
Bulletin PY (Bratislava) Rod. 26 (6), d. 3-4, 1987, s. 22*-234

R ekombinfeia mitochonilridlnych g6nov
a hybriilizScia kvasiniek

MARGITA OBERNAIIEROVA - JT'LIUS SUEIK

Srlhrn. Na zriklade Etridio rekombindcie mitochondririlnych g6nov sa vypracoval
postup hybridizricie kvasiniok, ktoqf je nozdvislf od pdrovacieho typu a absencio
jadrovfch genetickfch znakov rodidovsk/ch kmoriov. Tonto univerzrilny postup
ea d6 vyriid aj pri hybridizadnom Slaohtonf prbmysolnfch kmoiov a zakladd sa na
mitochondridlnej mutagon6zo, konjugdcii buniok alebo fiizii ich protoplastov,
pridom potomstvo vzniknutfoh hybridov sa selektuje ako mitochondririlne re-
kombinanty.

Medzi zA,kladnd sp6soby umoiiujrice menit genetickri inform6ciu kvasiniek
patri mutri,cia, rekombindcia a transformS,cia. Rekombin6,ciu g6nov podmieiu-
je hybridizd,cia rodibovskfch buniek a sporul6cia ich hybridn6ho potomstva
Ll, 21. Priemyselnd kmene kvasiniek na rozdiel od laborat6rnych sri v5ak
vii,d5inou pohlavne neaktivne, taZko sporulujrice, bez jadroqich genetickl;ich
'znakov a naviac polyploidn6 alebo aneuploidn6 [3, 4]. Pre recesivnu porahu
'rndBiny mutr4,cii bfva mutadnd Slachtenie takfchto kmeiov mdlo efektivne

[4, 5]. Ovela ridinnejdie je hybridizadn6 Slachtenie, ktor6 je spojen6 s prekon6-
va,nim dvoch probl6mo'r. Prqi sa tfka sexu6lnej inkompatibility buniek
rodidovskfch dvojic, ktorf moZno uZ dnes prekonat indukovanou fiiziou proto-
plastov kvasiniek [6]. Druhli? probldm srivisi s identifikr6,ciou hybridov a s ne-
pouZit'elnostou prototrofnej selekcie, resp. mikromanipuladnej technik;-, naj-
rnri, ak frekvencia tvorby z,vgot je nizka.

Cielom tejto prri,ce bolo ziskat novd poznatky o rekombin6,cii mitochon-
clrir{,lnych g6nov po frizii plotoplastov kvasiniek S. cereu'i,s'iae a vyuZit ich pri
univerz6,lnom postupe selekcie a hybridizS,cie prototrofnlfch kmeiov kvasiniek
bez ohladu na ich p6,rovacie typy a konjugainri schopnost. PredbeZn6 vfsledky
tejto prr4,ce sa zverejnili na 3. symp6ziu socialistickfch krajin o biotechnol6-
gii [7].

Ing. Margita Obernauerovri,, RNDr. Jrllius Subik, CSc., Vfskumnf rlstav potra-
vinrirsky, Trendianska 53, 825 09 Bratislava.
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Matorifil a met6ily

Mikroorgani,zmy.Y pr6ci sa pouZili kmene kvasiniek B. cereui,siae poch6dza-

ir6ce zo zbierky Vfskumn6ho ristavu potravinr{,rskeho 'r- Bratislave, ako aj
zbierhy Centra molekuld,rnej genetiky, CNRS, Gif-sur-Yrette :

DPI-IB/614 (MATa, hi,s l, p+E!r),
I0l-48 (MATa a,ile I lys 2q*Mftr),
IL 16-108 (MATa /ads lq+Qni,
RM 5rf-44A (MATa ura,IQ+ER O* Pt),
KL r4-4A (MATo hi,s t trp 2s*CSr Ol P*n),
IL 216-lB (MATa ura I trp lS*EBr),
KL l4-5C (MAToc hi,s I trp 2 p**n Ol P*n).

Bp6sob ldtiudaie a lculti,aadnd mid,i,ri. Inokul{, sa pripravili 24-hodinovou
aerdbnou kultivdciou kmefi,ov v polosyrrtetickej p6de obsahujricej S g/l pept6-
nu, 5 g/l kvasni6n6ho aut'olyzhtu, 20 g/l ghik6zy, zmes anorganickl;?ch soli [8]
pri 30'C. fnokulum sa pouiilo na zaobkovanie tekut5?ch polosynteticklich
m6dii toho ist6ho zlolertia. Bunky boli kultivovan6 za trepania pri 30 "C
v Erlenmeyerovfch bankr4,ch naplnenfch do f/f0 objernu rastovfm m6diom.

Pevn6 polosyntetick6 p6dy boli rovnak6ho zloZenia ako tekut6 a naviac
obsahovali agar (20 g/l).

Glycerolov6 polosS,'ntetick6 m6dium obsahovalo glycer'ol (20 gll) namiesto
gluk6zy. M6di6, s antibiotikami sa pripravili pridauin roztoku antibiotika
v etanole k autokli,vov6mu glycerolov6mu m6diu schladendmu na l,eplotu
60 oC. Konedn6 koncentrd,cie antibiotlk boli 3 mg chloramfenikolu/mi m6di*,
2 mg erytromycinu/ml rn6clia a 0,5 pr,g mucidinu/ml rn6dia.

Pevn6 minimdlne m6dium obsahovalo glukdzu (20 g/l), zmes anorganickfch
soli [8] & zmes vitaminov: l0mg inozitolu, lmg tiamin-IlCl, 600p,g pyri-
doxin-HOl, 600 g,g kyseliny nikotinovej, 600 g,g pant'ot6nanu vripenat6ho,
l0 p,g biotlnu a 200 g,g riboflavinu v I I m6dia.

Konjugdci,a buni,ek [9]. Bunky kvasiniek z exponencii,lnej fhzy rastu oboch
rodidov sa zmie3ali v pomere I : I (107 buniek : 10? buniek), doplnili sa n&
celkovf objem 5 rnl glukdzovy?rir polosprtetick;im rn6cliom a inkubovali
aer6bne dve hodiny pri 30 oC. Bunky sa sedimentovali centrifugS,ciou (800 g,
5 min, 25'C), nechali str{d 30 minrit pri 30 oC, supernatant sa zlial a bunky sa,

snspendovali v 5 ml derstvel polosyntetickej glukdzo.i-ej p6dy. Tvorba zygot
sa, pozorovala mikroskopicky po 4 ai, 6 hodinr4,ch, resp. po 24 hodinri,ch inku-
bdcie. Selekcia hybridn6ho potomstva sa uskutodnila vfsevom premytfch
buniek na minimr{,lne p6dy, lide vyrdstli iba prototlofn6 cliploidn6 bunk.y,
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resp. na glycerolov6 pddy obsahujrice vhodn6 koncentrS,cie antibiotik, kde
vyrd,stli iba mitochondririlne rekombinanty.

Pri,praua protoplastoa [0]. Protoplasty sa pripravili za asepticklich pod-
mienok s pouZitim sterilnfch roztokov. Dvakrri,t premyt6 bunky (f g suSiny)

sa suspendovali v 20 ml merkaptoetanolu (0,5 mol/dms), Tris-HCl (0,1 mol/

/drn3) a EDTA (0,005 rnol/dm3) (etyl6ndiamintetraacetS,t), pH 9,3 a inkubovali
I0 minrit pri 30 oC. Suspenzia sa scentrifugovala, bunky sa premyli KCI
(0,6 mol/dma), suspendovali v l0 ml KCI (0,6 ml/dm3) obsahujrlcom 200 mg
lyofilizovan6ho enz;irnor'6ho vyfaiku zo Zahidkov slimr{kov a inkubovali pri
SO'C za obdasn6ho prernieiania. Tvorba protoplastov sa sled.ovala mikro-
skopicky diferencid,lnym poditanlm vzoriek riedenlfch vodou, resp. KCI

{0,6 mol/dmt). Po vytr-oreni protoplastov sa suspenzia scentrifugovala (10

minrit pri 1000 g), protoplasty sa dvale'{,t premyli f 0 ml KCI (0,6 mol/dms)
a, ra,z l0 ml CaCl, (0,3 mol/dm8).

F&zi,a protogilastoa a selekci,a f{t'znych protluktoa [0]. Protoplasty rodi6ov-
skfch kmeiov (1.108 protoplastov z kai;d6ho kmeia) suspendovan6 v CaCl,
(0,3 mol/dm3) sa zmie5ali v pomere I : l, sedimentovali centrifug6,ciou a re-
suspendovali v minim6lnom objeme CaClr (0,3 mol/dms). X'fzia sa indukovala
pridanim 2ml PEG (polyetyl6nglykol, Mt 4000) (300g/l), ktorf obsahoval
CaCl, (0,1 mol/dm3). Po 15-30 min sa suspenzia protoplastov zried.ila vytem-
perovanim, na 42 oC r.hodne zvolenfm objemom osmoticky stabilizovan6ho
agaru (25 gll), obsahujirceho CaCl, (0,3 mol/dms) a vyliala sa v tenkej vrstve
na osmoticky stabilizovan6 (KCl, 0,6 mol/dms) pevn6 polosyntetick6 gluk6zo-
v6, minimrilne a glycerolorr6 m6dirf,, s antibiotikami. Klfm na polosyntetickej
pdde vyr6stli vSetky zregenerovan6 protoplasty, k selekcii friznych ploduktov
po komplementricii jadrovfch mutr{,cii dochri,dzalo na minimrri,lnych p6dach,

resp. glyceroqich p6dach obsahujricich vhodnri kombinri,ciu antibiotik, kde
vyrd,stli iba mitochondri6,lne rekombinanty.

Ind,ukci,ami,toti,okej lraploiddci'e [1, l2]. Bunky kvasiniek sa vysiali na pevnri.

polosyntetickir gluk6zor..fr p6du obsahujricu benomyl 25 p.glml. Po 3-4 dioch
lastu sa vyrastend kol6nie zmyli sterilnou destilov&nou r.odou, zriedili sa

a vysiaii na pevnf polosyntetickri glukdzovri p6du bez benomylu. Po tloch
chioch rastu se, vyrasten6 kol6nie podrobili anal!1ze jadrov5ic,h znakor'.

Anal{za relcombiruici,e a segregd,a'i,e m'itoclwndri'dlnych gdnou 18, 131. Bunky
potomstva hybridov vzniknut}?ch konjugS,ciou alebo fiiziou protoplastov sa

zriedili a v mnoZstve 50 buniek na misku r.ysiali na pevn6 minimd,lne p6dy.
Takto vyrasten6 koldnie sa po 3 tlioch replikovali na selektivne glyoerolov6
m6ctiri, obsahujrice prislu5n6 antibiotikS,. Il,ast replikovtu;ich kol6nii sa, vy-
hodnotil po 3, resp. 5 dfroch inkubri,cie pri 30 "C.
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Vfsleilky a iliskusia

Hybridizricia laborat6rnych kmefiov kvasiniek S. cereui,si,ae sa vo vd,ddine
pripadov zaklad6 na prirodzenej konjugd,cii auxotrofnych buniek opadnych
pri,rovacich typov (MATa a MATa) a selekcii prototrofn6ho hybridn6ho po-
tomstva. Po splynuti buniek plazmogamiu sprevddza karyogamia a vzniknuti
zygoLa ziskava genetickri informS,ciu oboch rodi6ov. Doch6,dza ku komplemen-
t6cii jadrovSich g6nov, k rekombind,cii a nri,slednej segreg6cii mitochondrir{,lnych
g6nov. Ak mr6, hybridnr4, bunka niektor6 g6ny v heterozygotnom stave, jej
fenotyp je urdenli? dominantnfmi alelami zodpovedajricich g6nov. Hybridizd,cia
buniek neschopnlfch konjugd,cie sa dr6r, uskutodnit indukovanou friziou ich
protoplastov [2, 6, l4].

S cielom vyuZit pri hybridiz6cii a selekcii hybridn6ho potomstva kvasiniek
dominantn6 mitochondrir4lne g6ny namiesto recesivnych jadrovfch g6nov
preskrimala sa najprv rekornbind,cia mitochondriS,lnych g6nov po konjugd,cii
buniek i po fiizii ich protoplastov. Zistilo sa, Ze rekombindcia mitochondrid,l-
nych g6nov kvasiniek S. cereai,si,ae nezd,visi ani od pozadia pirovacich typov
rodidovskfch buniek (a-x, a-a, a-a), ani od sp6sobu plenosu mitochondri6,lnycb
g6nov - konjugd,ciou bunieli alebo friziou protoplastov (tab. f ). T5,to skutoi-
nost umoZi.uje pri vhodne z'i-olenej kombinS,cii mitochondriSlnych genetick;ich
znakov selektovat hybrid;,- ako mitochondri6lne rekombinanty po konjugS,cii
buniek i po frizii ich protoplast'o'r'.

Po konjugr{,cii rodiiovsklfch buniek opadnfch piirovacich typov, nesfcich
doplnkov6 nutri6n6 deficiencie, bola irdinnost selekcie hybridov ako prototro-
fov rovnako efektivna ako selekcia mitochondri6lnych rekombinantov schop-
nfch vyrS,sf na glycerole v plitonnosti oboch mitochondrir{,lnych inhibitorov -erytromycinu a mucidinu sfdasne (tab. 2). Za tlchto podmienok potomstvo
kaZdej prototrofne selektovanej zygoty obsahovalo mitochondriri,lne rekom-
binanty typu ERMR a na druhej strane, bunky v5etk;fch prim6rrre selektova-
nlfch mitochondri6,lnSrch rekombinantov boli prototrofn6 a sporulujrice.

Ovela komplexnejBi obraz sa'i'Sak pozoroval po firzii protoplastov kvasiniek-
Potomstvo sa analyzovalo po regenerS,cii a, raste protoplastov po fiizii rodidoi-
f 0l-4B (MATa) a IL 8-8D (MATo), na osmoticky stabilizovanfch polosSnrte-
tick;ich gluk6zov;fch p6dach, resp. p6dach selektujricich bud prototrofy, bucll
iba mitochondri6,lne rekombinanty. ZisLilo sa, Ze r;ichlost regenerdcie, reverzie
a rastu friznych produktov je najvad5ia na polos;.ntetick;fch gluk6zovfch p6-
ctach (kol6nie viditeln6 po 2 diioch), intermedid,rna na minim6lnych pddach
(koldnie viditeln6 po 5 dioch) a najmen5ia na glycerolovfch p6dach s kombi-
nr{ciou oboch inhibitorov (koldnie viditeln6 po f 2 drioch).

Na polosyntetick;fch glukdzo.i'ych p6dach r6,stlo popri potomstr-e r.odi6or--
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Tabulka l. Pronos a rokombind.cia mitochondrid,lnych g6nov po konjug6cii buniek a frlzii protoplastov kvesiniek B. aeredaiap
Tablo l. The transfer and tho recombinstion of mitochondrial gones aftor the cell conjugation and algo after the protoplast fusion of the

yoast B. cereaisiae
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26,8

r5,6
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8,6
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5,8
6,6
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Q-E markors; sDiploids (o/o of total number); oTotal number of analysod colonies; TFuoion; 8Oross.
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sklfch buniek i potornst,r'o firznych pr'oduktor-, tr'oriacich nri,padne vii,iSie
kol6nie ako rodidovsk6 bunky, ktor6 v pripade atlenin-deficitn6ho kmeia
f0l-4B boli naviac i ruZov6. Pri tom istorn stupni riederria v pripade dvojice
kmei,ov 101-48 a IL 8-8D najviac ffrznych ploduktov, identifikovanfch ras-
tom na minim6lnych p6dach, objavilo s& na osmoticky stabilizovanjch polo-
syntetickych gluk6zovfch p6dach, pribliZne 4-kritt, menej na osmoticky stabili-
zovanfch glycerolovfch p6dach s inhibitormi a najmenej (100 aZ 200-krdut)

na osmoticky stabilizovanJ?ch minirnilnych pdciach.

Analfzou populd,cie hybridnych buniek ffiznych produktov vzniknutfch
na osmoticky stabilizovanych komplexnych glukdzovfch p6dach (zmytinr
r'Setkfch kol6nii, vfsevom ich buniek na minimd,lne p6dy a replikou z nich
vyrastenlich kol6nii na glycerolov6 p6dy s inhibitormi) sa zistilo (tab. 3),
i;e po f:6zii protoplastov je obraz prenosu, rekombinS,cie a segreg6cie mitochond-
ridlnych g6nov typickf ako v kriZeniach [3, 15, 16, l8], spliujric vietky zd,ko-

1'abulka 2. Efektivnosd selekcie hybridov ak,r prototrofov alebo mitochonctririlnych rokonrbi-
nantovpokonjug6ciiauxotrofnlichkmeiov S.ccreuisiaeli$iacichsap6rovacimtypom, jadrov;imi
a mitochondri6lnymi geneticklimi znakmi. Analfza populicie po 4h synchr6nnej konjugri,cic
'Iablo 2. Efficiency of hybricl soloction like prototrophs or mitochondrial recombinants aftor
tho conjugation of auxotrophic strains S. ceree-isiae differing in the mating types, nuclear and
rnitochonclrial gcnetic markers. Progonies anal;'soct after .1 h of synchronous mating
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Tabulka 3. Rekombinlrcia mitochondrid,lnych g6nov a selekcia firznych produktov kmeiov
,\. cet'euisiae l0l-4B a IL S-SD po rogenor6cii protoplastov na osmoticky stabilizovan;ich

pol,rsyntet ick;ich gluk6zov;ich p6dach
Tablo 3. 1l'ho recombination of mitochondrial gones and tho solection of fusion products of
tho stra,ins ,5 . cereuis iae I0l -4 B and I L 8-8D after the regeneration of protoplasts on the

osrn,:rt'icallr' stabilized somisvnthotic glucose medium
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1A. Analysis of tho populatiou of prototrophic fusion proclucts; 2Protoplast fusion of strains;
3Gerie transfer; aRecornbruatiorr bctween E-M genos; sGenotypo of clonos ()1, of total numbor) :
tj^\irmber of analyscrl cloncs: ;J-]. .-\naiysis of primarv fusion clones; sERMR botrveen prototrophs;
e-\r:rnbor of analysctl clt,ncs: rirl)r',rt.rlrophs bet*'cen ERIIR; lrNumber of anclysecl clones.

riitosti rnitochondliir,lnej genetiky [17]. Ceihor'd, frekyencia rekornkrin6,eie rnedzi
(l\-Dma mit'ochonch'itilnr-riii g6nmi bola 21,1 o/o, z ktorj,ch pribliZne polovica
(11,5 %) pripadalrr i'r.21 s1:lchqvateln6 i'ekombinanty genotSrpu ERMR.

-{nalliza indir-ichri,invr'h. t,r-arove vd,dSich kol6nii, vyrasten)ich na, osmoticky
strrbilizoyan;l.ch polos.,-irtetir,klich gluk<izov;ich p6c1ach, ktor6 sa, na, zrihlade
sporlrladrlej schoprrosti i,r lrstu na minimSlnej pdde identifikovali ako hvblidn6
ffrzrre p ocluktv, r'Irr,k r-rktizr,la, Ze iba 17,2% takr?chto prirnjrr'nvch 1iol6nii
ln,briclov obsahuje j .l:rink.,' mitochondlililnvch rekombirri.,ntor- genotvpu
1rrrt14n. Zna,mon'i to. Le flekvencia fdznych produhtov po legenericii na
irornplexnych glukdzorvch p6clach je poclstatne vyiSia ako fi'elivencit-u kol6nii
fiiznych produktor. nltsit'rinr: identifiko''ranych podla r-,vshytu mitochondrid,l-
nvch rekombirrantoi- \- plillld,rnych i<lonoch vzniknutych hybrido-,'. Za
uvoclenfcfu podmicnok ]regorrerS,cie protoplastov vBak kaZd6, kol6nia identi-
filir;ysn{, prim6rnr-r a,l<o mitochonclriS,lny rekombinent bola sfrdasne prototrofnS,
:l sporu]ujfca (tab. 3).
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Kvalitativne potlobny oblaz sa ziskal i po ffrzii rorli6ovskych kmeirtii
l0l-4B a DPI-1B/514 identick;ich p6rovacich typor. ItATz, nesricich korr-
plement6rne nutridn6 deficiencie, kde v5ak popri nesporuIrrjricich diploidnyclr
'plototrofoch sa objavili naviac i haploidn6 auxotlofn6 rnitochondriSlne re-
kombinanty - cybridy - nesfice jadro iba jectu6ho z lodiiov (MATa orlrr

I lys 2IIRER, resp. MATa /ns I ]IrtErt) [ts].
I(1;?m po f:d.zii a" r'egenerlr,cii plotopltr,stor- rra {rluli6zt,r'ej polosr-ntetickej pdrlt:

aL 47,2 o/o primdr,rnych fiiznych klonor- obsahovalo siriir,sue nritochondritirlnt'
znaky oboch lodidov (l0l-48 + IL S-SD) - genot.r'p lt)ttNllr - prototrc'fne
selektovan6 primS,rne fiizne klony, regeilelo\ral6 na osnrotick5' stabilizovanyr,h
rninim6lnych gluk6zor.5ich p6clach, obsah<x-ali tnitocholc['iir,lne sekombina.t.r'
genotypu ERMR uZ iba 20,7 o/o s 1. plipacle dvojice locliirov 101-48 a DPI-lB.
l5I4ui; iba 9,1 o/o I'Setk;fch analyzovanjch kol6nii (obr. l). V tomto pripacle
sa h5rb1id11f charaktel selektovanyeh prototrofor-, homoz.vgotnfch v p6,ror-ir,-
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()br'. l. Vfskyt rnitochondlirihrvch gtrrret,ickj'ch zrraliov r, prototroiire selektovn,r'..1,''ch
primri,rnych fiiznych l<lonoch regettt,t'ova,t.tj-ch rra osrnoticll' -"tabilizovrtnej minimri,lrre.i
p6de. Pln6 stipce 

- 
firzia protoplr,stor'loneirov tS. ceretti.ti.tc l0l-4ll r IL 8-8D (a 1- a),

lrrrizclrre stipce 
- 

firzi* protoplastov lmcrios- 8. cereui.*iq.z l()l-4ll - DPI-IB (a t a).

l-ig. l. Thc occrtu'ence ofl nit'ochorrrlrr'al gcr.rt:tic nlillli('r's irr plototropically selot:terl
pt'imary fusiou cloues rvhich u,ere lcgoncrated orr thc'osrnoticallv stn,bilized milinal
ruediunr. Ftrll colunrns 

- 
thc firsiorr of l.irotoplasts ol',,\. r:erct:i.,*i.rze ,stririns l0l-48 -

I IL 8-8D (tt I a), empt'y colrtrnns--- t,ho {irsion of plotopltrsls o{,S. cereuisi,ae sbrriris
l0l-48 l- DPI-lB (u ),- a). rlfit.ochondrial genotr'1-rt's: jOccrrn't'nce 

l.rerccrrt,agt'.

('om type (MA1'a/lIATa.), dokizal mitotichou htiploicliciou benorn;'lom, p,.r

htorej do5lo k r')'Stiepeniu jadrovycir gelct'ickjch zuak.r' jed'6ho i dru665,
t'oclida. V oboch pripadoch sa popri locliiovski,ch tl rekornbinor.anfch mito-
lhondrid,lnych genotypoch objavili ni respiradne-tleficitn6 fiizne produkt.r,
(2-). Zr$,\eny v;iskyt prototrofnych iromoplazmickr?ch prim6rnych hybr.id-
rLi'ch klono\', nesficich molekuly mitochondridL,lnej DNA iba, jedn6ho rodiia.
le prtr,r'tlepodobne cl6sledkom spomirlenin, clelerriir btrniel< po karvoel,urii-

:l :l rr
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..ivch kmeirui
t.':slicich k(.rll -
:. ,liploidnvclr

:,,,,rrdri6lne le-
'-.- (JIAT* ar1r.'

- "r':etickej 
trrdrk:

- ,,, liondriiilno
l': -- prototrrlfirc

'- .-,1-,ilizo1-a11yr-ch

.,:.Ifk0rnbinant._r'
- --+B a DPI-lB.'
i- -,,nito pripacle

- -' -"'lt \- pd,rr31-2l-

: .'.lektove,n.v-ch
- ' ,:-'.j minirnri,lne,i

IL s-SD (a + "\.
-'PI-18 (cr l- ").

- : : :,:rrlly sekrctt rl
-- ' :-izecl miriirnal
-':.:,. lOl- ts -;

' ''isiae sbrrrirrs
'..t.cerrtagi..

' .t-,,ID\-loftr, llo
.....j,,_, i ch:u[r6iro
- ,'.'ani-ch mito-
:.:rre produl<t.r'

'-::'r.\'ch hyblirl-
'= in6ho roclii"'a.
' kar:vogl,rnii,

podas regenerdcie & re\relzie plot'Jplastov, ktor6, je rr:-r, rnitrirn6lnej p6de or-ela

pomal5ia ako na polosyntetickej gluk6zoyej p6de. Poclobnlf jav sa pozoroval
p6vodne i pri ftizii protoplastor. kvasiniek Schizosacclza,romyces ponlbe [19, 201.

Anallza frlznl,ch produktorr protoplastor. kmerior" 101-48 a IL8-8D regene-

lovan5ich a selektovan;iich ako mitochondriS,lne rekombintr,nty genotypu ERIUR

na osmoticklr stabilizovanej glycerolovej p6de s er\rttolil)rcirrotl a mucidinom

r'Sak nk5,za\a, Le z 332 analyzoyan)?ch klonor- v5etlir- boli plototrofn6 a spot'rt-

lujrice. Naviac podet hybridov primd,rne selektoviui-ch tr,ko rnitochondri6,lne

rekombinanty bol r6dor-e r.adBi ako poiet hybliclor- selelitovanj'eh paralelne

na prototrofiu na minimd,lnych p6dach.

Z v;isledkov pr'6,ce vypliva, Ze na rozdiel ocl konjtrg6cie buniek po fiizii
protoplastov nie kaZdlf primS'rne vzniknuty hybridnf klon rnusi ns1'yhnutne
obsahovat aj mitochondri6lne rekombinanty. N:r clmhej stla,ne plazmogamia
a rekombind,cia mitochondri6lnych g6nov v produktoch frizie prot'oplastor"

m6Ze prebehnrit aj bez karyogamie za vzniku cytoplazrnaticklfch hybridor- -
cybridov, ktorly'ch frekvencial'yskytu je v5ak podstatrte niZiia. V kaidom pri-
pade potomstvo hybridn;fch buniek po konjug6cii alebo fiizii protoplastov je

selektovateln6 nielen na prototrofiu, ale aj ako mitochorrdriS,lne rekombinanty.
Efektivnost izoll"cie hybridn6ho potomstva po frizii plotoplastov v poclobe

mitochondri6lnych rekombinantov je na rozdiel od konjug6cie z6,visl6 od ex-

periment6lnych podmienok legenel6,cie, reverzie a selekcie fiiznych produktov.
Vzhladom na moZny vjskyt c5,bridov je na potvrdenie hybridn6ho charakt'em
produktov frizie protoplastol vZdv potrebnd, nrislednS, biochemick6, a genetick/r,

analf za f(nny ch produktov.
Ploidia neovplyviuje mitochondri6,lnu mutagen6zu kvasinkovfch buniek

l2l. 221. MoZno preto izolor.at mutanty s dominantnou mitochondrid,lnorr
rezistenciou proti vybran;im inhibitolom mitochondriS,lnych funkcii aj u poll'-
ploidn;ich priemsrsslnJich kmei,or- kvasiniek [23]. Tz-1kto sa di uskutodnit
y pripade prototrofnych a viacploidnych produkdnych kmeiov kvasiniek
rekombinadn6 Slachtenie, a to indukciou r-hodnych nritochondrid,ln"'ch muth,cii,

lionjug6,ciou buniek fiiziou protoplastov rodiiovslii'ch llneirov a nd,slednort

selekciou hybridor- ako mitochondrii,lnych rekotnbin:r'ntor. [24]. Sch6mu tolito
univerzS,lneho postupu zndzorriuje obr6,zok 2 a tr-or:ila rnetodicky z6klad pre

hybridizadn6 Slachtenie priemyselnj,ch kmeirov pekir'skycir kvasiniek [231.

Uyeden;i postup hybridizd,cie sa d6 pouZit aj pri h1'bliciizricii vyspolulo\.r1rlej

zrnesi homotalickfch prototrofnych krnei.or-, nalrr. r-intir:skych kvasiniel<,

kde klasick6 rnet6dv h1'blidizSr,cie sa ztr,tial ukdzali m6lo c,fektivne.

23t



S. cereaisine A"
(prototrof Q+)

I
I
I

I
cR

R,odidovsk6 kmonel
.1,

Indukcia mitochond.ri6lnych mutdcii
a solekcia mutantov rozistentnfchg

protl
chloramfenikolu3 er5rtromycinua

S. cereuisiae 13

(prototrof q - )
I

I

I
I

v
EII,

.1,

Vfber mitochondriri,lnych mutantov
bez kriZovej rozistoncies

CRES

Ii------r=f ,L +.l

Priprava protoplastor'?
CR;ER

.t

Ffzia protoplastovs (a*al
(afa)
(a -l al

(alu { a)
(alu * u)

.t
Revorzia protoplastove

J
Selekcia hybridn6ho potomstva

(AxB) (A+B)
ako mitochondrid,lno rekombinantylo

J
Biochemickri a geneticki, a,na,\!za

hybridovll

Obr. 2. Sch6ma hybridizricie prototlofir}ich kmeior. kvasiniek.

Fig. 2. The diagram of tho hybridization of prototrophic yeast strains.
rParental strains; lThe induct'ion of rnitocholdrial mutations and the selcction of rnutants
resistant to; sOhlolamphenicol; aErythromycin; sSelect,ion of rnitochondlitl rnutants
rvithout the cross-resistarrce; 6Cell conjugation; ?Tho pteparation of protoplzr,sts; sFusion

of protoplasts; eReversion of lxotoplasts; loSelection of h;fur'icl progenrr as mitochondrial
rccombinants; 1IBiochernical alrl gcnet,ic arralysr:s of hvbricls.
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'Ihe reoombination of mltoehondrial genes ond the
hybridizetion of yeests

Sumnraly

The mothotl of the hybrirliza,tion of yctr,sts rvtrs elaboratetl accordirrg to the strrdy of
the lecombination of nrit,ochoudrial genes. This method is inclcpendcnt, on the rnating
type and the absence o1' rrrrcleat genetic markers in parental strains. This universal
rnet'hod useful also for the irrdrrstlial st,rain inrprovement by hybridization is based on
the mitochondria[ mut,agonesis, corrjugation of the cells or the fusion of their protoplasts
rvhertby the plogenv o{'rrli-*crr hylrrids is selectecl trs mitochondtial recornbinants.
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