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Genetické zdokonalovanie priemyselných kmeňov kva-
siniek IvčÍtane vínnychJ vyžaduje zvládnutÍe a odskúša.
nie viacerých metód šIachtenia. Pri hladanÍ a príprave

. nových lrmeňov so ŽiadanýmÍ vlastnosťami sa najčastej-.šie vyuŽívajú štyri metodické prístupy. Je to selekcia
k]onov bez mutagenézy, se]ekcia po mutačnom šťachte.
ní, hybridizáCÍa a transformácia vrátane DNA rekombi.
nantných techník. V nasledujúcom uvedieme základné
charakter;st iky týchto metód spolu so skúsenostami zÍs.
kanými s nimi pri šlachtenÍ vínnych kvasinÍek v našom
laboratÓriu. Článok nadvázuje na dva predošlé tI, 2l,
venované l iterárnemu prehladu o doterajšom stave šlach-
tenia vínnych kvasiniek vo svete a našim výsledkom do-
siahnutým pri budovaní a charakterizáci i  základného
genofondu pre následný, v súčasnosti už slubne rozprá-
Covaný, šťachtiteIský program.

2. MAŤERIÁL

2.1' PotlŽité kmene

V práci sme použili kmene vínnych kvasinÍek zo zbieÍ-
ky Komplexného ústavu vinohradnícko-vinárskeho v Bra.
tislave - SaecharomyeB3 cluiformis BratÍslava !, 74lF,
76iD, Fendant, Myslenice t, V 70-25-25, Saccharomyces
cereuisiae H]inÍk 1 a štandardný smrtiacÍ kmeň Saccňa.
romAces cereuisiae T3DCII.

2'2 Kultivačné pódy

. Kompletná glukózová pÓda [zloŽenie v 1dm3]:8lukÓza
20 g, pepton 10 g, kvasničný autolyzát 10 8. Tuhá pida
obs*hovala navyše 20 g. dm-3 agaru.

Minimálna Živná pÓda: 8lukóza 20 E, a8ar 30 g'
(NH4)2SO4 7,2g, KH2POT 19, MgSOe .7.HzO 0,7 g, NaCl
0,5 g, CaCl2 0,4 g, FeCl3 0,005 I v 1 dm3 vody, po auto-
klávovanÍ pridané 2 ml zásobného ťoztoku vitamínov,
ktorý obsahuje v 2dm3 204rg biotínu'2000pg pantotená.
tu vápenatého, 2 pB kysel.ny listovej, 1.0 000 pg inozitolu,
40.J pg kyseliny nikotÍnovej, 200 pg kyseliny p-aminoben-
zoovej, 4iJ0 p8 pyridoxalhydrochloridu, 200 p8 riboflavÍnu
a 400 pg tiamínhydrochloridu.

Glycerolová poda (na identifikáciu respiračne deficit-
ných mutantovJ: glýi:erol 20g' peptón 5g' kvasničný
extrakt 59, KH2PO4 19, (NHqJzSOq 1,28, MgSOa .7 H2O
0,7 g, NaCI 0,5 g, CaCl2 0,4 g, FeCI3 0,005 g v 1 dm3 vody.

Sporulačná acetátová plda: octan sodný 4 B' a8ar
2O g, v 1 dm3 vody, pH 7,0.

Agarová pÓda s obsahom 2, 3, 5 trifenyltetrazÓIium.
chloridu (TTC): TTC 1g, glukóza 18, agar 15g v 1 dm3
Íosfátového tlmivého roztoku [0,1 mol .dm-3' pH7J.

Regeneračný a8ar: sorbitol 218'6 g' čistý agar 30 g'
glukóza 20 g, KH2P04 1 8' INH4J2soq I,2 8, MgSoa . 7 Hzo
0,7 g, NaCl 0,5 g, CaCl2 0;4 g, FeCl3 0,005 g v 1 dm3 vody,
po sterilizácii pridané 2 ml zásobného roztoku vitamÍnov
fobsah ako v minimálnej živnej pÓdeJ.

Minimálna diÍerenčná stabi l izačná pida: osmoticky
stabilizovaná minimálna pÓda' kde sa ako c zdroj pouŽil
g lycerol  (30 s.  dm-3] a glukóza (2 g. dm-3J.

Roztok ditÍotreitolu: sorbitol 218'6 8' EDTA 9'3 g
tpH B,0], do ktorých sa po sterilizácii pridá 7,7 g ditio-
treitolu na 1 dm3 roztoku.
LB pÓda: NaCl 5 g' baktotryptón 10 g' kvasničný extrakt
10 g, agar 15 g v 1 dm3 vody.

Fixačný agar: glycerol 30 g, glukóza 1 g' CaCl2 5B'B g'
agar30gvldm3vody.

osmoticky stabi l izované pÓdy obsahovalÍ miesto vody
roztok KCI [0,6 mol .  dm-3J.

3. METODY

3.1 Selekcia bez mutagenézy

663.252.41

Tento prÍstup stavia na genetickej rÓznorodosti prirod.
zene'sa vyskytujúcej v kmeňoch kvasiniek. VyŽaduje tes.
tovanie velkého počtu klonov zÍskaných z rodičovskej
bunky vybraného kmeňa a neposkytuje výrazné zlepše.
nÍe váčšiny charakteristických vlastností. RobÍ sa na zá.
klade význačných, v praxi vyžadovaných vlastností ako
sú rezistencia k alkohoiu, So2, odolnost vočÍ nízkej
teplote, pesticídom a pod. Kmene sa izolujú zo spon.
tánnej populácie vyrastenej na prirodzených substrátoch,
udržiavajú v čistej kultúre, testujú za kontrolovaných
podmienok a najlepšie z nich sú vyberané pre potreby
praxe. Najčastejšie sa pri selekci i  vyuŽÍva metóda ried.
keho výsevu. Napríklad pri selekcii kmeňa s rezistenciou
k vysokej koncentrácii medi sa na sériu Petriho misiek
s minimálnou pÓdou obsahujúcou 0' 100' 300' resp.
500 pmol . dm-3 CuSoa vyseje zriedená kultúra V 10.25-5
vyrastená v kompletnej póde cez noc fasi 102 buniek na
Petriho miskuJ. Po 3_5 dňoclr sa na pÓdach objavia
kolónie schopné tolerovat prÍslušné koncentrácie medi.
Klony s rezistenciou k 500pmol .dm-3 CuSOa sa kult i-
vujú v tekutom médiu a znovu vysejú na pÓvodné pÓdy.
Dvojnásobnou selekciou sa získajú kolÓnie tolerujúce žia.
danú koncentráciu medi '

Ďalším prÍkladom mÓŽe byt izolácia vínnych kvasiniek
pre potreby sekundárne] fermentácie vína so zvýšenou
toleranciou voči alkoholu z dokvášajúcich vín na prin-
cípe autoselekčného efektu [3]. Vzorky dokvášajúcich
hroznových vín sa odoberajíl z vrchnej častÍ velkoobje.
mových nádrží a kvasinky izolované z jednotlivých vÍn
sa očkujú na Sabouraudov a8ar s postupne sa zvyšujú.
cim obsahom etanolu - 72, 15 a 20 0/o obj. Po dvojdrlovej
kultivácii najintenzívnejšie rastúce kolónie na pÓde
s 15% etanolom sa preočkujú na sabouraudov agar
s 2o0/o obj. etanolu a na základe vizuálneho posúdenia
intenzity rastu sa vyberú kmene pre ďalšie experimenty.

3.2 Mutačné šlachtenie

Mutačné šlachtenie patrí medzÍ najčastejšie pouŽívané
metódy šlachtenia mikroorganizmov, pričom sa snaŽíme
vybrat zmenené formy, ktoré VznÍkli zásahom mutagénov
do rnolekúl DNA. Po mutácii sa mení povaha ]en niekto-
rých vlastností, napr. flokulačná schopnosť, tvorba este.
rov atď. velký počet vlastností mÓže ostat nezmenený.
Indukovaná mutagenéza, či uŽ chemická alebo f.yziká|na,
sa vyuŽíva na získavanie auxotrofných alebo respiračne
deficitných kmeňov, mutantov s rÓznou cit l ivostou voči
antibiotikám a pod., ktoré móžu byť vhodnými partner.
skými kmeňmi prÍ prÍprave hybrÍdných kmeňov fúziou
protoplastov alebo recipientnými kmeňmi pre DNA
v transformačných experimentoch [13].

3.2.1' C he mie ká mut ag e néza

Pri prÍprave respiračne deficítných Irho-) mutantov
technologických kmeňov vÍnnych kvasiniek možno po.
uŽít kultÍváciu v kompletnej pÓde s prídavkom 25 pmol.
. dm-3 etídiumbromidu ako mutagéna Isi8ma, USAJ. Ku1-
tivačná pÓda sa naočkuje kvasinkami na počiatočnú kon-
centráciu 5 . 105 buniek v 1 mI' Po 24}l rastu pri 28.c sa

Tabulka 1. Frekuencia If) uzniku rho- mutácií uínngch
kuasiniek Saccharomu ces sDecies

Použití kmeň { (9ó)

76lD
74lF
Myelenice I
Bratielava 1
llltui|' l

98,8
95,0
9í'o
9912
99,6
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bunky vysejú nb Petriho misky s kompletnou a glycero-
lovou, pÓdou. V dÓsledku mutácie v mitochondriálnej
DNA respiračne defÍcitné kmene nie sú schopné rá'st pa
neskvasitelných substrátoch, napr. na 8lycerole, Iaktáte
a na kompletnej pÓde vytvárajú malé [mikroskopÍcké)
kolónie. Frekvencia vzniku rho- mutácií vyjadrená ako
pomer nedýchajúcich a pÓvodne vysiatych buniek sa po.
hybuje v rozmed'zÍ 95 aŽ 990/o ítabuťka í). Na zabráne-
nie vzniku klonálnej selekcie sa zmieša po 5 kolónií
z každého kmeňa a použije v ďalších experimentoch.

3,2.2 Mutageněza Uv sDetlom

Bunky 20 h rastúcej kultúry kvasÍníek saccharomaces
oDifa|mis 74lF sa nariedia na koncentráciu 10o buniek
v ml. PrÍbliŽne po 105 buniek sa nanesie na sériu Petriho
misiek s kompletnou pÓdou a otvorené misky sa po dvo-
jiciach exponuJú UV svetlom zo vzdialenosti 20 až 30 cm
od 30W germicÍdnej výbojky (UV lampa Vs 310J po
dobu 0, 15' 30' 45' 60 a 90 sekúnd. Kontrolná miska zosta.
ne neožiarená.. Po kult iváci i  [2 aŽ 6 dníJ.pri teplote
28oC v tme [aby sa zabráni lo postradiačnej reparáci iJ
podla nárastu buniek na platni sa vyhodnotí prežitie
a jednotlivé kolónie sa pretestujú na selekčných glyce.
rolových pódach. Určí sa frekvencia výskytu respiračne
deficitných mutantov. Respiračne deficitné kolónie
možno rozlíšit Í priamo po zaliatí kolónií agarom s tri-
fenyltetrazóliumchloridom. Kolónie normálnych buniek
pod týmto agarom po 1. až 2h ztužovejú, kolónie RD mu.
tantov zostanú biele. optÍmálnou dávkou UV žiarenia sa
ukázalo byť oŽiarenie v dťžke 30 s zo vzdialenosti 25 cm
od 30 W germicídnej lampy. Z 105 buniek po pÓsobenÍ
UV svetla vyrástlo na príslušnej Petriho miske 47 ko.
16nií, z ktorých 38 bolo respíračne deficitných' Z celej
série Petriho misÍek sme ÍzolovalÍ 48 nedýchajúcich
kolónií.

3.3 KrÍženie

Kmene kvasiniek so zlepšenými vlastnostami možno
dalej získat hybrÍdizáciou. Táto sa uskutočňuje kríŽením
spór, kríŽením buniek opačných párovacÍch typov, alebo
fúziou protoplastov [4].

3.3.7 KríŽenie spór pomo cou mikr omanEpulátor a

PouŽíva sa predovšetkým u homotalických kmeňov
kvasiniek [5]. 24-hodinové rtodičovské kultúry vyrastené
v tekutej kompletnej pÓde sa po premytÍ sterilnou desti-
lovanou vodou nanesú na sporulačnú acetátovú -pÓdu.

Sporulujúca kultúra [obr 1) sa naleptáva 40 minút aŽ
1 hodinu vo vodnom roztoku lytických enzýmov z hepa.
topankreasu slÍmáka záhra{ného Helix pomatÍa [30_60
mg/ml H2o). Leptanie sledujeme mikroskopicky v časo-
vých (10 minútových) intervaloch a prerušenie sa usku-
toční zriedenÍm steri lnou Vodou. Naleptané asky sporu-
luiúcich rodičovskÝch kmeňov sa očkovacou Íhlou na-

obr.7. Sporulujťtca kultúra uínnych kuasiniek Saccharo.
myces oužlormis Bratis laDa 1. (Foto Dr. 'v 'Vouek)

nesú na agarovú vrqtvu lzolačného krycieho skla tak'
aby nesplynuli. I(.vyizolovaným spóram z asku ]ednéhó
rodiča na ;'a{$rqrnqlripulačnom agare sa' čo najbližšie
priIožia j1púry..drúhého "podiča 

ponÍócou Íiiikromanipulač-
nej í{$1$ó v"ytvq3pnÍ!žygót zq,5 aŽ' 72 |todin sa mÍkro-
manÍpúlačný ágar pr'enesie na. kompletný a8ar' inkqbuje
24 }rodil Dd teplote 28oC, aŽ kým nevyrastú diploidné
kólónie., .. 1

Tyňtó spÓsoborn boli zÍskané vínne kvasinky s vyššou
psychrotoleranciou a\o malÍ rodičovské kmdne a odol-
nostou voči fungicídu Eúparén [6]. Trojnásobnou selek.
ciou 'v cl lade 'a následnou Uv.mutagenézou bol z kmeňa
Fendant získaný Uv rezístentný psychrotolerantný izo.
lát. Spóry kmeňa sa krÍŽiti šo spÓlami kmeňa 74lF.
Z 8 ktíženi vzniklo 7 pravých hybridov, ktoré.tvorili ne-
rodičovské kombŤnácie mitochondriálnycb znakov g vy-
značovali sa vyššie uvedenými vlastnosťami.

Popísaná technika vyŽaduje rodičovské krnene s vy.
sokou spopulačnou pfeltÍvnosťou a velkou 'viabilitou
spór' Preto. určity'm obňédzenÍm pre použitie t.éjto me.
tódy pre vÍnne kvasinky je fakt' že váčšina priemysel.
ných kmeňov nesporuluje alebo vytvára spóry len s níz-
kou životaschopnostou.

3,3.2 Kríženže bunÍek opačnýeh párouacích typou

Klasická hybridízácia patrí k základným postupom
v genetike kvasiniek. Jej podstatou je zmiešaníe mladých
buniek opačných párovacích typov v kompletnej pÓde
s následnou izoláciou vzniknutých zyEót po !7 .až 24llq
alebo ich diploidného potomstva [5]' Získané zygóty
oddelíme od rodičovských buniek pomocou mÍkromani-
pulátora. Ak nie je k díspozÍciÍ, použijeme selekciu hybrÍ-
dov na zák|ad'e doplňujúcich sa jad.rových alebo mito-
chondriálnych znakoV. NajJednoduchšie sa hybridizácia
uskutočňuje pri heterotalických kmeňoch, ktoré možno
udržiavat v haploidnom stave dlhší čas. Pri 'homotalic-
kých kmeňoch po sporulácii sa bunky spájaJú velmi
rýchlo' v populácii prakticky nie je haploidné potom-
stvo. Pre takéto kmene sa vyuŽíva šlachtenie krÍŽením
spór. VáčšÍnu vínnych kvasiniek, hlavne pr1emyselných,
však tvoria kultúry homotalÍcké, aneuploidné alebo po.
lyploidné' s nízkou sporulačnou schopnosťou. Preto sme
túto metódu v našom šlachtítelskom programe nepouží.
val i .

3.3.3 Fúzia pro toplasto|)

Fúzia protoplastov patrí k často používaným metÓdam
pri 8enetickej manipulácii priemyselnýčh kmeňov. Umož.
ňuje konštruovat hybridné bunky, ak ích nemožno získat
normálnou sexuálnou hybridizáciou. NezávisÍ na ploidii,
buniek, párovacom type a má význam i pre aplikáciu
u aneuploidných a polyploídných kmeňov. V prveJ fáze
vyŽaduje prípravu protoplastov z t.o,díčovských buniek.

KvasÍnky kultÍvované 12 h pri 30 oC v kompletnom
médiu [koncentrácia 107 aŽ 708 buniek v 1 mI) sa po
centrifugáci i  [10 mín pri 1500g] a.d'vojnásobnom pre.
mytÍ vodou resuspendujú V roztoku 0,1 mol . dm-3
TRIS . HCI pH 9,3 s 28 mmol . dm-3 2-merkaptoetanolom
[ 2.5 . 109 buniek na ml] . Po 20 mÍn pri 30 "C sa bunBy od'
centrifúgujú [10 min, 1500 s), premyjú 0,6 mol.dm-3 Kcl,
resuspendujú v roztoku zmesi lytíckých enzýmov z trá-
Viacelro traktu slimáka záhradného Helix pomatia
v 0,6 mol . dm-3 Kcl [5 . 10s buniek v ml, 50 mg/mlJ
a inkubujú 30 až 60 rnin pri 30 "C. Vznik protoplastov sa
kontroluje zmenou zákalu suspenzie vo vode Iosmotická
lýza) a mikroskopicky. Získané protoplasty po premytí
0,6 mol . dm-3 Kcl sa uchovávajú v tomto roztÓku pri
teplote 4"C [7, 8].

v našej pťáci bola technika fúzie protoplastov pouŽitá
na príoravu kmeňov vínnych kvasiníek so. smrtiacimi
vlastnosťami [9]' Donorom smrtiaceho charakteru bol
laboratórny t<inón xr typu Saccharomyces ceťevisiae
T3DcII s viacerými auxotrofnými.mutáciami, ktorý vy.
žaduie pre rast na syntetickej pÓde adenín, leucÍn a ura-
cÍl. Recipientom bol respiračne defÍcitný mutant hlboto.
prekvášajúceho kmeňa vÍnnych kvasiniek Myslenice 1,
od'olného voči ftalimidovým Íungicídom. Z oboch rodi.
čovských k,meňov boli uvedeným postupom prÍpravené
protoplasty. Celkový výtažok protoplastov bol váčší ako
950/o Íobr.2). Na-fúziu sa pouŽilo 108 protoplastov [v0,6
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né fra8menty DNA sa pripoja na piazmidový vektor,
telto sa vnesie do bunky rec pienta a zabuduje do jej
genÓmu [10]. Ako prenášače genetickej informácie sa
v trans"ormačných experimentoch u kvasÍnÍek používajú
repi ikat lvne IYRp)'  epizomá1ne tYEp] '  centromérne
[Ycp) a integratívne (YIp] plazmic ly a k lzm dy IpYc]
[11' ]2]' Celú stratégiu i lustruje obr. 3. Pre šťachtenie
vínnych kvasin el i  majú transformačné techniky dve vý.
hody. V prvom rade umožňujú preniest lubovolný jed-
notl jvý gén do kvasinky a adekvátnu expresiu tohto génu
v hostitelskei bunke. okren toho umožňujú vyhnúť sa
portršenÍu celkového 8enotyptl vÍnnych kvasÍniek, ktoré
sa miŽe vyskytnút pri selekci i  rekombÍnantov po hybrí-
cl iz áci i .

Host telský lsmeň Saccltaromaces ce|eDisiae sa za.
očkuje do 5] ml kornpletnej pÓdy a inkubuje 16h pr i
30.C na trepačke. ZÍskancu kultťrrou sa inokuluje 200 ml
l:ompletnej prdy a nechá dorást pri 30.C na koncentrá.
ciu 2 aŽ 3.107 buniek v ml. Bunky sa centrifugujú
[5 min pri 800gJ' premyjú steri lnou vodou a tesuspen.
dujú v 6J ml roztoku dit iotreitolu. Po 10 min inkubáci i
pri 30.C a následnej centrifugáci i  [5 min' B008J sa
bunky resuspendujú v 30 ml roztoku 1,2 mol . dm_3 sor-
bitolu a pipetujú po 3 ml do steri lných centrifugačných

Obr,2. ProtoplastA kDasniek Saccharomyces ouifornls
76lD priprauené lÚzou bunkoDei stena pomocou
lgtiekýeh enzýmoD z hepatopankreasu slimáka
záhradného osmoticku stabilizoDané u roztoku
KcI (0,6 mol , dm_3 ) (Íoto Dr. V. VoIIekJ

mol.dm.3 KCIJ z každého rodičovského kmeňa. Po
zmiešaní sa suspenzia centrÍfugovala {10 min, 1500gJ'
supernatant bol zl iaty a sediment resuspendovaný v 2 ml
400/o polyetylénglykolu Imolekulová hmotnost 4000]
s l-0 mmol . dm-3 CaCl2 a 10 mmol . dm-3 TRIS . HCI
pH 7,5. Po 30 min inkubáci i  pri 30.C bol i protoplasty
odstredené (10 min' 15008J' resuspendované v 2 ml
0,6 mol .dm-3 KCI a objemy zodpovedajúce 2.706 až
2.107 protoptastov vysiate na selektÍvne pidy a zal iate
fixačným agarom. Po 7-dňovej kult iváci i  pri 30 oC pomer
počtu vyrastených kolónií a vysiatych protoplastov vy.
jadroval mÍeru regenerácie, ktorá dosahova1a hodnoty
72 až 38 0/o. Selekcia hybr;dných klonov vyžaduje odl iš.
nost rodičovských kmeňov v určitých vlastnostiach, ktoré
sa po fúzi i protoplastov navzájom doplrajn. Najčastejšie
sa využÍva odl išná cit l ivost k antibiotikám, nároky na
rastové látky v prostredí alebo schopnost dýchania.
V našom prípade bol i fúziou zÍskané hybridy selektor'a.
né na minimálnej diferenčnej pÓde osmotÍcky stabi l izo.
vanej 0,6 mol . dm-3 KCt obsahujúcej ako C zdroj gly.
cerol. Ak na selekčnú pÓdu bol i vysiate osobitne proto.
plasty vÍnnych kvasiniek a smrtiaceho donora, nebol po-
zorovaný nárast kolÓnií. V prvom prÍpade pre neschop-
nost uti l izovat glycerol, v druhom pre neschopnosť rást
na pÓdach bez adenÍnu, uracilu a leucínu. Hybridy vín.
nych kvasiniek so smrtiacim charakterom a mitochon-
driamÍ respirujúceho -.kmeňa T3DCII získa1i schopnost
rásť na glycerole a po 7 až 10 dňoch kult ivácie vytvori] i
výrazné kolón'e o velkosti 7 až 2mm vo frekvenci i  10-5.
Popísanou technikou bolo v našom laboratóriu priprave-
ných páé priemyselných kmeňov vínnych kvasiniek so
smrtiacimi vlastnostami K1 typu.

3.4 Transformácia vínnych kvasiniek

Asexuálnou.technikou pre získanie genetických rekom-
binantov je transÍormácia, ktorá vyŽaduje prenos a
expresiu DNA z donorového krneňa v želanej rec.pient-
nej bunke. Umožňuje prekonať nešpecif itu fúzie proto.
plastov a je použitelná pre polyploidné a aneuploidné
priemyselné kmene kvasiniek. Pre úspešný priebeh
transformácie je potrebné odstrániť bariéru tvorenú bun.
kovou stenou a cytoplazmatickou membránou. Po odstrá-
není bunkovej steny v prÍtomnosti Caz+ iónov a potyety.
lénglykolu vstupuje donorová DNA do protoplastu a za-
buduje sa do genómu recipienta. Celé bunky sa používa-
jú pri transformačných pokusoch menej, pretože účin.
nost transformácie Je nižšia ako pri pouŽitÍ protoplastov.
K adsorpci i  DNA a jej prieniku do bunky dochádza
v prostredí Li+' cs+' Rb+, Na+ iÓnov.

Pokrokom v metodológii rekombinantnej DNA v kva-
sinkách bolo použitie plazmidových vektorov, ktoré sú
schopné repl ikácie v kvasinkových i bakteriálnych bun.
káclr. DNA' ktorá má byť prenesená do trostitelskej bun.
ky sa štiepi enzýmom restr ikčnou endonukleázou, získa-
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obr.3. Trans|ormácia kuas|niek Saccharomyces cereui.
siae auxotToÍnÚch na leueÍn a cÍtliuých Uoči
EÓnon meci. Postup zahřňa príprauu |ekombi-
nantnu ch pla zmidou ob sahuiúc ich f r agmenty D N A
kDasinÍek rezistentných uoči meci,. pomnoženie
u baktériach s níslednou izolóc'ou; transformá.

, ciu.uhodných kmeňou i selekcÍu a.identif ikáciu
transf ornantou, LEU2, HIS3 a C|JP1 sú géna kua.
siniek špecif ikuiúce santézu leucínu, hist idÍnu
a rezisteneiu k medi. Ap, Tc sú génlJ baktér.Í
krduiúce rezistenaiu k ampiqilÍnu a tetracgklín4
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skúmaviek, z ktorých každá mÓže byť použitelná na 1
aŽ 4 transformačné reakcie. Z buniek hostitelského
kmeňa sa pripravia protoplasty vyššie uvedeným postu.
pom a resuspendujú v 0,2 ml roztoku 1,2 mol . dm-3 sor-
bitolu v 0,01 mol . dm-3 cact2. K suspenzi i  sa pridá
0'7 až 7 pg plazmidovej DNA nesúcej zabudovaný gén,
zmes sa inkubuje 15 min pri laboratórnej teplote.' Potom
sa pridá 1,8 ml roztoku PEG 4000 IPEG 400 g, ca0|21,47 E,
TRIS. HCI 1,29, pH 8,0 v 1dm3 vody), suspenzia sa pre-
mieša a nechá stáť 5 min pri laboratórnej teplote. Pťoto-
plasty sú potom oddelené centrifugáciou [5 min pri
1000g), sediment sa resuspenduje v 0,2m1 roztoku sor-
bitolu v CaCl2 a k suspenzii sa pridá 0,1 ml sorbitolu
v \vasničnom extrakte [sorbitol 218'6 g' glukóza 20 g'
kvašničný extrakt 10g v 1dm3 vody)' Po 30 min inku.
bácii pťi 30 "C sa k suspenzii pridá 0'3 ml roztoku sor-
bitolu, 0,15 ml vzniknutej suspenzie sa napipetuje do
skúmaviek s 10 ml rozvareného re8eneračného agaru
o teplote 44"C a po premiešaní vyleJe na povrch selek.
tívneho osmoticky stabilizovaného minimálneho agaru,
na ktorom regenerujú a rastú len transformanty obsa-
hujúce plazmidovú DNA. Po 3 aŽ 5 dňoch sa vyhodnotÍ
frekvencia transformácÍe a vzniknuté kolónie sa podro-
bia 8enetickej a biochemickej analýze. Popísaná technÍ-
ka je v našom laboratóriu využívaná pre zavedenie génov
kódujúcich rezistencÍu voči mednatým iónom do vhod.
ných aplikačne významných kmeňov vÍnnych kvasiniek.
o získaných poznatkoch budeme referovat v niektorom
z budúcich čÍsiel nášho časopisu.
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Článot< je prehladom metód použÍvaných pri šIachte.
ní kvasiniek Iselekcia, indukovaná mutagenéza, kríže.
nie, fúzia protoplastov! technika rekombinantnej DNA]
a možnostÍ Ích apl ikácie pri získavaní nových kmeňov
vhodných pre vinárske pouŽit ie. Detai lne sú charakteri.
zované predovšetkým selekčné techniky umožňujúce
zÍskat kmene rezistentné k medi a etanolu, ale t ieŽ po.
stupy mutačného šÍachtenia a fúzie protoplastov vedúce
k príprave resplračne deficitných mutantov a smrtia.
cich vínnych kvasiniek.

Mlxa.[qaxosa, C' . l|Jrypnlx, 9.: Ce;rerqfií BHHHblx Apox(-
)Kefi. IU. Ilpxuesretuue cnocodur. Knac. npyu. 36, 1990,
No 7, crp. 196-199.

Crarrx npuBoÁI-rT oósop no MeToAaM' npHMeHqeMbIM nplr
ceJlerur,ru Ápoxxeů (cotexulx, IrHÁyqupoBauustů tr,tyrarene-
3Hc' cKpeill!,IBaane, Qyaun npoTonJlacToB' cnocoó perou6u.
narunuoů [HA) u no Bo3MoxHocT'M l.lx npl{MeHeHr,rff npll
noflyqeHllil HoBbIx IuTaMMoB' noÁxoÁfl!ilx ÁJ|ff qeleň nn.
HoÁeflu'I. flo,4poóHo xapaKTepn3yloTc' npex(Áe Bcefo cno.
coósl ce"rexuuH' n03Bo"'tÍIotrl}íe noJlyqI,rTb rurauusl, ycroů.
qI{BbIe B oTHoIIIeHI,Il{ K MeÁI{ I{ 3Tauo,ly' a TaKxe cnoco6lt
MyTauHoHHoň ceJIeI(quB n Qysulr npoTon!'IacToB, npu-
BoÁfl ulue K llo"'Iyqenurc pecnflpaur.roHHo1oQnquruslx MyTaH.
ToB r,r cMepToHocHblx BHHHbIx Ápoxxeř'

Michalčáková, s. . Šturdlk, E.: Improv€ment of Wine.
.Making Yeasts. IlI. Techniques Used. Kvas. prům., 36,
1990, No. 7, pp. 196-199.

The methods for yeast improvements (selection,
induced muta8enesls' hybridÍzation, protoplast fusion,
technique of recomblnant DNA) and their applications
for an obtaining of new strains suitable in a wlne-
.makÍng are outlined ln the article. The selection tech.
nlques permittlng to obtain strains resistent to copper
and ethanol and the mutation procedures and the proto-
plast fuslons resulting ln a preparation of respiratory
deficÍent mutants and the' ki l lers of wine.making yeasts
are dlscussed in detai ls.

Michalčáková, S. . Šturdik, E.: Ziichtung der Wein.
heÍen. ItI. Angewandte Techniken. Kvas. prům., 3s,1990,
Nr. 7, S. 196-199.

Der Artikel bringt eine Úbersicht der bei der Ztichtu,ng
der Hefen angewandten Methoden ISelektion, Índuzierte
Mutagenese, Křeuzung, Fuslon der Protoplaste, TechnÍk
der DNA-Rekombinatlonl und befaBt sich mit den
Mlgl ichkeiten ihrer Appl ikbtion bei der Gewinnung
neuer stámme fiir dle weinindustrie. Detailliert n'erden
vor al lem die Selektionstechniken charakterislert. die
zu Kupfer. und Áthanol.resistenten stámmen fůhren; es
werden aber auch die Verfahren der Mutationszúchtun8
und der Protoplasten-Fusion behandelt, die zur
GewÍnnung Respirations-defizienter Mutanten und Killer.
-Welnhefen ftihren.

Morfologické změny kvasinek Torulopsis ethanolitolerans
při kontinuálnÍ kultivaci 579.663.12

Ing. JoHANNA RYBÁŘovÁ, CSc., Výzkumný ústav potravÍnářského průmyslu, Praha, Ing. JITKA ŘEŽÁBKovÁ,
Pražské pivovaťy, s' p., Praha

Kiičová s|ova: mor|ologieké změn!|, konl inuáInÍ kult iDaee,Iimit kasl iku, poměr déIky a šířky, Torulopsis ethanolito-
Ierans.

ÚvoD

Morfologické změny při růstu mikroorganismů v pod.
mÍnkách kontÍnuální kultlvace byly popsány jiŽ v prv-
nÍch studiích této kultlvační metody, a to jak u bakte.
rÍálnÍch' tak u kvasinkových kultur. ProdluŽování buněk
Saceharomgces ceťeÚ|siae rostoucích na melase pozoro.
vdl- Beran [1J' který stanovil, Že poměr délky k šÍřce

1'46 oválných buněk na začátku ku]tivace se poměrně
rychle zvýšil na hodnotu 2,1. Podobné změny zjistil při
všecb zkoušených rústových rychlostech a při rúzném
sloŽenÍ melasovéhc média, HerberÍ [2J stanovil v kultu.
Íe Entercbacte| aerogenes, že se vzrůstajÍcí růstovou
rychlostÍ [od 0'1 do 0'9h-l) se buňky zvětšovaly, hla\
ně v délce' rostla průměrná hmota buněk a současně se
značně zvyšoval obsqh RNK. PřÍčinqu pro4lqžovó$Í.kva.


