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Genetické zdokonalovanie priemyselnych kmetiov kva-
siniek (vc&itane vinnych) vyZaduje zvladnutie a odskusa-
nie viacerych metdéd Slachtenia. Pri hladani a priprave
,novych kmefiov so Ziadanymi vlastnostami sa najcastej-
Sie vyuZivaji Styri metodické pristupy. Je to selekcia
klonov bez mutagenézy, selekcia po mutadnom S$lachte-
ni, hybridizdcia a transformaéacia vrdtane. DNA rekombi-
nantnych technik. V nasledujicom uvedieme z&kladné
charakteristiky tychto metéd spolu so skisenostami zis-
kanymi s nimi pri Slachteni vinnych kvasiniek v nasom
laboratoriu. Clanok nadvdzuje na dva predoslé [1, 2],
venované literarnemu prehladu o doterajSom stave Slach-
tenia vinnych kvasiniek vo svete a nasim vysledkom do-
siahnutym pri budovani a charakterizdcii zédkladného
genofondu pre ndsledny, v suc¢asnosti uZ slubne rozpra-
covany, Slachtitelsky program.

2. MATERIAL
2.1 PouZité kmene :

V préaci sme pouZili kmene vinnych kvasiniek zo zbier-
ky Komplexného ustavu vinohradnicko-vinarskeho v Bra-
tislave — Saccharomyces oviformis Bratislava 1, 74/F,
76/D, Fendant, Myslenice 1, V 10-25-25, Saccharomyces
cerevisiae Hlinik 1 a Standardny smrtiaci kmeni Saccha-
romyces cerevisiae T3DCII.

2.2 Kultivagéné pédy

Kompletna gluk6zova pdda (zloZenie v 1dm3): gluk6za
20 g, pepton 10 g, kvasniény autolyzat 10 g. Tuha pdda
obsahovala navyse 20 g.dm—3 agaru.

Minimédlna Zivna poda: glukoza 20g, agar
(NH4),S0, 1,2 g, KH,PO4 1g, MgSO,.7 H,0 0,7 g, NaCl
‘0,5g, CaCl, 0,4g, FeCl; 0,005g v 1 dm?® vody, po auto-
klavovani pridané 2 ml zasobného roztoku vitaminov,
ktory obsahuje v 2dm® 20 ug biotinu, 2000 ug pantotenda-
tu vapenatého, 2 ug kysel.ny listovej, 10 000 ug inozitolu,
400 ug kyseliny nikotinovej, 200 ug Kyseliny p-aminoben-
zoovej, 400 ug pyridoxalhydrochloridu, 200 ug riboflavinu
a 400 ug tiaminhydrochloridu.

Glycerolova poda (na identifikdciu respiracne deficit-
nych mutantov): glycerol 20g, pepton 5g, kvasniény
extrakt 5g, KH,PO; 1g, (NH4),S04 1,28, MgS04.7 Hy,O
0,7 g, NaCl 0,5 g, CaCl, 0,4 g, FeCl; 0,005g v 1dm3 vody.

Sporulatna acetdtova poda: octan sodny 4g, agar
20 g, v 1 dm3 vody, pH 7,0.

Agarova pdda s obsahom 2, 3, 5 trifenyltetraz6lium-
chloridu (TTC): TTC 1g, glukoza 1g, agar 15g v 1 dm?
fosfatového tlmivého roztoku (0,1 mol.dm—3, pH 7).

Regeneracny agar:. sorbitol 218,6 g, C¢isty agar 30 g,
glukoza 20 g, KH,PO, 1 g, (NH4),S04 1,2 g, MgS04 .7 H,O
0,7 g, NaCl 0,5 g, CaCl, 0,4 g, FeCl; 0,005g v 1 dm3 vody,
po sterilizacii pridané 2 ml zdsobného roztoku vitaminov
(obsah ako v minimélnej Zivnej pode).

Miniméalna diferen¢nd stabiliza¢nd pdda: osmoticky
stabilizovand minimélna pdda, kde sa ako C zdroj pouZil
glycerol (30 g.dm~3) a glukdza (2 g.dm—3).

Roztok ditiotreitolu: sorbitol 2186 g, EDTA 9,3g
(pH 8,0), do ktorych sa po sterilizacii pridd 7,7 g ditio-
treitolu na 1 dm3 roztoku.

LB poda: NaCl 5 g, baktotryptén 10 g, kvasniény extrakt
10 g, agar 15 g v 1 dm3 vody.

Fixatny agar: glycerol 30 g, glukdéza 1g, CaCl, 58,8 g,
agar 30 g v 1 dm?3 vody.

Osmoticky stabilizované pody obsahovali miesto vody
roztok KCI (0,6 mol.dm—3).

3. METODY
3.1 Selekcia bez mutagenézy

30g,-

Tento pristup stavia na genetickej réznorodosti prirod-
zene sa vyskytujucej v kmefioch kvasiniek. VyZaduje tes-
tovanie velkého poc¢tu klonov ziskanych z rodicovskej
bunky vybraného kmeiia a neposkytuje vyrazné zlepSe-
nie vdcSiny charakteristickych vlastnosti. Robi sa na za-
klade vyznaénych, v praxi vyZadovanych vlastnosti ako
st rezistencia k alkoholu, SO,, odolnost vo&i nizkej
teplote, pesticidom a pod. Kmene sa izoluji zo spon-
tannej populédcie vyrastenej na prirodzenych substratoch,
udrZiavaja v cCistej Kkultire, testuji za Kkontrolovanych
podmienok a najlep$ie z nich si vyberané pre potreby
praxe. NajCastejSie sa pri selekcii vyuZiva metdda ried-
keho vysevu. Napriklad pri selekcii kmeiia s rezistenciou
k vysokej koncentracii medi sa na sériu Petriho misiek
s minimdlnou poédou obsahujiacou 0, 100, 300, resp.
500 umol.dm=3 CuSO, vyseje zriedend kultira V 10-25-3
vyrastend v kompletnej pdde cez noc (asi 102 buniek na
Petriho misku). Po 3—5 diioch sa na pddach objavia
kolonie schopné tolerovat prislu$né koncentracie medi.
Klony s rezistenciou k 500 ymol.dm—3 CuSO, sa kulti-
vuji v tekutom médiu a znovu vyseji na poévodné poOdy.
Dvojnédsobnou selekciou sa ziskaji kolOnie tolerujice Zia-
danu koncentriciu medi. g

Dal$im prikladom méZe byt izoldcia vinnych kvasiniek
pre potreby sekundarnej fermentdacie vina so zv§Senou
toleranciou voc¢i alkoholu z dokvé$ajicich vin na prin-
cipe autoselekéného efektu [3]. Vzorky dokvaSajicich
hroznov§ch vin sa odoberaju z vrchnej Gasti velkoobje-
movych nadrZi a kvasinky izolované z jednotlivych vin
sa ofkuji na Sabouraudov agar s postupne sa zvySuji-
cim obsahom etanolu — 12, 15 a 20 % obj. Po dvojdiiovej
kultivdacii najintenzivnejSie rastice kolénie na podde
s 15% etanolom sa preodkuji na Sabouraudov agar
s 20 % obj. etanolu a na zaklade vizudlneho postdenia
intenzity rastu sa vyberd kmene pre dalSie experimenty.

3.2 Mutaéné slachtenie

Mutaéné 8lachtenie patri medzi najcastej$ie pouZivané
metddy Slachtenia mikroorganizmov, pri€om sa snaZime
vybrat zmenené formy, ktoré vznikli zdsahom mutagénov
do molekidl DNA. Po mutécii sa meni povaha len niekto-
rych vlastnosti, napr. flokulaénd schopnost, tvorba este-
rov atd. Velky podet vlastnosti mdZe ostat nezmeneny.
Indukovand mutagenéza, ¢i uZ chemickd alebo fyzikdlna,
sa vyuziva na ziskavanie auxotrofnych alebo respiracne
deficitnych kmefiov, mutantov s réznou citlivostou voci
antibiotikdm a pod., ktoré moéZu byt vhodnymi partner-
skymi kmeiimi pri priprave hybridnych kmeiiov faziou
protoplastov alebo recipientnymi kmeiimi pre DNA
v transformaénych experimentoch [13].

3.2.1 Chemickd mutagenéza

Pri priprave respiracne deficitnych (rho—) mutantov
technologickych kmeiiov vinnych kvasiniek moZno po-
uZit kultivaciu v kompletnej pdde s pridavkom 25 umol.
.dm=3 etidiumbromidu ako mutagéna (Sigma, USA). Kul-
tivaénd pdda sa naockuje kvasinkami na pociato¢ntu kon-
centrdciu 5.10° buniek v 1 ml. Po 24h rastu pri 28°C sa

Tabulka 1. Frekvencia (f) vzniku rho— mutdcii vinnych
kvasiniek Saccharomyces species

Pouzity kmen £(%)
76/D 98.8
74/F 95,0
Myslenice 1 95,0
Bratislava 1 99,2
Hlinik 1 99,6




KVASNY PRUMYSL
roé. 36/1990 — ¢&islo 7

197

bunky vyseji ma Petriho misky s kompletnou a glycero-
lovou po6dou. V désledku mutiacie v mitochondridlnej
DNA respirac¢ne deficitné kmene nie st schopné rast na
neskvasitelnych substratoch, napr. na glycerole, laktate
a na kompletnej pdde vytvaraji malé (mikroskopické)
kolonie. Frekvencia vzniku rho~ mutédcii vyjadrend ako
pomer nedychajicich a pdovodne vysiatych buniek sa po-
hybuje v rozmedzi 95 aZ 99-% (tabulka 1). Na zabréne-
nie vzniku klondlnej selekcie sa zmieSa po 5 kolénifi
z kaZdého kmeifla a pouZije v dalSich experimentoch.

3.2.2 Mutagenéza UV svetlom

Bunky 20 h rasticej kultiry kvasiniek Saccharomyces
oviformis 74/F sa nariedia na koncentraciu 10° buniek
v ml. PribliZne po 10° buniek sa nanesie na sériu Petriho
misiek s kompletnou p6dou a otvorené misky sa po dvo-
jiciach exponuji UV svetlom zo vzdialenosti 20 aZ 30 cm
od 30 W germicidnej vybojky (UV lampa VS 310) po
dobu 0, 15, 30, 45, 60 a 90 sekind. Kontrolnd miska zosta-
ne neoZiarend. Po kultivacii (2 aZ 6 dni) pri teplote
28°C v tme (aby sa zabranilo postradiadnej reparéacii)
podla nédrastu buniek na platni sa vyhodnoti preZitie
a jednotlivé kol6énie sa pretestuji na selekénych glyce-
rolovych poddach. Uréi sa frekvencia vyskytu respiraéne
deficitnych mutantov. Respiraéne deficitné koldonie
moZno rozliSit i priamo po zaliati kolénii agarom s tri-
fenyltetraz6liumchloridom. Kol6énie normédlnych buniek

pod tymto agarom po 1 aZ 2 h zruZovejd, kolénie RD mu- °

tantov zostand biele. Optimdlnou davkou UV Ziarenia sa
ukézalo byt oZiarenie v dlZke 30s zo vzdialenosti 25 cm
od 30W germicidnej lampy. Z 10° buniek po pdsobeni
UV svetla vyrastlo na prisluSnej Petriho miske 47 ko-
16nii, z ktorych 38 bolo respira&ne deficitnych. Z celej
série Petriho misiek sme izolovali 48 nedychajicich
kolonii.

3.3 KriZenie

Kmene kvasiniek so zlepSenymi vlastnostami moZno
dalej ziskat hybridizdciou. Tadto sa uskutociiuje kriZenim
spor, krizenim buniek opaénych pdarovacich typov, alebo
fiziou protoplastov [4].

3.3.1 Krizenie spoér pomocou mikromanipuldtora

Pouziva sa predovSetkym u homotalickych kmeriov
kvasiniek [5]. 24-hodinové roditovské kultiry vyrastené
v tekutej kompletnej péde sa po premyti sterilnou desti-
lovanou vodou nanesd na sporulaénd acetdtovi poddu.
Sporulujuca kultira (obr 1) sa naleptdva 40 miniGt aZ
1 hodinu vo vodnom roztoku lytickych enzymov z hepa-
topankreasu slimdka zdhradného Helix pomatia (30—60
mg/ml H,0). Leptanie sledu]eme mlkroskoplcky v ¢aso-

vych (10 mindtovych) intervaloch a preruSenie sa usku-
toéni zriedenim sterilnou vodou. Naleptané asky sporu-
lujacich rodi¢ovskych kmeifiov sa ocfkovacou ihlou na-

Obr. 1. Sporulujtca kultira vinnych kvasiniek Saccharo-
muces oviformis Bratislava 1. (Foto Dr.V.Vollek)

nesi na agarovi vrstvu izolaéného krycieho skla tak,
aby nesplynuli. K vyizolovanym spéram z asku jedneho
rodi¢a’ na \mq}{ramgmpulacnom agare -sa ¢o najbliZsie
priloZia. ry druhého rodica pomocou ‘mikromanipulaé-
nej ihdy vytvoreni zygot za- 5 a¥ 12 hodin sa mikro-
mampulacny agar prenesie na. kompletny agar, inkubuje
24 hodin pri teplote 28°C, aZ kym nevyrasti d1p101dne
koldnie.

Tymto spésobom boli ziskané vinne kvasinky s vy3Sou
psychrotolerancmu ako mali rodifovské kmene a odol-
nostou voci fungxmdu Euparén [6]. Trojnasobnou selek-
ciou v chlade a néslednou UV .mutagenézou bol z kmeiia
Fendant ziskany UV rezistentny psychrotolerantny izo-
14t. Spéry kmefa sa kriZili so spirami kmeiia 74/F.
Z 8 kriZeni vzniklo 7 prav§ych hybridov, ktoré tvorili ne-
rodidovské kombinacie mitochondridlnych znakov a vy-
znacovali sa vy$Sie uvedenymi vlastnostami.

Popisand technika vyZaduje rodidovské kmene s vy-
sokou sporulagnou efektivnostou a velkou viabilitou
spor. Preto uréitym obmedzenim pre pouZitie tejto me-
tédy pre vinne kvasinky je fakt, Ze vdcSina priemysel-
nych kmerfiov nesporuluje alebo vytvéra spory len s niz-
kou Zivotaschopnostou.

3.3.2 KriZenie buniek opaénjch pdrovacich typov

Klasickd hybridizdcia patri k zdkladnym postupom
v genetike kvasiniek. Jej podstatou je zmieSanie mladych
buniek opaénych parovacich typov v kompletnej pdde
s néslednou izol4dciou vzniknutych zygdét po 17 aZ 24h
alebo ich diplcidného potomstva [5]. Ziskané zygoty
oddelime od rodic¢ovsk§ch buniek pomocou mikromani-
puldtora. Ak nie je k dispozicii, pouZijeme selekciu hybri-
dov na zaklade dopliiujicich sa jadrovych alebo mito-
chondridlnych znakov. Najjednoduch¥ie sa hybridizdcia
uskutociiuje pri heterotalickych kmefioch, ktoré moZno
udrZiavat v haploidnom stave dlh&i ¢as. Pri homotalic-
kych kmeiioch po sporulédcii sa bunky spéjaji velmi
rychlo, v populédcii prakticky nie je haploidné potom-
stvo. Pre takéto kmene sa vyuZiva Slachtenie kriZenim
spbr. VacSinu vinnych kvasiniek, hlavne priemyselnych,
v8ak tvoria kultiry homotalické, aneuploidné alebo po-
lyploidné, s nizkou sporulaénou schopnostou. Preto sme
tito metédu v naSom $lachtitelskom programe nepouZi-
vali.

3.3.3 Fizia protoplastov

Flzia protoplastov patri k ¢asto pouZivanym metédam
pri genetickej manipulécii priemyselnych kmefiov. Umoz-
fiuje kon$truovat hybridné bunky, ak ich nemoZno ziskat
normdlncu sexudlnou hybridizdciou. Nezavisi na ploidii
buniek, parovacom type a méa vyznam i pre aplikdciu
u aneuploidnych a polyploidnych kmeiiov. V prvej faze
vyZaduje pripravu protoplastov z rodi€ovskych buniek.

Kvasinky kultivované 12h pri 30°C v kompletnom
médiu (koncentrdcia 107 aZ 10% buniek v 1 ml) sa“po
centrifugédcii (10 min pri 1500 g) a dvojndsobnom pre- °
myti vodou resuspenduji v roztoku 0,1 mol.dm-3
TRIS.HCI pH 9,3 s 28 mmol .dm~3 2-merkaptoetanolom
(2.5.10° buniek na ml). Po 20 min pri 30°Csa bunky od-
centrifiguja (10 min, 1500 g), premyja 0,6 mol.dm—3 KCl,
resuspenduji- v roztoku zmesi lytickych enzymov z tra-
viaceho traktu slimdka zdhradného Helix pomatia
v 0.6 mol.dm~-3 KCl (5.10° buniek v ml, 50 mg/ml)
a inkubuja 30 aZ 60 min pri 30°C. Vznik protoplastov sa
kontroluje zmenou zdkalu suspenzie vo vode (osmotickd
lyza) a mikroskopicky. Ziskané protoplasty po premyti
0,6 mol.dm—3 KCl sa uchcvdvaji v tomto roztoku pri
teplote 4°C [7, 8].

V naSej praci bola technika fazie protoplastov pouZita
na pripravu kmefiov vinnych kvasiniek so smrtiacimi
vlastnostami [9]. Donorom smrtiaceho charakteru bol
laboratérny kmeifi K1 typu Saccharomyces cerevisiae
T3DCII s viacerymi auxotrofnymi mutdciami, ktory vy-
Zaduje pre rast na syntetickej pdde adenin, leucin a ura-
cil. Recipientom bol respirac¢ne deficitn§ mutant hlboko-
prekvasajuceho kmeiia vinnych kvasiniek Myslenice 1,
odolného vod&i ftalimidovym fungicidom. Z oboch rodi-
govskych kmefiov boli uvedenym postupom pripravené
protoplasty. Celkovy vytaZok protoplastov bol vaési ako
95 % (obr. 2). Na faziu sa pouZilo 108 protoplastov (v 0,6
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Obr. 2. Protoplasty kvas'niek Saccharomyces oviformis
76/D pripravené lgzou bunkovej steny pomocou
lytickych enzymov z hepatopankreasu slimdka
zdhradného osmoticky stabilizované v roztoku
KCl (0,6 mol.dm—3) (foto Dr. V. Vollek)

mol.dm~—3 KCl) z kaZdého rodi¢ovského kmeiia. Po
zmieSani sa suspenzia centrifugovala (10 min, 1500 g),
supernatant bol zliaty a sediment resuspendovany v 2 ml
40% polyetylénglykolu (molekulovd hmotnost 4000)
s 10 mmol.dm~-3 CaCl, a 10mmol.dm~-3 TRIS.HCI
pH 7,5. Po 30 min inkubdcii pri 30°C boli protoplasty
odstredené (10 min, 1500g), resuspendované v 2 ml
0,6 mol.dm-3 KCl a objemy zodpovedajice 2.10° a%
2.107 protoplastov vysiate na selektivne pody a zaliate
fixaénym agarom. Po 7-diiovej kultivacii pri 30°C pomer
poctu vyrastenych kol6nii a vysiatych protoplastov vy-
jadroval mieru regenerdcie, ktorda dosahovala hodnoty
12 aZ 38 %. Selekcia hybridnych klonov vyZaduje odlis-
nost rodi¢ovskych kmetiov v uréitych vlastnostiach, ktoré
sa po fazii protoplastov navzdjom dopliiaji. Najsastejsie
sa vyuZiva odli§nd citlivost k antibiotikdm, naroky na
rastové 1latky v prostredi alebo schopnost dychania.
V naSom pripade boli fdziou ziskané hybridy selektova-
né na minimélnej diferenc¢nej pdde osmoticky stabilizo-
vanej 0,6 mol. dm—3 KCIl obsahujicej ako C zdroj gly-
cerol. Ak na selek&nu pddu boli vysiate osobitne proto-
plasty vinnych kvasiniek a smrtiaceho donora, nebol po-
zorovany ndrast kclonii. V prvom pripade pre neschop-
nost utilizovat glycerol, v druhom pre neschopnost rast
na pddach bez adeninu, uracilu a leucinu. Hybridy vin-
nych kvasiniek so smrtiacim charakterom a mitochon-
driami respirujiceho kmeiia T3DCII ziskali schopnost
rast na glycerole a po 7 aZ 10 diioch kultivacie vytvorili
vyrazné kolén‘e o velkosti 1 aZ 2 mm vo frekvencii 10-5.
Popisanou technikou bolo v naSom laboratériu priprave-
nych pédt priemyselnych kmefiov vinnych kvasiniek so
smrtiacimi vlastnostami K1 typu.

3.4 Transforméacia vinnych kvasiniek

Asexudlnou technikou pre ziskanie genetickych rekom-
binantov je transforméacia, ktord vyZaduje prencs a
expresiu DNA z donorového kmeiia v Zelanej rec'pient-
nej bunke. UmoZiiuje prekonat ne$pecifitu fiazie proto-
plastov a je pouZitelnd pre polyploidné a aneuploidné
priemyselné kmene kvasiniek. Pre tuspe$ny priebeh
transformécie je potrebné odstranit bariéru tvorenid bun-
kovou stenou a cytoplazmatickou membranou. Po odstra-
neni bunkovej steny v pritomnosti Ca’+ i6nov a polyety-
lénglykolu vstupuje donorovd DNA do protoplastu a za-
buduje sa do genému recipienta. Celé bunky sa pouZiva-
ji pri transformacénych pokusoch menej, pretoZe uégin-
nost transformécie je niZ$ia ako pri pouZiti protoplastov.
K adsorpcii DNA a jej prieniku do bunky dochadza
v prostredi Li+, Cs*+, Rb+, Na+ i6nov.

Pokrokom v metodoldgii rekombinantnej DNA v kva-
sinkdch bolo pouZitie plazmidovych vektorov, ktoré su
schopné replikdcie v kvasinkovgch i bakteridlnych bun-
kdch. DNA, ktord ma byt prenesena do hostitelskej bun-
ky sa S$tiepi enzgymom restrikénou endonukledzou, ziska-

né fragmenty DNA sa pripoja na plazmidovy vektor,
tento sa vnesie do bunky rec pienta a zabuduje do jej
genomu [10]. Ako prendaSace genetickej informécie sa
v trans‘orma&nych experimentoch u kvasiniek pouZivaja
replikativne (YRp), epizomédlne (YEp), centromérne
(YCp) a integrativne (YIp) plazmidy a kczm dy (pYC)
[11, 12]. Celd stratégiu ilustruje obr. 3. Pre S$lachtenie
vinnych kvasin ek maji transformaéné techniky dve vy-
hody. V prvom rade umcZiiuji preniest lubovolny jed-
notlivy gén do kvasinky a adekvatnu expresiu tohto génu
v hostitelskej bunke. Okrem toho umoZiiuji vyhnit sa
poru3eniu celkového genotypu vinnych kvasiniek, ktoré
sa mZ%e vyskytniat pri selekcii rekembinantov po hybri-
dizacii.

Hest telsky kmeni Saccharomyces cerevisicze sa za-
otkuje do 5) ml komnpletnej pddy a inkubuje 16 h pri
30°C na trepacke. Ziskanou kultirou sa inokuluje 200 ml
kompletnej pddy a nech4d dorast pri 30 °C na koncentra-
ciu 2 az 3.107 buniek v ml. Bunky sa centrifuguji
(5 min pri 800 g), premyja sterilnou vodou a resuspen-
duji v 6) ml roztoku ditiotreitolu. Po 10 min inkubdcii
pri 30°C a néaslednej centrifugdcii (5 min, 800 g) sa
hunky resuspenduji v 30 ml roztoku 1,2 mol.dm~—3 sor-
bitolu a pipetujd po 3 ml do sterilnych centrifugaénych
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Obr. 3 Transformdcia kvas'niek . Saccharomyces cerevi-
siae auxotrofngch na leucin a citlivgeh voéi
ionom medi. Postup zahfiia pripravu rekombi-
nantnych plazmidov obsahujicich fragmenty DNA
kvasiniek rezistentnygch wvoéi- medi,, pomnoZenie
v. baktériach s nislednou izoldcou, transformd-
ciu 'vhodngeh kmeriov i selekciu a ‘identifikdciu
transformantov. LEU2, HIS3 a CUP1 si gény kva-
siniek S8pecifikujice syntézu leucinu, histidinu
a rezistenciu k medi. Ap, Tc si gény baktér'i
kddujice rezistenciu k ampiciliny a tetracyklinu
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skimaviek, z ktorych kaZd4 méZe byt pouZitelnd na 1
aZ 4 transformacné reakcie. Z buniek hostitelského
kmeifia sa pripravia protoplasty vy33ie uvedenym postu-
pom a resuspenduji v 0,2 ml roztoku 1,2 mol.dm~-3 sor-
bitolu v 0,01 mol.dm~-3 CaCl,. K suspenzii sa prida
0,1 aZ 1ug plazmidovej DNA nesticej zabudovany gén,
zmes sa inkubuje 15 min pri laboratdérnej teplote. Potom
sa prida 1,8 ml roztoku PEG 4000 (PEG 400 g, CaCl,; 1,47 g,
TRIS.HCI 1,2 g, pH 8,0 v 1dm3 vody), suspenzia sa pre-
mie3a a nechd stdt 5 min pri laboratérnej teplote. Proto-
plasty si potom oddelené centrifugdciou (5 min pri
1000 g), sediment sa resuspenduje v 0,2 ml roztoku sor-
bitolu v CaCl, a k suspenzii sa pridd 0,1 ml sorbitolu
v kvasni¢nom extrakte (sorbitol 218,6 g, glukdza 20 g,
kvasniény extrakt 10g v 1dm3 vody). Po 30 min inku-
béacii pri 30°C sa k suspenzii pridd 0,3 ml roztoku sor-
bitolu, 0,15ml vzniknutej suspenzie sa napipetuje do
skimaviek s 10 ml rozvareného regeneraéného agaru
o teplote 44°C a po premie$ani vyleje na povrch selek-
tivneho osmoticky stabilizovaného minimdlneho agaru,
na ktorom regeneruji a rasti len transformanty obsa-
hujice plazmidovi DNA. Po 3 aZ 5 diioch sa vyhodnoti
frekvencia transformécie a vzniknuté koldénie sa podro-
bia genetickej a biochemickej analyze. Popisand techni-
ka je v naSom laboratériu vyuZivana pre zavedenie génov
kédujicich rezistenciu vo¢i mednatym iénom do vhod-
nych aplikaéne v§znamnych kmeiiov vinnych kvasiniek.
O ziskanych poznatkoch budeme referovat v niektorom
z budicich ¢isiel nd3ho Casopisu.
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Michaltdkova, S. - Sturdik, E.: Slachtenie vinnych kva-
siniek. III. PouZivané techniky. Kvas. priim., 35, 1990,
€. 7; s. 196—199.

Clénok je prehladom metéd pouZivanych pri 3lachte-
ni kvasiniek (selekcia, indukovanad mutagenéza, kriZe-
nie, fazia protoplastov, technika rekombinantnej DNA)
a moZnosti ich aplikdcie pri ziskavani novych kmeiiov
vhodnych pre vinarske pouZitie. Detailne si charakteri-
zované predovSetkym = selekéné techniky umoZiiujice
ziskat kmene rezistentné k medi a etanolu, ale tieZ po-
stupy muta¢ného $lachtenia a fizie protoplastov vedice
k priprave respira¢ne deficitnych mutantov a smrtia-
cich vinnych kvasiniek.

Muxanuakosa, C. - lrypauk, J.: CeleKuHsi BHHHBIX APOXK-
xeit. III. IpumensieMble cnocoGul. Kpac. mpym. 36, 1990,
Ne 7, ctp. 196—199.

CraTtbsl IPHBOAHT 0630p MO METOAAM, NPHMEHSEMbIM TpH
CeNeKIHH JPOKKeH (cesIeKIHsi, HHAYIHPOBaHHBII MyTareHe-
3HC, CKpeluHBaHHe, (Qy3Hs NPOTONIACTOB, CMOCOO pPEKOMOH-
HatupHoH JIHA) u no BO3MOXKHOCTSIM MX NPHUMEHEHUS IPH
NOJTyYeHHH HOBBLIX WITAMMOB, MOAXONALIMX [Js Lesed BH-
Hopends. [Tonpo6HO XapaKTepH3YIOTCs Tpekje BCEro CIo-
COOBbI CeJIeKLHH, NO3BOJIAIOWIHE MOJYYHTh IUTAMMBI, YCTOM-
YHBblE B OTHOIIEHHH K MEIM M 3TaHOJY, a TaKkKe CIoco6bl
MYTaUHOHHOH ceJeKUMH H (y3HH [POTOIJIACTOB, TPH-
BOJsLIHE K MOJNYYeHHIO pecrHPAanHOHHONE(DHUHTHBIX MYTaH-
TOB H CMEPTOHOCHBIX BHHHBIX HPOKIKeMl.

Michaléakova, S. - Sturdik, E.: Improvement of Wine-
-Making Yeasts. III. Techniques Used. Kvas. prim., 36,
1990, No. 7, pp. 196—199.

The methods for yeast improvements (selection,
induced mutagenesis, hybridization, protoplast fusion,
technique of recombinant DNA) and their applications
for an obtaining of new strains suitable in a wine-
-making are outlined in the article. The selection tech-
niques permitting to obtain strains resistent to copper
and ethanol and the mutation procedures and the proto-
plast fusions resulting in a preparation of respiratory
deficient mutants and the. killers of wine-making yeasts
are discussed in details.

Michaléakova, S. - Sturdik, E.: Ziichtung der Wein-
hefen, III. Angewandte Techniken. Kvas. prim., 35,1990,
Nr. 7, S. 196—199.

Der Artikel bringt eine Ubersicht der bei der Ziichtung
der Hefen angewandten Methoden (Selektion, induzierte
Mutagenese, Kreuzung, Fusion der Protoplaste, Technik
der DNA-Rekombination) und befaBt sich mit den
Moglichkeiten ihrer Applikation bei der Gewinnung
neuer Stdimme fiir die Weinindustrie. Detailliert werden
vor allem die Selektionstechniken charakterisiert, die
zu Kupfer- und Athanol-resistenten Stammen fithren; es
werden aber auch die Verfahren der Mutationsziichtung
und der Protoplasten-Fusion behandelt, die zur
Gewinnung Respirations-defizienter Mutanten und Killer-
-Weinhefen fiihren.
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Morfologické zmény pFi ristu mikroorganismi v pod-
minkdch kontinudlni kultivace byly popsédny jiZ v prv-
nich studiich této kultivaéni metody, a to jak u bakte-
ridlnich, tak u kvasinkovych kultur. ProdluZovéni bunsk
Saccharomyces cerevisiae rostoucich na melase pozoro-
val Beran [1], ktery stanovil, Ze pomér délky k Sifce

1,46 ovédlnych bunék na zadatku kultivace se pomé&rng
rychle zvys$il na hodnotu 2,1. Podobné zmény zjistil pfi
v8ech zkouSenych rlstovych rychlostech a pi#i rizném
sloZeni melasového média. Herbert [2] stanovil v kultu-
fe Enterobacter aerogenes, Ze se vzrhstajici ristovou
rychlosti (od 0,1 do 0,9h-!) se buiiky zv&t¥ovaly, hlav-_
n#é v délce, rostla primérnd hmota bungk a soudasné se
znatné& zvySoval obsah RNK. Pfifinou prodluZovani kva-



