VyuZitie mikroorganizmov pri rieSeni problému hladu

AGATA BOJNANSKA

Uvod

7Zd4 sa az neuveritelné, Ze na svete, kde dnes zija styri miliardy Tudi, dve treti-
ny hladuja. Z biologického hladiska sa vsak pod hladovanim nemysli len
maximalny nedostatok potravy. Medzi hladujicich sa pocitaji aj miliony ludi.
ktori sa denne sice najedia dosyta, ale ich organizmus mé staly nedostatok
bielkovin, tvoriacich az 85 %, susiny ludského tela a zabezpecujicich v tele
¢loveka normdlne Zivotné funkcie. Mozog, ktorému podvyzivené telo po celé
roky nepristiva dostatok kvalitného stavebného materidlu, nemoze sa rozvijat
podla kvality genetickej informacie, ktori dostal od rodiov. Na zdklade
psychologickych testov zistili vedci na viacerych kontinentoch, Ze inteligentny
kvocient (IQ) podvyZivenych deti v rozvojovych krajindch zriedka prevysuje
index pitdesiat, ¢o je iba polovica priemerného indexu inteligencie deti zo stred-
nej Eurdpy.

Optimisti zo Svetovej organizacie pre vyzivu a polnohospodarstvo (FAO)
viak tvrdia, ze Zem je schopnd uzivit 14 miliard ITudi. Hoci na Zem dopada
zo Slnka 5. 1020 kecal, obrovska ¢ast tejto energie sa straca. Na rastliny z nej
dopadé iba 1 9,. Prave rastliny sa Zivia neorganickymi latkami a pomocou
slneéného Zziarenia menia vodu, kysliénik uhli¢ity a nerastné latky na zivi
hmotu rastlinnych tiel, na ktorej potom priamo alebo nepriamo cudzopasia
vietky ostatné Zivé tvory. Vidsiu Cast slneénej energie spotrebuju rastliny
pri raste, dychani a ostatnych Zivotnych procesoch, a tak sa iba niekolko desa-
tin energie, ktora Slnko venovalo Zemi, meni na potravu.

Na Zemi sa kaZdoro¢ne vyprodukuje 450 miliard ton Zivej hmoty. Z nej 300
milidrd ton pripadé na rastliny a zvysok na organizmy, ktoré konzumuji uz
vytvorent rastlinntt hmotu. Viacsiu ¢ast vyroby zivej hmoty ¢lovek neovlada.
Vedci vypotitali, Zze zo Zivej hmoty produkovanej na stsi spotrebuje ¢lovek
sotva desatinu a zo zivej hmoty vo svetovych oceanoch nanajvys miliontinu.

Na nasej planéte Zije vy$e 350 000 druhov rastlin, z ktorych ¢lovek podnes
skultivoval iba 600. Z tychto 600 kultirnych rastlin iba 3 druhy. a to psenica,
ryza a kukurica, poskytuji miliénom ludi denny chlieb. Na tito trojicu pripa-
daju 3/4 arody vsetkych obilnin. Prave tieto rastliny sa stali v stcasnosti
objektom tzv. ,,zelenej revoltcie”, ktorda ma oslobodit Tudstvo od jarma hladu.
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Hoci sa ziskali velmi odolné a vynosné kultivary pSenice a ryze, nie je mozné,
aby sa pomocou nich odstranil hlad v krajinach ,.tretieho sveta™. V tychto
oblastiach v désledku rozdrobenosti policok sa neméze uplatnit moderna tech-
nolégia a nedostatujicim rozdelovacim systémom tu vychadza nazmar aZ
40 95 kazdoro¢nej tirody.

Zo statistik OSN vyplyva, ze aj keby sa v najblizSom ¢ase zastavil rast
obyvatelstva Zeme. bolo by nevyhnutné na zabezpecenie jeho vyzivy v krat-
kom case mnohonasobne zvysit vyrobu bielkovin. Polnohospodéarstvo vsak
nebude schopné klasickymi i menej klasickymi spésobmi vyriesit tento prob-
lém. Podobne jeho riesenie chémiou je prakticky nemozné aj vtedy, keby sa
zabezpecila preprava potravy na miesta, kde jej je nedostatok. Riesenie vSak
moéze poskytnat mikrobiolégia. Kedze klasickd vyroba potravin narazi za
stutasnych podmienok uz skoro na hranice svojich moznosti, vo vyskumnych
astavoch vyzivy na celom svete hladaju vedei nové zdroje potravy, najmé
bielkovin.

Uz dvadsat rokov sa vazne poolta s riasami. V laboratériach Mikrobiologic-
kého tstavu CSAV v Tieboni sa uz robili rozsiahle pokusy aZ po poloprevadz-
kovi vyrobu biomasy niektorych rias a zistili sa mnohé tudaje rozhodujtice
pre ekonomiku tejto technoldgie. Za nasich podmienok vsak este nie je tato
vyroba ekonomickd, ale uz teraz je vyhodna pre oblasti s intenzivnou slne¢nou
radidciou a dostatkom plochy na ich kultivéciu.

Dalsim volkym rezervoarom na vyrobu bielkovin je nafta. Vedeci dnes uz
poznaji vyse 150 mikroorganizmov, ktoré vedia ,,vyrobit* z nafty hodnotnua
bielkovinovi masu. Nafta je surovina organického povodu a uhlovodiky.
ktoré ju tvoria, najmé parafiny a alkany, st vyhodné pre $pecialne druhy kva-
siniek, ktoré ich konzumuji a vyborne sa za takychto podmienok mnoZia.
Po ich oddeleni od zvyskov nafty sa ziskava biomasa velmi bohata na bielko-
viny a vitaminy. Hodnota tychto bielkovin je medzi hodnotou rastlinnych
a zivotisnych bielkovin, blizsie k zivo¢isnym. Z aminokyselin v nich chybaja
jedine cystin a metionin. Obsahom vitaminov vsak prevysia vicésinu inych
produktov.

Z mikroorganizmov prichadzaji do dvahy na tieto ucely predovsetkym
kvasinkovité mikroorganizmy, najmé rod Candida. Tento rod je v sitasnosti
este nezuslachteny, a preto poskytuje velmi realne rezervy, najmé pri ziskani
produkéne velmi vyhodnych genetickych mutantov. Vyhladove a za istych
podmienok treba pocitat aj s vyuzitim niektorych druhov baktérii a rias.

Mikrobiologicka vyroba bielkovin moéze sdicasne riesit aj otdzky zlepsenia
zivotného plostredia Predovsetkym sa to tyka likvidécie zvyskov petroche-
mickych surovin a priemyselnych odpadov, ¢im sa sucasne uvolnuji potravi-
narske a krmivarske (melasa) suroviny na vyz1vu alebo kfmenie. Dalsie vyhody
st : mozZnost vyrabat bielkoviny bez zv ysema narokov na podu pomerne Vyso-
ké produktivita prace a moZnost vyuzit Sirokd paletu surovin podla miestnych
zdrojov.

V najblizSom Case treba pocitat s krmovmarskym vyuzitim mikrobidlnych
bielkovin. Vyhladove viak bude mat ovela viési vyznam izolacia Cistych biel-
kovin pre priamy Iudsky konzum.

Druhy rodu Candida sa dnes uz bezne pouiivajﬁ pri spracovani odpadov
z roznych pnemyselnych vyrob. V Japonsku sa uZ niektoré druhy tohto rodu,
ktoré maji schopnost utilizovat uhlovodiky, a tak premienat tento vsade-
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pritomny material na jednoduché bunkové bielkoviny, priemyselne vyuzivaju.
Ide predovsetkym o vyrobu kfmneho drozdia pre hospodéarske zvierata.

Vyroba potravin z ¢istych mikrobialnych bielkovin v stcasnosti uz nie je
utépiou a celkom nerozpracovanou oblastou. Spolo¢nost British Petroleum
vyraba zo surovin ziskanych z nafty susené mlicko. Firma Nestlé spolu s nafto-
vymi spolotnostami Esso a Standard Oil vyradba korenie magi a polievky.
V Spojenych statoch vyrobili kuracie pastéty, ktoré vyvazaji aj do Juznej
Ameriky. V Japonsku vyrobili rozmanité druhy peciva a jablkovi zmes na
nerozoznanie od pravej. V Sovietskom zvéze vyrobili z lnikl’obiélny'cll bielko-
vin dokonca kaviar a chet postavit tovareii na vyrobu misa. Ani unds v tomto
smere nezaostavame. V Ceskych Bud&joviciach na vystave ,,Zemé Zivitelka
mohli ndvstevnici ochutnat ¢eskoslovenské mésové pastéty, vyrobené zo suro-
vin ziskanych z petroleja.

Misové vyuiitie mikrobialnych bielkovin pre Iudsky konzum nie je vsak
eSte vyrieSené (de Pontanel 1972; Davis 1974; Champagnat, Adrian 1974).
Okrem mnohych inych problémov treba sa predovsetkym zbavit obav z toxici-
ty tychto produktov a vyriesit otdazku vysokého obsahu nukleovych kyselin.

Pri raste na n-alkdnoch maji mnohé kmene druhu Candida lipolytica
schopnost zvysenej produkeie kyselin Krebsovho eyklu, najmé kyseliny citro-
novej a o-ketoglutarovej.

Citraty nadobtdaji v stcasnosti velky vyznam najmé z hladiska zachova-
vania Cistoty prostredia a vod, ktoré sa okrem priemyslu a polnohospodarstva
velmi silne zne¢istuja aj fosforom z pracich praskov, obsahujtcich polyfosfaty.
Preto sa v stcasnosti vyskum zac¢ina zameriavat na ich nahradenie citratmi.
Citraty by vsak museli byt o polovicu lacnejsie, ako umoziuje si¢asnd vyroba.
Vyroba kyseliny citrénovej z melasy je jednak nakladna, jednak zacina byt
nedostatok tejto suroviny a proces vyroby je spojeny so vznikom velkého
kvanta odpadovych vdéd. Nékladnost zvySuje aj nevyhnutnost dodrziavat
vysoky stupen mikrobiologickej Cistoty.

Produkeia kyseliny citréonovej z n-alkanov by tieto nedostatky celkom od-
stranila. Ukazuje sa, Ze jej vyroba tymto spésobom ma vysokd vytaznost
(okolo 140 9,), a to aj za nesterilnych podmienok.

Aby sa prislusné mikroorganizmy mohli vyuzit vo velkovyrobe, treba pre-
dovsetkym ziskat a geneticky otestovat vysokovykonné kmene niektorych
druhov pripadajtacich do tvahy a vyriesit technolégiu ich ekonomicky vyhod-
ného pestovania.

V predlozenej préci sa zaoberdme problémom blizsieho genetického urcenia
kmenov druhu Candida lipolytica. Testovali sme kmene, kboré sa uZ v stdas-
nosti zac¢inaji u nas sledovat z hladiska produkcie kyselm Krebsovho cyklu,
najmé kyseliny citrénovej a o-ketoglutarovej.

Nagou tlohou bolo uréit parovacie typy tychto kmenov a zistit podmienky
vyhodné na ich kopuldciu. Bliz§im uréenim tychto vlastnosti sa poskytne
zaklad na genetické analyzy, vedice k ziskaniu produkéne vysokovykonnych
kmetiov. Uréenie parovacich typov ma vyznam aj pre blizSie systematické
zaradenie tychto kmenov.
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Literarny prehlad

Druh Candida lipolylica sa systematicky az doneddvna zaradoval medzi
nespérogénne kvasinky. Az roku 1952 a 1954 Wickerham a Burton zistili, Ze
niektoré z nespérogénnych rodov existuji v prirode prevazne ako haploidné
oddelené parovacie typy. Na zdklade tychto zisteni sa druhy rodu Candida
preradili z Fungi imperfecti medzi heterotalické kvasinky.

Kopuldcia kmetiov druhu Candida lipolytica prebieha v pomerne nizkej
frekvencii. Robila sa na viacerych typoch médii a jednotlivé metodiky sa uvé-
dzaju vo viacerych pracach (Wickerham, Kurtzman, a Herman 1969, 1970;
Herman 1971; Bassel, Warfel a Mortimer 1971; Bassel a Mortimer 1973;
Gaillardin, Charoy a Heslot 1973). Vo vietkych tychto pracach sa uvddza nizka
frekvencia zygot. Gaillardin, Charoy a Heslot (1973), ktori sledovali vplyv
rozli¢nych kombindcii faktorov na kopulaciu (Cas, teplota, hustota suspenzie,
typ média a sposob kultivicie) uddvaju maximélnu frekvenciu zygot 4,2 %.

Hoci sa tieto organizmy uz davno priemyselne vyuzivaju, ich selekcia bola
nesystematickd a okrem malych vynimiek (napr. produkéné mutanty na vy-
robu kyselin Krebsovho cyklu alebo dikarboxylovych kyselin z n-alkdnov)
sa nevyuzivali genetické a mutacné metédy.

Objavenie sexuality Candida sp. ma velky prakticky vyznam najmé pre
mornost ziskat rozne typy hybridov, napr. rychlo rasttcich, alebo majtcich
Siroké asimilaéné spektrum a s@¢asne schopnost nazhromazdovat metabolity
a pod.

Material a metodika

Ako materidl sme pouzili $tyri kmene druhu Candida lipolytica. Dva z nich,
oznatené &slami 106 a 113, boli zo zbierky Vyskumného tstavu pre ropu
a uhlovodikové plyny, Bratislava-Vléie hrdlo. Obidva tieto kmene mali
schopnost utilizovat n-alkdny. Dalsie dva kmene, ktoré sluzili na testovanie
parovacich typov, sme ziskali z Chemického tstava SAV, ktory ich dostal
priamo od Wickerhama z Northern Regional Research Laboratory Peonia,
Illinois, USA, pod oznatenim YB-423-12 (nase oznacenie CCY 29-26-36) ako
parovaci typ B. Tieto dva testovacie kmene nemali schopnost rast na n-alkd-
noch.

Vietky uvddzané kmene sa pokladaji za haploidné heterotalické kvasinky
a povodne sa izolovali z prirodnych podnych populécii. Kmene CCY 29-26-35
a OCY 29-26-36 ziskal Wickerham z diploidnej kultary izolaciou spér mikro-
manipuldtorom (Wickerham, Kurtzman a Herman 1969).

PouZivali sme tieto médid: maximalne médium — Giffskd poda (G): 1 %
peptén, 1 9 kvasniény extrakt, 2 9% glukéza, 2 9%, agar, doplnit oby¢ajnou
vodou do 1000 ml; submaximéalne médium — RG médium (Herman 1971):
0,02 %, kvasni¢ny extrakt, 0,02 9, peptén, 0,1 %, glukdza, 2 %, agar, doplnit
destilovanou vodou do 1000 ml; tekuté RG médium m4 rovnaké zloz-unie ako
médium tuhé, obsahuje vsak agar.

Kultiry prislusnych kmetiov sa rozpesttvali 24 hodin na bohatom kormplet-
nom médiu (G) pri teplote 28 °C; 24-hodinové kulttra sa potom predkultivo-
vala na submaximéalnom DG médiu, kde sa kmene nechali samostatne rast
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48 hodin pri teplote 20 °C. Kultivécia na tomto médiu obmedzujiicom rast
slazila nie na rozpestovanie kultir, ale na zvysenie fertility kmenov (Herman
1971). Po 48 hodinach kultivacie sa vzdy dva a dva kmene z RG pody spoloéne
zmyvali do 50 ml Erlenmayerovych baniek s 20 ml tekutej RG pody. Do teku-
tého RG média sa zmyval vzdy kazdy testovany kmen s kazdym testérom.
ako aj testéry a testované kmene spolotne. Takymto spésobom sa ziskali tieto
typy krizeni:
CCY 29-26-35 x CCY 29-26-36
CCY 29-26-35 x 106
CCY 29-26-25 x 113
106 x CCY 29-26-36
113 x CCY 29-26-36
106 < 113
Zmesi v tekutej RG pdde sa kultivovali na reciproénej trepacke pri teplote
23 °C. Po 1 hodine trepania sa suspenzie centrifugovali a bez zliatia superna-
tantu sa nechali stat 2 hodiny pri teplote 22 °C. Po 2 hodinach sa supernatant
zlial a sediment sa cely naoc¢koval do cerstvej RG pody a kultiry sa opét dali
na trepacku, kde sa 24 hodin kultivovali pri teplote 23 °C. (Centrifugédcia a std-
tie scentrifugovanych kulttr sa pouzivalo na zvicSenie pravdepodobnosti
styku buniek opacnych parovacich typov.) Po tomto ase sa kulttry mikrosko-
picky sledovali a potitala sa v nich frekvencia zygot vzhladom na pocet jedin-
cov, t. j. bunick, putiacich buniek. hyf aj pseudohyf. Bunky sa pocitali v Biir-
kerovej komorke.
Aby sa zistilo, ako sa meni frekvencia zygot v zavislosti od trvania kultivacie
v tekutom RG médiu, pocitala sa frekvencia jednak po 26 hodin, jednak po 50
hodin spolo¢nej kultivacie (doba kultivécie sa potitala az do zliatia superna-
tantu a naotkovania do tekutej RG pody).
Frekvencia zygot sa pocitala v suspenziach s hustotou 10—108 buniek/ml
v troch sériach pokusov.

Vysledky

Pri kultivacii kopula¢nych zmesi v tekutej RG pode na trepacke sa po 26
hod. vyskytovali v suspenzii jednak samostatné bunky réznej velkosti, ktoré
¢asto pucali, jednak hyfy a pseudohyfy, ktoré casto tvorili blastospéry, a pri
niektorych typoch krizeni nebol zriedkavy ani vyskyt retiazok. Vzhlad jed-
notlivych bunkovych typov sa nemenil ani po 50 hod. kultivécie.

Zygoty sa vyskytovali vo vSetkych typoch kriZeni a tvorili ich dve velké
bunky, ktoré boli umiestnené vedla seba a spojené kopulaénym mostikom.
Okrem dvoch takmer rovnakych buniek mohla zygotu tvorit aj jedna velka
a jedna mensia bunka, nikdy ju vSak netvorili dve bunky, ktoré by boli umiest-
nené za sebou.

Na zaklade vyskytu zygot sa urcilo, Ze kmen 113, kedZe sa krizi s testérom
CCY 29-26-35, reprezentuje parovaci typ B a kmen 106, kedze sa krizi s testé-
rom CCY 29-26-36, reprezentuje parovaci typ A.

Pri krizeni 106 x 113 sa v suspenzii vyskytovali aj samostatné bunky,
hyfy, pseudohyfy a nechybali ani blastospéry, ale na rozdiel od predchadza-
jucich typov krizeni sa tu nevyskytovali puciace bunky a kultira bola ovela
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menej zivotaschopna. Bunky boli obalené hrubsou blanou, ich plazma bola
zimité a Gasto sa vyskytovali Iyzujice bunky a rozpadajuce sa hyfy. Mnozstvo
rozpadajtcich sa buniek bolo priamo umerné trvaniu kultivacie.

Frekvencia zygot bola nepriamo umerna trvaniu kultiviacie. Pri krizani
CCY 29-26-35 x CCY 29-26-36 klesla frekvencia zygot po 50 hod. kultivacie
0 35 9%, pri krizeni CCY 29-26-35 x 113 a 38 9, pri krizeni CCY 29-26-36 x

< 1()() 0 59.3 % a pri krizeni 106 x 113 o 39,3 ° . Pokles frekvencie zygot
pri 26 a 50 hod. kultivécii je zndzorneny na graf: 1

V4
2 p

151

T AB AB AB AB Tkuilivice A B T kultivacie

"E==3 CCv 29-26-35% CCY 29-26-36 = CCY 29-26-35 x CCY 29-26-36
[ cCy 29-26-35x113 [C__1cey 29-26-35x% 113
V7 cCy 29-26-36x106 A 26h 74 CCY 29-26 -36x 106 A 26h

13x106 B 50h 13 x 106 B 50h
Obr. 1. Pokles frekvencie zygot pocas Obr. 2. Frekvencia zygot v jednotlivych
kultivicie. typoch krizeni.

Najvyssia frekvencia zygot bola pri krizeni CCY 29-26-35 x CCY 29-26-36.
ked zygoty tvorili 2,22 9, jedincov, t. j. frekvencia zygot bola 2,22 . 10-2
Pri krizeni CCY 29-26-35 x 113 bola frekvencia zygot 0,93 x 10-2, t.j. 0,939,
pri krizeni CCY 29-26-36 x 106 bola frekvencia zygot 0,86 x 10-2 t.j. 0,869%,.
\(1]m7sn frekvencia zygot bola pri krizeni 113 x 106, ked zygoty tvorili iba
0.28 9, t. j. ich frekvencia bola 0,28 x 10-2,

Z uvedﬂnych hodndt vyplyva, ze najlepsie sa spolu krizili kmene CCY
29-26-35 x CCY 29-26-36. Frekvencia zygot pri krizeniach CCY 29-26-35 x

113 a CCY 29-26-36 x 106 sa od seba velml neodlisovala, a preto mozno
konstatovat. ze pravdepodobnost krizenia tychto dvoch kmenov s testérmi ]e
takmer rovnaka. Pri krizeni 113 x 106 je frekvencia zygot velmi nizka, ¢o
poukazuje na znizenti kompatibilnost tychto kmenov za danych podmienok
kultivacie. Frekvencia zygot pri jednotlivych typoch krizeni po 26 a 50 hod.
kultivécie je znazornena na grafe 2.

Hodnoty frekvencie zygot po 26 a 50 hod. kultivicie stt uvedené v tab. 1.
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Tab. 1. Frekvencia zygot pri roznej dobe kultivacie a roznych typoch krizenia
(sumarizacia 3 opakovani)

Doba kultivicie 26 hod. 50 hod.
vy pocet pocet frekvencia pocet pocet ftl‘(’k\'(‘n-
typ krizenia o e i o S = cia zygot
c jedincoy zygot zygot v 9, | jedincov zygot Y
0
CCY 29-26-35 <
CCY 29-26-36 11441 254 2,22 12 226 177 1.45
CCY 29-26-35 < 113 8 789 82 0,93 16 621 62 0,58
CCY 29-26-36 < 106 10 250 S8 0,86 9339 33 0.35
113 x 106 11265 32 0,28 10 208 17 0.17
Diskusia

Vysledky sved¢ia o tom, Zo frekvencia zygot je nepriamo timsrnd trvaniu
kultivdcie kopuladnej zmesi. Pri kriZzoniach sa maximum zygot vyskytovalo
po 24—30 hod. a ich frckvencia potom rychlo klesala. Vyrazné rozdiely sa
pozorovali uz po 50 hod. kultivécie. Herman (1971) uvadza, Ze zygoty vznikali
12—15 hod. po masovom péarovani a kopuldcia dosiahla maximum 24-—30
hod. po zmicSani bunick, takze vysledky, ktoré uvddzame, sa c2lkom zhoduju
s jeho pozorovaniami.

Zistent frekvenciu zygot pri kultivacii na chudobnom RG médiu nemozno
porovnat s literdrnymi tdajmi, protoZe ani v jednej z prac tykajtcich sa tejto
problematiky sa frekvencia zygot na tomto médiu neuvadza. Frekvenciu zygot
uvadzaji vo svojej praci jedinc Gaillardin, Charoy a Heslot (1973); robili
kultivaciu na MC médiu, ktoré je bohatsie ako RG médium. Po 36-hod. kulti-
véeif pri roznej hustote bunick uvadzajt pre susponziu s hustotou 108 buniek
/ml 2,5 9, frekvenciu zygot. ktord sa od nami zistenej frekvencie v kopulatne]
zmesi CCY 29-26-35 x CCY 29-26-36 (2,2 %) odlisuje iba velmi madlo. Z toho
mozno usudzovat, Ze krizitelnost kmenov CCY 29-26-35 x CCY 29-26-36
za nafich podmicnok kultivacic je takmer takd istd ako kriZiteInost kmenov
W x Z, odvodenych z tostovacich kmetiov, ktoré sme pouZivali.

Na zdklads pozorovania frekvencie zygot v jednotlivych typoch krizenia
mozno dojst k zdveru, Ze frekvencie zygot v jednotlivych kopulatnych zme-
siach sa od scba znaéns odlisujia. KedZze sa kmene kuitivovali a kriZili za rovna-
kych podmicnok, moZno tento jav vysvetlit iba rozdiclnou kompatibilitou
testovanych kmenov. Je dost pravdspodobné, Ze rozdiclna kompatibilita moze
suvisiet aj so schopnostou jednotlivych kmetiov vyuzivat n-alkény ako zdroj
uhlika. Predchddzajicimi pokusmi sme zistili, Ze testér CCY 29-26-35 a tostér
CCY 29-26-36 nerastt na alkdnoch, kym kmene 106 a 113 vyuzivaji uhlovo-
dikovy substrat ako zdroj uhlika. Z pozorovani vyplyva, ze kmene, ktoré
utilizuji uhlovodiky, krizia sa v ovela nizsej frekvencii ako kmene, ktoré alkany
neutilizuji. Na zéklade tohto predpokladu by sa dala vysvetlit aj rozdiclnost
vo vyskyte zygot pri jednotlivych typoch krizeni. Aby sa vSak mohla tato tiva-
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ha potvrdit, treba vykonat presnejsiu genetick analyzu testovanych kmeriov,
ziskat z kmenov 106 a 113 mutanty takisto neschopné rast na n-alkanoch,
ktoré by mohli byt zahrnuté do porovnavacich krizeni.

Zaver

Prinosom préace bolo urc¢enie parovacich typov dvoch kmenov druhu Can-
dida lipolytica schopnych utilizovat n-alkany, ¢im sa otvorila cesta k dalSej
genetickej analyze a genetickému zu§lachteniu tychto priemysclne délezitych
kmenov. Uréenim parovacich typov bolo umoznené aj pouzitie mutacénej
analyzy pri ziskavani kmenov s vysokou produkeciou biomasy a kyselin Kreb-
sovho cyklu.

Sthrn

Niektoré kmene Candida lipolytica st schopné utilizovat n-alkany a ¢rtaju
sa Siroké moznosti vyuzit ich pri vyrobe bielkovin a niektorych organickych
kyselin.

Pri dvoch blizsie neurcenych kmenoch, oznac¢enych 106 a 113, izolovanych
v Bratislave, sa na zaklade kriZenia s testermi uréili ich parovacie typy (kmen
106 ako parovaci typ A, kmen 113 ako parovaci typ B) a frekvencia zygot.
Najvyssia frekvencia zygot bola pri krizeni testérov medzi sebou. Najnizsia
frekvencia zygot bola pri vzajomnom krizeni skiimanych novoizolovanych
kmenov. Rozdielnost frekvencie zygot medzi jednotlivymi krizeniami by sa
mohla vysvetlit rozdielnou kompatibilitou testovanych kmenov, ktord méze
byt v korelacii so schopnostou utilizovat n-alkany.
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HNenonbzosanne MUKRPOOPIransMOB 1LIpU pemenun H])O(’)JIOMI)I ToJ1oa

BoiBojnl

Heroropoie wrammnt Candida lipolytica ¢ioco0unl yruimsnpoBath H-aaRaHb 1 00ph-
COBBLIBAIOTCS [HIPORIE BOSMOATHOCTI HX HCHOIL30BAHIA TPH HPON3BOCTBE OCJAKOB 1 HCRO-
TOPLIX OPraHHuecRIX KHCI0T.

YV aByx Goaee 10Apo0HO HCONPEICICHHBIX TAMMOB, OGosHavennbix kar 106 nm 103,
H30/MPOBAHHLIX B 1. bpartuciaase, 0L Ha OCHOBAHMM CKPCHMBAHIA ¢ TECTCPAMM OHpe/ie-
JCHLE MX HapHble Tannk (inravm 106 ObIIT VCTAHOBJACH Rak napubtii tun A, mramm 113 Onin
YCTAHOBJACH Rak HapHbii mhn B) 1 UACTOTA BUTOT. CaMast BLICOKas 4acToTa 3HI0T ORA3a1aC1
P CRPEIHBAHIIL TECTEPOB MEALLY €000l

CaMast HH3Ras 9acToTa 31I0T ORA3AJAChL NPH B3aIMHOM CRPENMBANN Ha0.130,1aCMBIX
HOBONZOIIPOBAHHBIX ITAMMOB. PasHHILY UacTOTLI 3UIOT MEAYLY OTJEILHLIMI ¢ KPCTILIBAHI-
MU MOMKHO OBIJIO Obl OOBSCHNTL I);l:i’H()l“l COBMECTHMOCTBLIO TECTOBAHHLIX INTAMMOB, ROTOpas
MOZKET OBITL B ROPPESSIL ¢ CHOCOTHOCTLIO YTHANBHPOBATL H-UTRAHDI .

The utilizing of the microorganisms in solving the starving problem
Summary

Some strains of Candida lipolytica are capable to utilize n-alkanes and dued to the fact
there drawn wide possibilities of their utilizing by production protein and some organic
acid production.

By two nearer non determined strains signed as 106 and 113, isolated in Bratislava,
on the base of crossing with testeres the pair types were determined (the strain 106 was
determined as the pairing type A, the strain 113 was determined as pairing type B)
and the frequence of zygotes. The highest frequence of zygotes had been by crossing the
testeres between themselves.

The lowest frequence of zygotes took place at mutual crossing of the tested nonisolated
strains. The difference in the frequence of the zygotes between individuals crossings
could be by different compatibility of the tested strains explained which can be in corre-
lation with the n-alkanes using capability.
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