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Genetické manipulace kvasinkovou bunkou

l. Indukovana fuze protoplasti
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Metoda indukované faze protoplasti (IFP) dovoluje
konstruovat s dostateénym vytéZkem hybridni bunky, a
to bez ohledu na péarovaci typ a druhovou piisludnost
rodi€¢ovskych bunék.

Bunéfna sténa brani pfimému kontaktu membran pro-
toplastii. Jeji odstranéni je tedy prvnim krokem postupu
(obr. 1). ProtoZe se tak sniZi osmoticka stabilita buiiky,
musi v3echny nasledujici kroky probihat v osmoticky
stabilizovaném prostfedi. ObnaZené protoplasty fazuji
[splyvaji) spontanné velmi neochotn&, plisobenim fazo-
gennich faktord v3ak lze indukovat agregaci a fazi pro-
toplastd a zvysit tak frekvenci vzniku fizati o né&kolik
Fadl. Fazi cytoplazmatickych membran se sjednoti bu-
nééné obsahy rodifovskych protoplasti a néasledovat
mize i faze jader. Protoplasty sice vykazuji Fadu Zivot-
nich funkci, ale nejsou schopny se délit. Tato schop-
nost se obnovi pouze u nékterych bunék po regeneraci
buné&&né stény. Reverze protoplastii na pravidelné se dé&-
lici bunky probiha hojn& v bohatych pevnych médiich.

Obr. 1. Fdze IFP:

a) Priprava protoplastii, b)
agregace protoplasti, c) fize

protoplastii, d) fize jader,
e] reverze protoplastii na dé-
lici se bufiky

Zatimco fdze probihd Uspé3né i mezi vyvojové velmi
vzdalenymi druhy, reverze probihd s tim nizsi frekven-
ci, ¢im jsou fazované druhy méné& pFibuzné. Zavérec-
nym krokem postupu, ktery jiZ nutné nevyZaduje osmo-
tickou stabilizaci, je izolace a charakterizace hybrid-
nich klonii. V téch pfipadech, kdy lze rozeznat nebo za
vhodnych podminek dokonce selektovat hybridni klony,
se postup podstatné zjednodu3duje.

Metodou IFP se zabyva tada ptehlednych ¢&lanka [1],
(2], (3], [4].

Priprava protoplastii

Jednotlivé taxony se slozenim bunééné stény lidi [5].
Nejdilezité)3imi slozkami stén jsou polysacharidy, bil-

koviny a nékdy i lipidy. Pro uvolnéni kvasinkovych pro-
toplasti se dnes nejCast&ji pouZivaji lytické enzymy izo-
lované napf. z hlemyzdé& zahradniho (Helix pomatia),
Trichoderma vpiride ¢i Arthrobacter luteus. N&kdy je
vhodné pouZit enzymy pochéazejici z nékolika zdroji sou-
casne.

Slou¢eniny rozvoliujici strukturu stény zvysuji vyraz-
né G¢innost pripravy protoplasti tim, Ze enzymiim zpfis-
stupnuji citlivé vazby. Napiiklad merkaptoethanol nebo
dithiotreitol redukuje disulfidické vazby, chelataéni ¢&i-
nidla destabilizuji sténu vyvazanim dvojmocnych kation-
ti. Také kombinace s plisobenim né&ktergch inhibitort
syntézy stény, napi. 2-D-deoxyglukosou, se osv&d&uje
v pripadech, kdy u¢inek lytickgch enzym@ neni dosta-
cujici.

Jako osmotickych stabilizatori se pouZivda koncentro-
vanych roztokli anorganickych soli €i polyalkoholli [6].
Nejcastéji se setkdvame s chloridem draselnym, manito-
lem nebo sorbitolem. Pokud by stabilizdtor rusil prdb&h
fuze, jak to bylo zaznamenano u chloridu draselného, je
tieba jej pred fazi vyménit.

B&Zné pouZivany rychly test pro urfeni frakce proto-
plastii, sféroplastii a bun&k s nepo3kozenou st&nou je
zaloZzen na jejich rozdilné osmotické stabilitd. Po zFe-
déni vodou praskaji protoplasty okamzit®, sféroplasty
opoZdéné a buinky pretrvavaji. PFesné&jdi odl!iseni proto-
plastii je zaloZeno na poznatku, Ze na povrchu osmotic-
ky stabilizovaného média nerevertuji.

Indukovana fiize protoplastii

Ve snaze zvysit frekvenci fize bylo vyzkou3eno mno-
ho fyzikalnich i chemickych faktorii. Vyznamného po-
kroku se dosahlo aZ zavedenim polyethylenglykolu
(PEG) [7] v souvislosti s fazi rostlinnych protoplasti.
Optimalni koncentrace sloZek indukujiciho prostfedi, je-
hoZ dileZitou soufasti jsou kationty vapniku, a molarni
hmotnost pouzitého PEG je riizna pro rizné druhy pro-
toplastovanych organismil.

Prvnim stadiem procesu fiaze je vytvoFeni stabilniho
kontaktu mezi protoplasty v malé oblasti membréan. To-
to stadium probiha i bez PEG, za t¢asti samotnych va-
penatych iontli. PEG indukuje rychly prechod do daldiho
stadia. Protoplasty se v disledku ztraty vody ponékud
zmen3uji, vytvafeji shluky a deformuji se v rozs&hlych
oblastech, ve kterych doSlo k tésnému pfilnuti povrchi
membran. Tim je usnadnén tésnéjsi kontakt lipidickych
Casti membran, nebof bilkoviny na styénych plochach
se vyklizeji. V lipidickych dvojvrstvach lze zaznamenat
poruchy. Tretim stadiem je vytvofeni malych kandlkd.
Néasleduje zvetSeni objemu protoplastii, zmenSeni sty¢né
plochy, rozsifeni propojovacich kanalkl, aZ nakonec
vznikne velky fdzovany protoplast. Mechanismus induk-
ce neni prozatim zcela objasnén. SouCasné nazory jsou
shrnuty v €lanku Du3inského [8].

Fazovany protoplast miiZze obsahovat nékolik jader.
Tento stav byva nékdy stabilni i po reverzi, a to zejmé-
na u kvasinek tvoficich pseudomycelium, zatimco
u ostatnich druhii doch4zi €asto k fazi jader anebo se
vicejaderné bunky rozdéli na piivodni rodiovské typy.

Reverze protoplastii

Protoplasty se nemohou deélit a d4t vznik koloniim,
pokud se neobnovi buné&fna sténa. V bé&Znych tekutych
meédiich k regeneraci stény nedochdzi, protoZe sténovy
material unikda do média a neudrZi se u povrchu proto-
plastu dosti dlouho, aby mohl vytvoFit zédkladni sit.
Uvnitf pevnych médii, obsahujicich napf. agar nebo
Zelatinu, vznikd nejprve sténa, ktera se vnitfnim uspo-
Ffadédnim i tvarem lisi od plvodni stény rodi€ovskych or-
ganismi i od budouci stény hybridu [9], [10]. Regene-



KVASNY PROMYSL
rof. 33/1987 — ¢&islo 7

race stény neni sama o sobé zdrukou reverze na délici
se bunky. U rodiovskych protoplastii revertuje obvykle
Ffadové 10-1 aZ 102 buné&k. U vnitrodruhovych hybridil
byva frekvence vzniku hybridnich kolonii o dalsi tFi
Fady nizsi. U mezidruhovych hybridii se vyt&Zzky sniZuii
jeste vice. Cim mensi je pFibuznost roditovskych druhi,
tim niZ3i jsou vyt&Zky hybridi. V posiedni dob& se po-
dafilo revertovat protoplasty i ve velmi visk6znich roz-
tocich PEG [11].

Vzhledem k velkému nepoméru mezi frekvenci rever-
ze protoplastl a vytézkem hybridi, byla hledana zlep3e-
ni, kterd by zvySila Gfinnost metody. Optimalizaci b&Zné
pouzivanych podminek lze dosahnout jen pomérné
skromnych zlep3eni. Jako perspektivni se v3ak jevi vy-
uziti kombinovaného uc€inku diaforézy nebo PEG s e’ek-
trickymi pulsy [12].

Druhym atraktivnim zlep3enim se zda byt vyuZiti fe-
romonil produkovanych kvasinkami opa¢ného parovaci-
ho typu, neZ jsou fazované protoplasty [13]. Zatimco
v predchozim pfFipadé Slo zvy3eni vytd8Zku patrné na
ucet zvySené frekvence fize, feromony zFejmé& ovliviiuji
pFiznivé vznik Zivotaschopnych hybridii diky svému syn-
chronizaénimu tG¢inku a dal3im vnitfnim zménam, které
v buiikdch vyvolavaji. I kdyZ se piredpoklada, Zze se fe-
romony uplatiiuji podobné jako pfi sexualni hybridizaci,
podstata jejich vlivu na priibéh fdaze nebyla zatim po-
drobné& analyzovdna. Osvédéily se pouze - postupy, pii
kterych feromon piisobil na buiiky po dobu n&ko'ika
hodin pFed pfipravou protoplastii.

Reverze protoplastii probihd €asto za podminek, které

jsou voleny s ohledem na selekci hybridd, resp. na eli-
minaci jinych neZ hybridnich typ protoplasti. Tim je
vytéZek hybridli pravd&podobné také ovlivnén. Nejcas-
téji se pouZivaji selekéni postupy, zaloZené na auxotro-
fii rodi¢ovskych kmeni, mutovanych v riiznych chromo-
zomélnich genech. V hybridu se komplementuji funkce
poskozeného genu jednoho rodite neposkozenou al'elou
druhého rodice. Hybrid je tedy prototrofni a revertuje
i na minimalnim médiu.

Dalsi selekéni postupy jsou zaloZeny na cytoplazma-
tickych genetickych znacich. Zvlast& vyhodné jsou riz-
né mitochondridlni znaky. Rada po3kozeni mitochon-
dridlni DNA vede k tzv. respiratni deficienci nebo re-
zistenci pa riiznd antibiotika. Selekce s vyuZitim cyto-
plazmatick§ch znakli ovSem na rozdil od predchozich ty-
pi neeliminuje cybridni kmeny.

Pfi hybridizacich, do ktergych vstupuii priimyslové
kmeny kvasinek, vznikaji nékteré specid!ni problémy.
Vétsina primys'ovych kmenid je polyploidni- nebo ales-
poii diploidni. takZe nap¥. chromozoméIni mutanty auvo-
trofnich typli se u nich praktickv nedaii pfinoravovat.
Vzhledem k zavaZnosti téchto prob'émi hyvlo tfeba hle-
dat nové pristupy zaloZené napf. na vvuZiti pFirozenych
rozdill mezi kvasinkovymi kmeny [14]. Podrobng&ji se
témito otdzkami zabyvame v néasledujicim sdZleni této
série.

Variace na metodu indukované faze protoplasti

Cytodukci rozumime prenos cytoplazmy jednoho kme-
ne do hybridu obsahujiciho jaddro pouze z druhého rodi-
te. Pro tyto hybridy se razi oznafeni cybridy. V sou-
vislosti s fdzi miiZze dojit k cytodukci dvéma zpilsohy:
fa) po normélni fizi mohou v nékterych ptipadech dru-
hotné segregovat jadra za vzniku cybridid, (b) fazi pro-
toplastli s beziadernymi vezik'y. Vezikly bez jader vzni-
kaii spontdnné pii pripravé protoplastii z exponencia’-
nich bunék. Jejich zdroiem jsou pupeny. do kterych jes-
t& nevstoupilo jadro [15]. Metodou fize protop asti
s bezjadernymi vezikly byly iiZ pfeneseny rizné cyto-
plazmatické genetické determinanty, napf. mitochondrie
[161.

Rada autort jiZ také deklarovala dsp&3né faze euvka-
ryotickych organel s protoplasty. Jako velmi pfesvédc&ivé
se jevi zeiména fiaze izolovanych kvasinkovych jader
s protop'asty. Vvsledkem je hybrid obsahuiici tGplnou
nebo nednnou chromozbémovou vybavu donoru jadra a
uplnou vybavu recipienta. Cytop'azma hybridu pochéaze-
la vZdy pouze od recinienta [17. 18].

Pro dplnost je tfeba pripomenout, Ze podohné iako
napf. u baktérii by bylo pfipadné moZné prenaset DNA

zabalenou v lipozémech (umélych lipidickych vaécich)
do bunék pomoci indukované fize lipozému s protoplas-
tem. Kromé toho lze ziskat Zivotaschopné hybridy i po
fizi pfedem usmrcenych protoplastii [19].

V souvislosti s metodami genového inZen¢rstvi ma
zvladtni vyznam specialni typ IFP, pFi které je alespon
jeden z rodi¢l tzv. kar-1 mutantem [20]. I pfi konjuga-
ci téchto mutanti totiZ nedochazi k fazi jader anebo je
velmi opoZdéna. Hybridy zlistavaji dikaryotické. Totéz
plati i pro hybridy vznik!é IFP. V tomto stadiu miize
dojit mezi jadry k vyméné plazmidu anebo dokonce ce-
lého chromoz6mu. Obdobnym zpiisobem miiZe pFejit me-
zi jadry i vektor nebo vektor nesouci fragment, ktery
ma byt pfenesen mezi kvasinkovymi kmeny. Dikaryotic-
ky stav je nestabilni. Jadra segreguji. Timto zpi{isobem
vznikaji jednak cybridy a jednak se takto uskuteni pfe-
nos jednotlivych jadernych elementi oviem s mnohem
nizsi frekvenci.

Dal3im styénym bodem genového a bun&&ného inZe-
nyrstvi je metoda umoziujici prfenést obojetné vektory
a jejich derivaty z baktérii do kvasinek bez izo'ace
DNA. Po fiazi bakteridlniho a kvasinkového protop’astu
maji nadéji na udrZeni v kvasince pouze molekuly DNA,
schopné se v tomto hostiteli replikovat. ProtoZe obojetné
vektory a jejich derivaty nesou fragment zaji¥fujici ne-
jen replikaci v baktérii, ale i replikaci v kvasince, uchy-
ti se v novém hostite!i [21). Bakteridlni chromoz6m
pravdépodobné zanikne.

Zaver

PrestoZe je IFP velmi univerzdlni metodou vhodnou
pro genové manipulace u kvasinek. jeji pouZiti pro prii-
myslové aely nebylo prozatim Casté. Pri¢ina tohoto je-
vu spociva v tom, Ze jde o metodu relativn® novou,
ktera se stdle je5t& rozvijii a dale, Ze Fada di’eZitych
prob’émii ¢eka je5té na FeSeni. Hlavni problém, ktery
musi byt dofeSen zejména u mezidruhov§ch hybridi,
souvisi s nizkou frekvenci jejich vzniku a s jejich ne-
stabilitou. Vypracovani metod pro co neirychlejsi sta-
bilizaci hybridd p¥i zachovdni poZadovanych vlastnosti
je tedy jednim z nejdilezitéjsich dkolli pro zdkladni vy-
zkum. Druhy problém souvisi s tim, Ze do hybridu jsou
tasto vedle mnoha ZAdoucich anebo alespoil neutrél-
nich genii pFenesny fizi i genv nezddouci. Proto maiji
variace na standardni postup IFP umoZiiujici pfenos &4s-
ti genomu takovy vyznam.
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Vondrejs, V. - Janderova, B. - Bendova, 0.: Genetické
manipulace kvasinkovou bunkou I.: Indukovana fize
protoplastii. Kvas. prim. 33, 1987, ¢. 7, s. 205—207.

Popisuji se jednotlivé kroky metody indukované fize
protoplastii, pfiprava protoplastli, indukovana fize, re-
verze protoplasti na délici se buiiky a selekce hybridi.
Charakterizovdny jsou i postupy pfibuzné, pifiprava cyb-
ridil, fize usmrcenych protoplastii, fize protoplastu s li-
pozOémem, faze kvasinkového protoplastu s bakterialnim
sféroplastem, pfenos cytoplazmatickych a pFipadné i ja-
dernych gen v prib&hu fize kar mutantii, které lze
vyuZit pro pfenos €asti genomu z donorovych do reci-
pientnich bunék.

Bouppeiic, B. - Slugeposa, b. - Bengosa, O.: Ienernueckue
MaHMnyasumu ¢ apoxckesoil Kaerkoi. I. Muayunposaunnoe
coeluHenne mnportonaactos. Ksac. npym. 33, 1987, Ne 7,
crin. 205-207.

OtaeabHble WardH MeTofa HHAYUHPOBAHHOIO COEJHHEHHS
NPOTOMAACTOB, MOJYYEHHe TNPOTONJAACTOB, HHAYUHPOBaHHOE
Coe/lHHeHHe, DPeBepCHA NPOTOMJIAcTOB Ha pasjensioliHecs
KJCTKH M CeJeKIlHsi FHOPHAOB ONHCHIBAIOTCS Hapsiay € Xa-
pPakTepPHCTHKON GJH3KHX TOAXOMOB, KakK NOJyd4eHHe LHOPH-
J0B, cOe/HHeHHe YOHTBIX INIPOTOMJACTOB, COEJHHEHHEe TNpo-
TONJAACTa ¢ JHIO30MOM, COEJAHHEHHe JPOKIKEeBOro npo-
Tonaacta ¢ GakTepHaapHbIM ceponaacToM, nepeHoc UHMTO-
NJa3MaTHYECKHX, HIH JK€ M s/lePHLIX TeHOB B TEueHHe co-
eJIHHeHHS - Kap MYTAHTOB, KOTOPHIE MOKHO HCMOJb30BaTh
a8 TepeHoca vyacTefl TeHOMa B PELHNHEHTHHIC KJICTKH.

Vondrejs, V. - Janderova, B. - Bendovd, 0.: Genetic Mani-
pulations with the Yeast Cell. I. Induced Protoplasts
Fusion. Kvas. prim. 33, 1987, No. 7, pp. 205—207.

The individual steps of a method of the induced pro-
toplast fusion, i. e. the protoplast preparation, the in-
duced fusion, the protoplast reversion to divided cells
and the hybrid selection are described. Also other pro-
cedures are characterized as follows: the hybrid prepa-
rations, the fusion of dead protoplasts, the fusion of
protoplasts with liposome, the fusion of a yeast proto-
plast with a bacterial spheroplast, the transition of cy-
toplasmic and nucleic genes during the fusion of kar
mutants. These operations serve in the transition of
some parts of genom from donor to recipient cells.

Vondrejs, V. - Janderova, B. - Bendovi, 0.: Genetische
Manipulationen der Hefezelle. I. Induzierte Fusion der
Protoplaste. Kvas. priim. 33, 1987, Nr. 7, S. 205—207.

Es werden die einzelnen Schritte der Methode der in-
duzierten Protoplasten-Fusion beschrieben, die Zube-
reitung der Protoplaste, induzierte Phase, Reversion der
Protoplaste auf sich teilende Zel'en und Selektion von
Hybriden. Es werden weiter auch verwandte Verfahren
charakterisiert, die Vorbereitung von Cybriden, Fusion
der getdteten Protopiaste, Fusion des Protoplastes mit
dem Liposom, Fusion des Hefeprotoplastes mit dem bak-
terialen Spheroplast, Ubertragung der cytoplasmatischen
Gene bzw. auch Kerngene im Verlauf der Fusion der
Karmutanten, die fiir die Ubertragung der Genomteile
aus den Donorzellen in die Rezipient-Zellen ausgeniitzt
werden kinnen.



