluorofenyl-
alanin nebo akriflavin [29, 30]. U hybridd vzniklych po
fazi rozdilné auxotrofnich mutantli Saccharomycopsis li-
polytica plisobeni benomylu vedlo k pfednostnim ztratdm
chromozémii pochézejicich z téhoZ rodiovského jddra
[31]. Haploidizaéni €inidla tedy poskytuji moZnost elimi-
novat z hybridnich kmenid chromozém nesouci neZadouci
gen. V optimdlnim pfipadé by moZnda mohla byt hybridni
buiika zbavena vétsiho po&tu téch chromoz6émi, které po-
chazeji z donorového kmene, nenesou geny determinujici
poZadované vlastnosti a predstavuji tak zbytn§ nebo
i zat8Zujici komponent vzniklé di- nebo polyploidni
buiiky.

Maji-li byt ziskané nové kmeny pouZivdny k vyrobg,
musi byt nezbytné stabilni, tzn. udrZet své nové ziskané
vlastnosti po dlouhou fadu generaci, popf. i za rliznych
kultivaénich podminek. Prakticky ve v3ech pfipadech, kde
byla sledovédna stabilita znaki, na néZ byla provadéna se-
lekce, bylo v3ak zji§téno, Ze primarni produkty indukova-
né flze protoplasti jsou nestabilni. Zvlasté vyrazné se ne-
stabilita projevuje u mezirodovych hybridd. PFi kultivaci
hybridi dochézelo k segregaci na plvodni rodi¢ovské typy
(zpravidla auxotrofni), ale vznikaly i rizné intermediarni
formy [21, 32, 31]. Slo-li o morfologicky odli¥né rodi¢ovské
typy, pak se pasaZovanim zvy3ovala morfologickd podob-
nost s jednim €i druhym rodi¢em [5, 31]. Po kultivaci
hybridd vzniklych fazi polyploidnich a haploidnich proto-
plastii byly zjidfovany subklony vykazujici niZ3i neZ pfed-
pokladany stupefi ploidie [9, 10]. Kultivace hybridd v pro-
stfedi, v némZ nemusi byt nové nabytd vlastnost vyuZiva-
na, miZe rovnéZ vést k jeji ztrat&€ — napf. hybridni kmeny
mezi pivovarskou Saccharomyces uvarum a Schwanniomy-
ces occidentalis ztracely schopnost produkovat gluko-
amylasu pfi kultivaci v mladiné [33]. V souasné dobé se
postupuje tak, Ze primarni produkty fize jsou po nékolik
generaci pasdZovany na pevném ¢i v tekutém médiu pod
selekénim tlakem, za kterého byly izolovany. Takto ziska-
né izolaty jsou stabilni i pfi kultivaci za neselektivnich
podminek [10].

Podrobnéji sledoval v§voj hybridd mezi Saccharomyces
diastaticus a Hansenula capsularis pfi dlouhodobé Kulti-
vaci na médiich s rliznym zdrojem uhlfku Spencer et al.
[27]. Ukézalo se, Ze rizné kultivaéni podminky vedly
k rliznym zmé&nam vlastnosti hybridii. Tento experiment
naznacuje, Ze vlastnosti hybridd by bylo moZno formovat
riznymi sméry. Teprve daldi experimenty mohou ukazat,
zda lze zamérnou volbou kultivaénfch podminek smérovat
zmény hybridnich kmend k Z4doucim vlastnostem, popf.
spojit se ztratou vlastnosti nezadoucich.
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Janderova, B. - Vondrejs, V. - Bendova, 0.: Genetické ma-
nipulace kvasinkovou buiikou. II. K problematice vyuZiti
fGze protoplastii pro pfipravo novych priimyslovych kme-
nii kvasinek, Kvas. prim. 33, 1987, ¢&. 12, s. 365—367.

Clanek ukazuje, ktergch vysledkdi bylo dosud dosaZeno
pii vyuZiti metody indukované fiize protoplastii pro pfi-
pravu novych kmenti kvasinek, které problémy se v této
oblasli vyzkumu objevuji, pop¥. jaké jsou moZnosti jejich
redeni.

Siupeposa, b. - Bouppeiic, B. - Bennosa, O.: Ienernueckue
MaHHNyAsiuuH apoxxkesoi kaerkoi. I1. K npobaematuke Mc-
NOJb30BAHNS CJAHSIHHS NMPOTONAACTOB JAJS NOJYYEHHS] HOBBIX
NPOMBIIJICHHBLIX WTAMMOB Aposikei. Ksac. npym. 33, 1987,
Ne 12, ctp. 365—367.

Craths noka3sbiBaeT, KaKHe pe3yJabTaThl GBIIH JOCTHTHYTHI
NIPH HCTOJAL30BAHHH METOJla HHAYILHPOBAHHOTO CJAHSTHHSA TPO-
TONVIACTOB /sl MOJIYYEHHsl HOBBIX IITAMMOB JPOKIKeil, naee
KakHe npobjaeMbl B 3TOH 06JacTH HCCAEL0BAHHSA MOABASIOTCS
H KakHe HMEIOTCs BO3MOZKHOCTH HX pelleHus.

Janderova, B. - Vondrejs, V. - Bendova, 0.: Genetic Manipu-
lation with Veast Cell, II. Application of Proioplast Fusion
for New Industrial Yeast Strain Preparaiions. Kvas. priim.
33, 1987, No. 12, pp. 365—367.

The results obtained by the use of induced protoplast
fusion for new indusrial strain preparations together with
problems and their possible solutions are discussed in the
arlicle.

Janderova, B. - Vondrejs, V. - Bendovd, 0.: Genetische
Manipulationen der Helezelle. II. Zur Problematik der
Ausniitzung der Protoplasienfusion zur Aufbereitung nener
industrieller Hefestimme. Kvas. pram. 33, 1987, Nr. 12, S.
365—367.

Der Artikel ertrtert die bisher erzielten Ergebnisse bei
der Applikation der Methode der induzierten Protoplas-
tenfusion zur Aufbereitung neuer Hefestdmme. Weiter
werden die Probleme diskutiert, die auf diesem For-
schungsgebiet auftauchen, sowie auch ihre Losungs-
moglichkeiten.



