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Rekombindcia mitochondridlnych génov
a hybridizacia kvasiniek

MARGITA OBERNAUEROVA — JULIUS SUBIK

Suhrn. Na zéklade stidia rekombindcie mitochondridlnych génov sa vypracoval
postup hybridizdcie kvasiniek, ktory je nezdvisly od pdrovacieho typu a absencie
jadrovych genetickych znakov rodi¢ovskych kmenov. Tento univerzélny postup
sa dé vyuzit aj pri hybridiza¢nom $lachteni priemyselnych kmernov a zakladd sa na
mitochondridlnej mutagenéze, konjugdeii buniek alebo fuzii ich protoplastov,
pri¢om potomstvo vzniknutych hybridov sa selektuje ako mitochondridlne re-
kombinanty.

Medzi zdkladné spdsoby umoziujice menit genetickd informéciu kvasiniek
patri mutécia, rekombinécia a transformécia. Rekombinéciu génov podmienu-
je hybridizécia roditovskych buniek a sporulicia ich hybridného potomstva
[1, 2]. Priemyselné kmene kvasiniek na rozdiel od laboratérnych si vsak
vic§inou pohlavne neaktivne, tazko sporulujice, bez jadrovych genetickych
znakov a naviac polyploidné alebo aneuploidné [3, 4]. Pre recesivnu povahu
vadsiny mutécii byva mutacné slachtenie takychto kmeriov mélo efektivne
[4, 5]. Ovela uéinnejsie je hybridizac¢né slachtenie, ktoré je spojené s prekoné-
vanim dvoch problémov. Prvy sa tyka sexudlnej inkompatibility buniek
rodi¢ovskych dvojic, ktory mozno uz dnes prekonat indukovanou fuziou proto-
plastov kvasiniek [6]. Druhy problém stvisi s identifikdciou hybridov a s ne-
pouzitelnostou prototrofnej selekcie, resp. mikromanipulacnej techniky, naj-
mé ak frekvencia tvorby zygot je nizka.

Cielom tejto prace bolo ziskat nové poznatky o rekombindcii mitochon-
dridlnych génov po fazii protoplastov kvasiniek S. cerevisiae a vyuzit ich pri
univerzalnom postupe selekcie a hybridizacie prototrofnych kmenov kvasiniek
bez ohladu na ich parovacie typy a konjugatni schopnost. Predbezné vysledky
tejto prace sa zverejnili na 3. sympéziu socialistickych krajin o biotechnold-
gii [7].

Ing. Margita Obernauerova, RNDr. Julius Subik, CSe., Vyskumny tstav potra-
vindrsky, Trenc¢ianska 53, 825 09 Bratislava.
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Material a metody

Mikroorganizmy. V préci sa pouzili kmene kvasiniek S. cerevisiae pochadza-
jice zo zbierky Vyskumného tdstavu potravindrskeho v Bratislave, ako aj
zbierky Centra molekuldrnej genetiky, CNRS, Gif-sur-Yvette:

DPI-1B/514 (MATq, his 1, o*EE,),

101-4B (MAT« ade 1 lys 20™M3)),

IL 16-10B (MAT« his 19+CR),

RM 511-44A (MATa ura 1p*ER OF PR),
KL 14-4A (MATa his 1 trp 20+C, OF PR ),
IL 216-1B (MAT« ura 1 trp 107EL,),

KL 14-5C (MAT« his 1 trp 2 oty OF PR).

Sposob kultivicie a kultivaéné médid. Inokuld sa pripravili 24-hodinovou
aerébnou kultiviciou kmenov v polosyntetickej pode obsahujtcej 5 g/l pepto-
nu, 5 g/l kvasni¢ného autolyzatu, 20 g/l glukézy, zmes anorganickych soli [8]
pri 30 °C. Inokulum sa pouzilo na zaotkovanie tekutych polosyntetickych
médif toho istého zlozenia. Bunky boli kultivované za trepania pri 30 °C
v Erlenmeyerovych bankéch naplnenych do 1/10 objemu rastovym médiom.

Pevné polosyntetické pody boli rovnakého zloZenia ako tekuté a naviac
obsahovali agar (20 g/l).

Glycerolové polosyntetické médium obsahovalo glycerol (20 g/l) namiesto
glukézy. Médid s antibiotikami sa pripravili pridanim roztoku antibiotika
v etanole k autoklavovému glycerolovému médiu schladenému na teplotu
60 °C. Konecné koncentracie antibiotik boli 3 mg chloramfenikolu/ml média,
2 mg erytromycinu/ml média a 0,5 ug mucidinu/ml média.

Pevné minimalne médium obsahovalo glukézu (20 g/1), zmes anorganickych
soli [8] a zmes vitaminov: 10 mg inozitolu, 1 mg tiamin—HCI, 600 pg pyri-
doxin—HCI, 600 ug kyseliny nikotinovej, 600 ug pantoténanu vépenatého,
10 pg biotinu a 200 ug riboflavinu v 11 média.

Konjugacia buniek [9]. Bunky kvasiniek z exponencidlnej fazy rastu oboch
rodi¢ov sa zmieSali v pomere 1 :1 (107 buniek : 107 buniek), doplnili sa na
celkovy objem 5 ml glukézovym polosyntetickym médiom a inkubovali
aerébne dve hodiny pri 30 °C. Bunky sa sedimentovali centrifugéciou (800 g,
5 min, 25 °C), nechali st4t 30 mintGt pri 30 °C, supernatant sa zlial a bunky sa
suspendovali v 5 ml Cerstvej polosyntetickej glukézovej pody. Tvorba zygot
sa pozorovala mikroskopicky po 4 az 6 hodinach, resp. po 24 hodindch inku-
bacie. Selekecia hybridného potomstva sa uskutocnila vysevom premytych
bunick na miniméalne pody, kde vyrastli iba prototrofné diploidné bunky,
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resp. na glycerolové pddy obsahujice vhodné koncentricie antibiotik, kde
vyréstli iba mitochondridlne rekombinanty.

Priprava protoplastov [10]. Protoplasty sa pripravili za aseptickych pod-
mienok s pouzitim sterilnych roztokov. Dvekrit premyté bunky (1 g suSiny)
sa suspendovali v 20 ml merkaptoetanolu (0,5 mol/dm?®), Tris-HCI (0,1 mol/
/dm3) a EDTA (0,005 mol/dm?) (etyléndiamintetraacetat), pH 9,3 2 inkubovali
10 mintGt pri 30 °C. Suspenzia sa scentrifugovala, bunky sa premyli KCl
(0,6 mol/dm3), suspendovali v 10 ml KCI (0,6 ml/dm3) obsahujicom 200 mg
lyofilizovaného enzymového vytazku zo zalidkov slimékov a inkubovali pri
30 °C za obdasného premieSania. Tvorba protoplastov sa sledovala mikro-
skopicky diferencidlnym pocitanim vzoriek riedenych vodou, resp. KCl
(0,6 mol/dm3). Po vytvoreni protoplastov sa suspenzia scentrifugovala (10
mintt pri 1000 g), protoplasty sa dvakrdt premyli 10 ml KCl (0,6 mol/dm?)
a raz 10 ml CaCl, (0,3 mol/dm?3).

Fizia protoplastov a selekcia fuznych produktov [10]. Protoplasty rodicov-
skych kmetiov (1.10% protoplastov z kazdého kmena) suspendované v CaCl,
(0,3 mol/dm?) sa zmiefali v pomere 1 : 1, sedimentovali centrifugéciou a re-
suspendovali v minimélnom objeme CaCl, (0,3 mol/dm?®). Fuzia sa indukovala
pridanim 2 ml PEG (polyetylénglykol, M, 4000) (300 g/l), ktory obsahoval
CaCl, (0,1 mol/dm?). Po 15—30 min sa suspenzia protoplastov zriedila vytem-
perovanim, na 42°C vhodne zvolenym objemom osmoticky stabilizovaného
agaru (25 g/l), obsahujiceho CaCl, (0,3 mol/dm?) a vyliala sa v tenkej vrstve
na osmoticky stabilizované (KCl, 0,6 mol/dm?) pevné polosyntetické glukézo-
vé, minimélne a glycerolové médid s antibiotikami. Kym na polosynteticke]
pode vyréastli vSetky zregenerované protoplasty, k selekcii fiznych produktov
po komplementécii jadrovych mutéeii dochddzalo na minimralnych pédach,
resp. glycerovych pddach obsahujicich vhodni kombindciu antibiotik, kde
vyréstli iba mitochondrialne rekombinanty.

I'ndukcia mitotickej haploiddcie [11, 12]. Bunky kvasiniek sa vysiali na pevnu
polosyntetickit glukézovi pddu obsahujicu benomyl 25 pg/ml. Po 3—4 diioch
rastu sa vyrastené kolénie zmyli sterilnou destilovanou vodou, zriedili sa
a vysiali na pevni polosynteticki glukézovi pddu bez benomylu. Po troch
diioch rastu sa vyrastené kolénie podrobili analyze jadrovych znakov.

Analyjza rekombindcie o segregdcie mitochondridlnych génov [8, 13]. Bunky
potomstva hybridov vzniknutych konjugéciou alebo fuziou protoplastov sa
zriedili & v mnoZstve 50 buniek na misku vysiali na pevné minimélne pody.
Takto vyrastené kolénie sa po 3 dnoch replikovali na selektivne glycerolové
médid obsahujtce prisluiné antibiotikd. Rest replikovanych kolénif sa vy-
hodnotil po 3, resp. 5 dnoch inkubécie pri 30 °C.

225



Vysledky a diskusia

Hybridizacia laboratérnych kmenov kvasiniek S. cerevisiae sa vo vidésine
pripadov zaklad4d na prirodzenej konjugécii auxotrofnych buniek opaénych
parovacich typov (MATa a MAT«) a selekeii prototrofného hybridného po-
tomstva. Po splynuti buniek plazmogamiu sprevadza karyogamia a vzniknuté
zygota ziskava genetickt informéaciu oboch rodi¢ov. Dochédza ku komplemen-
tacii jadrovych génov, k rekombinécii a néslednej segregécii mitochondridlnych
génov. Ak mé hybridnd bunka niektoré gény v heterozygotnom stave, jej
fenotyp je uréeny dominantnymi alelami zodpovedajtcich génov. Hybridizécia
buniek neschopnych konjugécie sa dad uskutotnit indukovanou fiziou ich
protoplastov [2, 6, 14].

S cielom vyuZit pri hybridizacii a selekcii hybridného potomstva kvasiniek
dominantné mitochondridlne gény namiesto recesivnych jadrovych génov
preskiimala sa najprv rekombinacia mitochondridlnych génov po konjugécii
buniek i po fizii ich protoplastov. Zistilo sa, Ze rekombindcia mitochondrisl-
nych génov kvasiniek S. cerevisiae nezavisi ani od pozadia parovacich typov
rodi¢ovskych buniek (a-«, a-a, a-«), ani od spésobu prenosu mitochondridlnych
génov — konjugéciou buniek alebo fiziou protoplastov (tab. 1). Tato skutoc-
nost umoziuje pri vhodne zvolenej kombinécii mitochondrialnych genetickych
znakov selektovat hybridy ako mitochondridlne rekombinanty po konjugécii
buniek i po fizii ich protoplastov.

Po konjugécii rodi¢ovskych buniek opaénych péarovacich typov, nesteich
doplnkové nutriéné deficiencie, bola t¢innost selekcie hybridov ako prototro-
fov rovnako efektivna ako selekcia mitochondridlnych rekombinantov schop-
nych vyrast na glycerole v pritomnosti oboch mitochondrialnych inhibitorov —
erytromycinu a mucidinu stCasne (tab. 2). Za tychto podmienok potomstvo
kazdej prototrofne selektovanej zygoty obsahovalo mitochondridlne rekom-
binanty typu EFM® a na druhej strane, bunky vSetkych primérne selektova-
nych mitochondridlnych rekombinantov boli prototrofné a sporulujice.

Ovela komplexnejsi obraz sa vSak pozoroval po fizii protoplastov kvasiniek.
Potomstvo sa analyzovalo po regeneracii a raste protoplastov po fizii roditov
101-4B (MAT«) a IL 8-8D (MATa), na osmoticky stabilizovanych polosynte-
tickych glukézovych pddach, resp. pédach selektujicich bud prototrofy, bud
iba mitochondridlne rekombinanty. Zistilo sa, Ze rychlost regeneracie, reverzie
a rastu faznych produktov je najvicsia na polosyntetickych glukézovych po-
dach (kolénie viditelné po 2 diloch), intermedidrna na minimélnych pddach
(koldnie viditeIné po 5 dnoch) a najmensia na glycerolovych pddach s kombi-
néciou oboch inhibitorov (kolénie viditeIné po 12 dioch).

Na polosyntetickych glukézovych pddach rastlo popri potomstve roditov-
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Tabulka 1. Prenos a rekombinécia mitochondridlnych génov po konjugécii buniek a fuzii protoplastov kvasiniek S. cerevisiae
Table 1. The transfer and the recombination of mitochondrial genes after the cell conjugation and also after the protoplast fusion of the

yeast S. cerevisiae

Prenos mito- Rekom- Diploid Celkiove
Kmene a ich genotyp! Spb chondrialnych bindcia e il
posob AL s (% celkového poctu)- pocet
hybridizécie; genov mbde analyzo-
y 5 ’ znakmi ¥
Pérovacie typy? s ' OR O—E- vanych
ORES OSER [%] ORES | ORER | OSES | OSER | kolénii®
[%] °
- Ny
KL 14-4A IL 216-1B fuzia’ a + « 26,6 33,6 24,2 18,0 15,6 8,6 57,8 628
his 1 ura 1 krizenie® @ X o 35,6 35,56 15,9 27,6 7,9 8,0 56,5 262
trp 2 trp 1 fazia’ a + a 17,2 13,1 7,5 11,4 157 5,8 81,1 359
kriZenie® @ X o 19,2 15,7 9,5 12,7 3,0 6,5 77,8 370
bs]
KL 14-4A IL 8-8D fuzia” a + a 59,6 54,2 16,8 48,5 5,7 11,1 34,7 423
his 1
trp 2 wra 1
KL 14-5C IL 216-1B fazia® o« + o 34,4 37,6 18,4 26,8 10,8 7,6 54,8 434
his 1 wra 1




skych buniek i potomstvo fiznych produktov, tvoriacich népadne vidsie
koldénie ako rodicovské bunky, ktoré v pripade adenin-deficitného kmena
101-4B boli naviac i ruzové. Pri tom istom stupni riedenia v pripade dvojice
kmenov 101-4B a IL 8-8D najviac faznych produktov, identifikovanych ras-
tom na minimélnych pdédach, objavilo sa na osmoticky stabilizovanych polo-
syntetickych glukézovych poédach, priblizne 4-krat menej na osmoticky stabili-
zovanych glycerolovych podach s inhibitormi a najmenej (100 az 200-krat)
na osmoticky stabilizovanych minimalnych podach.

Analyzou populédcie hybridnych buniek faznych produktov vzniknutych
na osmoticky stabilizovanych komplexnych glukézovych pddach (zmytim
vSetkych koldnif, vysevom ich buniek na minimélne pody a replikou z nich
vyrastenych kolénii na glycerolové pdédy s inhibitormi) sa zistilo (tab. 3),
ze po fuzii protoplastov je obraz prenosu, rekombinécie a segregécie mitochond-
ridlnych génov typicky ako v krizeniach [13, 15, 16, 18], spliiujic vietky zdko-

Tabulka 2. Efektivnost selekcie hybridov ako prototrofov alebo mitochondridlnych rekombi-
nantov po konjugécii auxotrofnych kmenov S. cerevisiae liSiacich sa parovacim typom, jadrovymi
a mitochondridlnymi genetickymi znakmi. Analyza populdcie po 4 h synchronnej konjugdcie
Table 2. Efficiency of hybrid selection like prototrophs or mitochondrial recombinants after
the conjugation of auxotrophic strains S. cerevisiae differing in the mating types, nuclear and
mitochondrial genetic markers. Progenies analysed after 4 h of synchronous mating

Pocet selektovanych hybridnych kolénii na?

glycerolovej pode

obsahujtcej®
minimalnej pode- . erytro-
Percento HanE P erytro- myecin
Kmene zygot myein "
a ich genotyp! 7 o ;_df n chloram-
4h? ROl fenikol?
Mitochondridlne
: 8
Prototrofy relcomblnasity?

SPO+/ERMR| SPO+/ERCR| ERMR/SPO+| ERCR/SPO+

101-4B x IL 8-8D
o ade 1 lys 2 MR ¢

% a ura 1 ERCR 15,4 444/444 o 441/441 -
IL 16-10B x

X RM 511-44A — —

o his 1 CR x

X aura 1 ERORPR 2,1 — 341/341 —- 312/312

1Strains and their genotypes; 2Percentage of zygotes in 4 h; *Number of selected hybrid
colonies on; *Minimal medium; 5Glycerol medium containing; Erythromycin -+ mucidin;
“Erythromycin + chloramphenicol; *Prototrophs; *Mitochondrial recombinants.
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Tabulka 3. Rekombindcia mitochondridlnych génov a selekecia fuznych produktov kmetov
S. cerevisiae 101-4B a TL 8-8D po regeneracii protoplastov na osmoticky stabilizovanych
polosyntetickych glukézovych poédach
Table 3. The recombination of mitochondrial genes and the selection of fusion products of
the strains S. cerevisiae 101-4 B and 1L 8-8D after the regeneration of protoplasts on the
osmotically stabilized semisynthetic glucose medium

A. Analyza populdcie prototrofnych faznych produktov:

Prenos génov? Rekombi- Genotyp klonov
Fuazia %] nacia (% celkového poétu)s Pocet
proto- medzi analyzo-
plastov génmi vanych
kmenov? R l MS E[T/l\]ﬁ ESMR | ERMS | ERMR | ESMS klonov®
A = =
101-4B t
+ 57,6 55.7 21,1 32,8 46,1 11,5 9,6 375

1L 8-8D

B. Analyza primarnych fiznych klonov?

ERMR medzi Potet Prgf:g;(i)fy Podet
prototrofmi® analyzovanych ERMR10 analyzovanyoh
[%] klonov? [9%] klonovt
o
47,2 110 100 104

1A. Analysis of the population of prototrophic fusion products; *Protoplast fusion of strains;
3Gene transfer; *Recombination between I-M genes; *Genotype of clones (9, of total number);
6 Number of analysed clones: “B. Analysis of primary fusion clones; SERMR between prototrophs:
“Number of analysed clones: 1°Prototrophs between ERMR ; UNumber of analysed clones.

nitosti mitochondridlnej genetiky [17]. Celkova frekvencia rekombindcie medzi
dvoma mitochondrialnymi génmi bola 21,1 %, z ktorych priblizne polovica
(11,5 9,) pripadala na selektovatelné rekombinanty genotypu EFME.

Analyza individualnych, tvarove vacsich koldnii, vyrastenych na osmoticky
stabilizovanych polosyntetickych glukézovych pédach, ktoré sa na zdklade
sporulaénej schopnosti a rastu na minimalnej pode identifikovali ako hybridné
fuzne produkty, viak ukézala, Ze iba 47,2 9%, takychto primarnych koldnii
wybridov obsahuje i bunky mitochondridlnych rekombinantov genotypu
ERME, Znamend to, Ze frekvencia faznych produktov po regenerdcii na
komplexnych glukézovych pddach je podstatne vyssia ako frekvencia kol6nif
fliznych produktov néasledne identifikovanych podla vyskytu mitochondridl-
nvch rekombinantov v primarnych klonoch vzniknutych hybridov. Za
uvedenych podmienok regenerécie protoplastov vsak kazdd kolénia identi-
fikované primérne ako mitochondridlny rekombinant bola stiéasne prototrofna
a sporulujica (tab. 3).
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Kvalitativne podobny obraz sa ziskal i po fuzii roditovskych kmenov
101-4B a DPI-1B/514 identickych péarovacich typov MATe, nesticich kom-
plementdrne nutricné deficiencie, kde vSak popri nesporulujicich diploidnych
prototrofoch sa objavili naviac i haploidné auxotrofné mitochondridlne re-
kombinanty — cybridy — nestice jadro iba jedného z roditov (MAT« ade
1 lys 2 MRER, resp. MAT« his 1 MEER) [18].

Kym po fizii a regenericii protoplastov na glukézovej polosyntetickej pode
az 47,2 9%, primarnych fuznych klonov obsahovalo sicasne mitochondrislne
znaky oboch rodi¢ov (101-4B + IL 8-8D) — genotyp ERM® — prototrofne
selektované primarne fizne klony, regenerované na osmoticky stabilizovanych
miniméalnych glukézovych poédach, obsahovali mitochondridlne rekombinanty
genotypu ERM® uz iba 20,7 %, a v pripade dvojice rodi¢ov 101-4B a DPI-1B/
/514 uz iba 9,1 %, vSetkych analyzovanych kolénii (obr. 1). V tomto pripade
sa hybridny charakter selektovanych prototrofov, homozygotnych v pérova-

100 [~ 7

M M EM ESM°

wm
o

Percento vyskytu®

Mitochondridlne genotypy!

Obr. 1. Vyskyt mitochondridlnych genetickych znakov v prototrofne selektovanych
primdrnych fiznych klonoch regenerovanych na osmoticky stabilizovanej miniméinej
péde. Plné stipce — fuzia protoplastov kmeiiov S. cerevisice 101-4B - 1L 8-8D (@ + a),
prazdne stipce — fuzia protoplastov kmenov S. cerevisiae 101-4B -- DPI-1B (¢ + a).
Fig. 1. The occurrence of mitochondrial genetic markers in prototropically selected
primary fusion clones which were regenerated on the osmotically stabilized minimal
medium. Full columns — the fusion of protoplasts of S. cerevisiae strains 101-4B -
+ IL 8-8D (a 4 «), empty columns — the fusion of protoplasts of S. cerevisiae strains
101-4B + DPI-1B (« + ). 'Mitochondrial genotypes: *Occurrence percentage.

com type (MATa/MATw), dokazal mitotickou haploidéciou benomylom, po
ktorej doslo k vystiepeniu jadrovych genetickych znakov jedného i druhého
rodica. V oboch pripadoch sa popri rodi¢ovskych a rekombinovanych mito-
chondridlnych genotypoch objavili aj respiracne-deficitné fazne produkty
(07). Zvyseny vyskyt prototrofnych homoplazmickych primérnych hybrid-
nych klonov, nesicich molekuly mitochondridlnej DNA iba jedného rodica.
je pravdepodobne désledkom spomalenia delenia buniek po karyogamii.
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pocas regeneracie a reverzie protoplastov, ktord je na minimélnej pdde ovela
pomaliia ako na polosyntetickej glukézovej pode. Podobny jav sa pozoroval
povodne i pri fazii protoplastov kvasiniek Schizosaccharomyces pombe [19, 20].

Analyza faznych produktov protoplastov kmeiiov 101-4B a IL8-8D regene-
rovanych a selektovanych ako mitochondridlne rekombinanty genotypu ERM®
na osmoticky stabilizovanej glycerolovej pdde s erytromycinom a mucidinom
viak ukazala, Ze z 332 analyzovanych klonov vSetky boli prototrofné a sporu-
lujce. Naviac podet hybridov primarne selektovanych ako mitochondridlne
rekombinanty bol radove vadsi ako potet hybridov selektovanych paralelne
na prototrofiu na minimalnych pdédach.

7 vysledkov price vyplyva, Ze na rozdiel od konjugicie buniek po fizii
protoplastov nie kazdy primérne vzniknuty hybridny klon musi nevyhnutne
obsahovat aj mitochondridlne rekombinanty. Na druhej strane plazmogamia
a rekombinécia mitochondridlnych génov v produktoch fazie protoplastov
méze prebehnit aj bez karyogamie za vzniku cytoplazmatickych hybridov —
cybridov, ktorych frekvencia vyskytu je vSak podstatne nizsia. V kazdom pri-
pade potomstvo hybridnych buniek po konjugicii alebo fizii protoplastov je
selektovatelné nielen na prototrofiu, ale aj ako mitochondridlne rekombinanty.
Efektivnost izoldcie hybridného potomstva po fuzii protoplastov v podobe
mitochondridlnych rekombinantov je na rozdiel od konjugicie zévislé od ex-
perimentélnych podmienok regeneracie, reverzie a selekcie fiznych produktov.
Vzhladom na moZny vyskyt cybridov je na potvrdenie hybridného charakteru
produktov fizie protoplastov vzdy potrebnéa nasledné biochemické a geneticka
analyza fiznych produktov.

Ploidia neovplyviiuje mitochondridlnu mutagenézu kvasinkovych buniek
[21, 22]. MoZno preto izolovat mutanty s dominantnou mitochondridlnou
rezistenciou proti vybranym inhibitorom mitochondrialnych funkeif aj u poly-
ploidnych priemyselnych kmeniov kvasiniek [23]. Takto sa di uskuto¢nit
v pripade prototrofnych a viacploidnych produkénych kmetiov kvasiniek
rekombinaéné §lachtenie, a to indukciou vhodnych mitochondridinych mutécii,
konjugéciou buniek fziou protoplastov roditovskych kmeriov a néslednou
selekciou hybridov ako mitochondridlnych rekombinantov [24]. Schému tohto
univerzélneho postupu znazoriiuje obrazok 2 a tvorila metodicky zdklad pre
hybridiza¢né $lachtenie priemyselnych kmetiov pekérskych kvasiniek [23].
Uvedeny postup hybridizécie sa d4 pouzif aj pri hybridizacii vysporulovanej
zmesi homotalickych prototrofnych kmeriov, napr. vindrskych kvasiniek,
kde Kklasické metédy hybridizacie sa zatial ukézali malo efektivne.
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Obr. 2. Schéma hybridizdcie prototrofnych kmenov kvasiniek.

Fig. 2. The diagram of the hybridization of prototrophic yeast strains.
1Parental strains; *The induction of mitochondrial mutations and the selection of mutants
resistant to; °Chloramphenicol; ‘Erythromyecin; S5Selection of mitochondrial mutants
without the cross-resistance; °Cell conjugation; "The preparation of protoplasts; $Fusion
of protoplasts; *Reversion of protoplasts; *Selection of hybrid progeny as mitechondrial

recombinants; "Bicchemical and genetic analyses of hybrids.
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PeroménnannAa MUTOXOHAPHAIBHDBIX THOB I MUOPHAUBALIA qPOsGRei

PeswoMme

Ha ocmoBammi u3ydYeHus pPeKOMOMHAIMN MHTOXOH/IPHAIBHBIX TeHOB Obl1 paspaboran

MeTOJ{ THOPH/IUBAIII IPOKIKEI, He3aBUCHMbIH OT COBORYINIAIONETIOCS TAIIA I OT OTCYTCTBIII
51/IPOBBIX I'eHETHYCCKUX IOKA3aTeleil pojiuTe/IbcKUX MTaMMOB. JTOT YHUBEPCAILHBIL METOJ
IpIMEHAEM TAKKe B IHOPHAN3AIOHHOI CeJIeKIUI TPOMBIIIIEHHBIX ITAMMOB Il OCHOBAH HA
MITOXOHJ{PHAJIBHOM MYTareHese, KOHBIOIalud KIeTOK WM CIMSHAH UX NPOTONJIACTOB,
I[PHYEM MOTOMCTBO BO3HMKIIMX I'MODPHJIOB CEJIEKIMOHHPYeTCs B (JopMe MUTOXOH/PHAIBHbIX
PCROMOMHAHTOB.
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The recombination of mitochondrial genes and the
hybridization of yeasts

Summary

The method of the hybridization of yeasts was elaborated according to the study of
the recombination of mitochondrial genes. This method is independent on the mating
type and the absence of nuclear genetic markers in parental strains. This universal
method useful also for the industrial strain improvement by hybridization is based on
the mitochondrial mutagenesis, conjugation of the cells or the fusion of their protoplasts
whereby the progeny of arisen hybrids is selected as mitochondrial recombinants.



