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K problému sporulace Saccharomyces carlsbergensis
VERA KURZOVA, Vyzkumny dstav pivovarsky a sladatsky, Praha 582.282.232

Pfi vybéru a hleddni kvasni¢nych kmenfl s urci-
tymi Zaddanymi znaky je moZny v zdsad& dvoji po-
stup: bud lze sledovat homogenitu jednotlivich
kmentl a pasivnim vybérem jednotlivych izolati zis-
kat izoldat s hledanymi vlastnostmi, anebo vyvolat
genetickou zménu dédiéného apardtu kvasniéné
butiky (mutace, hybridizace). Zatimco prvni zpf-
sob, tj. pasivni vyb&r, neni alesponn po strdnce
metodické nesnadnou zdleZitosti, druhy zpfisob, tj.
zmény dédicénych vlastnosti riznymi genetickymi
zdsahy, je oblast rozsdhld a metodicky &asto velmi
obti¥nd. PFfed vlastnimi genetickymi zdsahy je pfe-
dem nutno vyFe3it nékteré diléi problémy, které
specidlné u rodu Saccharomyces carisbergensis ty-
to genetické prace zt8Zuji (nap¥. sporulace].
losti moderni genetiky nejméné& tdspéchli bylo do-
saZeno pracemi vedoucimi k fizenému vyvolani dé-
diénych zmén. Lze totiZ téZko pfedpoklddat, Ze na-
hodné& zvolenymi mutageny a pracovnim postupem
se dosdhnou zmény ndmi Zddané vlastnosti; to vy-
Zaduje hlub3i genetické studie kvasniénych kmenf,
bez kterych tyto d&difné zmény nelze vyvolat. Prvo-
fady vyznam pfi t&chto pracich mé pfedevsim pro-
pracovani metod, které by pozdéji umoZnily ziskat
nové kvasniéné kmeny zdsahem do genetického
aparatu bufiky, nap¥. hybridizaci. Hybridizaci rozu-
mime proces spdjen! jedincd s odliSnymi genetic-
kymi viohami, takZe lze timto procesem ziskat no-
vého jedince, u ného¥ jsou ndkteré znaky zesileny,
popf. zeslabeny. Metody hybridizace jsou riizné,
avSak prvnim pfedpokladem pro jejich uskuteénéni
je vytvafeni spor jednotlivich kvasniénych kme-
ni. ProtoZe je vSeobecn& znamo, ¥e pivovarské kva-
sinky rodu S. carlsbergensis v provoznich podmin-
kdch prakticky nesporulujf a v laboratornich pod-
minkach vytvafeji spory velmi z¥idka, a Ze ziskané
spory velmi neochotn& Kkli¢i a spdjeji se, obratili
jsme na8i pozornost pravé k tomuto tématu.

1. Sporulace kvasinek

PouZité kmeny S. carisbergensis: Smichov R
Smichov H
Smichov A
Plzeri P
Plzeni H shirkové
Plzeii G kmeny
Plzeii B 26 VUPS
Hole3ovice C
HoleSovice B
Budvar
Bratislava
Branik .

Jako srovndavaciho kmene se pouZilo kmene S.
carlsbergensis 52/323 [1] od Dr. Sedldrové (Chem.
astav SAV]), ktery pomé&rné& snadno sporuluje. Byly
vyzkouSeny v zdsad& t¥i sporula&ni metody: spo-
rulace na sadrovém kavalku a sporulace na dvou
modifikacich acetdtového agaru [4].

Sddrové kavalky:

100 g sadry
110 ml veody
24 h se suSl pfi 60 °C

1. Modifikace acetdtového agaru:

octan draselny 10 g
kvasi€ény extrakt 2,5 8
glukoza 10 g
agar 30 g
H,0 1000 ml
2. Modifikace acetatového agaru:
octan sodny 50 g
agar 150 g
H,0 1000 ml

Pracovni postup:

a) predkultivace viech kmenili na mlading 10 % hmot.

pii 25 °C;

b]) pfeotkovdni na

26 °C;

c) mikroskopickd kontrola po 7, 14 a 21 dnech.

Vysledky sporulacnich zkouSek jsou uvedeny v fa-
bulce 1.

Jak uvadi ve své prdaci Fowell [2], m(Ze byt do-
saZeno zvydeni sporulace opakovanym pieolkova-
nim kvasinek na sporulaéni médium. Za timto tce-
lem byly sledované kvasniéné kultury po 14 dnech
kultivace na obou acetdtovych agarech opé&tné pie-
ofkovany na totéZ ferstvé sporuladni médium. Po
9 dnech kultivace opét pfi 26 °C se kultury mikro-
skopovaly. Ani u jednoho kmene se nezjistilo Zadné
zvySeni sporulace proti kulturdm z prvni kultivace
na sporulaénim médiu po 21 dnech kultivace.

Celkové je k této &asti prdce moZno Fici, Ze kon-
trolni kmen S. carlsbergensis 52/323/1/ sporuluje
velmi dobfe na vZech t¥ech zkouSenych sporulac-
nich pidéach, po 21 dnech Kkultivace je dosaZeno
témaF 100% sporulace, p¥itom kultura obsahuje buii-
ky s 1, 2, 3 i 4 sporami. U dal8ich sledovanych
kmenti je sporulace velmi slabd a ani po delsi
kultivaci se podet bunék, obsahujicich spory, ne-
zvySuje. Pokud se tyée volby sporulatniho média,
lze pro jednoduchost pFipravy doporudit obé modi-
fikace acetdtového agaru proti béZn& pouZivanym
sddrovym kavalklim. Rozdily mezi tvorbou spor na
obou modifikacich acet&tového agaru nepovaZuje-
me za prlikazné. Rovn&Z podle tdaji a vysledkd
z literatury je moZno povaZovat ob& média za rov-
nocenna [4].

Mezi jednotlivymi sledovanymi kmeny nebyl zjis-
t&n podstatny rozdil, jak co do po&tu bunék tvori-
cich spory, tak co do poctu spor v jednotlivych
ascich. Je moZno Pici, Ze zcela negativnich vysled-
kii bylo dosaZeno u obou holeSovickych kmenil,
CtyFsporové asky se vyskytovaly zcela jednotlivé
pouze u kmene Bratislava, ostatni kmeny vytvé-
rfely mensi mnoZstvi bundk s jednou nebo dvéma
sporami. Tyto vysledky naznacuji, Ze pfi hlubSim
propracovani a event. vhodném zkombinovani rfiz-

sporulaéni pidy, kultivace p#i
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Tabulka 1
Porovndni tFi sporulaénich metod

| [ Acetatovy agar | Acetdtovy agar | Acetatovy agar | Acetatovy agar

Sadrové kavalky | Sadrové kavalky

Kmen 7 dnd | 14 dni i 1. modifikace 1. modifikace 2. modifikace 2, modifikace
‘ o el 14dna 21 dnd 4dod | 21 dod
‘ | | !
323 1/3 bunék 2, 3, dsporové 1,2, 3, 4sporové 1,2, 3, 4sporové 1,2, 3, 4sporové 1,1, 3, 3sporové
sporuluje buiky buiky bunky, bunky buiiky,
témef 1009, témef 1009
sporulace sporulace
PG 0 ojedinéle ojedingle ojedinéle ojedingle ojedinéle
1. 2sporoveé 2sporoveé Isporové lsporové 1, 2sporoveé
butiky buiiky bunky buiiky butiky
PP 0 ojedinéle ojedinéle ojedinéle ojedinéle ojedingle
lsporové lsporové 1, 2sporové Isporové 1, 2sporové
bunky buriky buiky buiiky buiiky
B 26 0 ojedinéle ojedinéle ojedinéle ojedinéle ojedinéle
Isporové Isporové 1, 2sporové 1sporové 1,2sporové
buiky bufiky buiiky buniky bunky
PH 0 0 0 ojedinéle 0 ojedinéle
1, 2sporové 1, 2sporové
bunky buiky
Budvar 0 ojedinéle 0 0 0 ojedingle
1, 3sporové lsporové
bunky bunky
Bratislava 0 ojedinéle ojedinéle ojedinéle 0 ojedinéle
1sporové 1, 4sporoveé 1. 2, 4sporové 1 sporové
buitky buiiky bunky bunky
Branik 0 ojedinéle ojedinéle ojedinéle 0 ojedinéle
1, 2sporové 1sporové lsporové
buiky buiky bunky
HoleSovice B 0 ojedinéle 0 0 0 0
1. 2sporové
bufiky
Holefovice C 0 ] 0 0 0 0
Smichov A 0 ojedingle 0 0 ojedinéle ojedinéle
Isporové 4sporové Isporové
bunky bunky butiky
Smichov H 1] ojedinéle 0 ojedingle 0 ojedinéle
1, 2sporové lsporové 1sporové
bunky buiky bunky
Smichov R ojedinéle ojedinéle ) 0 ojedinéle ojedinéle ojedinle
1sporové 1, 2sporové 1, 2sporové 1sporové 1, 2sporové
buiiky buiiky bunky bunky bunky

nych sporulaénich metod, by bylo moZno u na3ich
kmenil spodnich pivovarskych kvasinek sporulace
dosdhnout, pop¥. ofekavat i zvySeni poftu sporu-
lujicich bunék.

2. Barveni kvasniénych spor

Soub&Zné se sporulaénimi zkouSkami jsme hledali
takovou techniku barveni kvasnitnych spor, kterd
by umoZnila bezpefné rozezndni a pocet spor od
ostatnich partikuli bunétné plazmy. PFezkouSely se
celkem zndmé i ndmi modifikované metody barveni
spor podle Dornera, Wirize, Méllera, Czaplewského,
Shimwella. Pracovalo se s kmenem §. carlsbergen-
sis 52/323/1/, ktery dobFe sporuluje. Nejv&tSi pfe-
kédZkou p¥i barveni kvasinek je vysoké citlivost bu-
nék i k sebedetrndjsi fixaci. Buiiky se smr3tuji,

struktura plazmy a spor je Spatnd viditelnd. Nej-
vhodn&j8im postupem se ukézaly metody, pouZiva-
jici jako barvici agens malachitovou zelefi, tj. Wirt-
zova metoda s fixaci na podloZnim skli€ku nebo
Shimwellova metoda, pouZivajici fixaci tepelnou
[8].
Wirtzova metoda:

Na podloZnim skle se smisi kvasni€nd suspenze
s fixafnim roztokem sublimdtu. Po zaschnuti se
takto fixovany prepardt barvi 15 vtefin 5% rozto-
kem malachitové zeleni, opldchne se vodou a mikro-
skopuje. Kvasni&né spory jsou zelené.

Shimwellova metoda:

Kvasni¢ny natér na podloZnim skligku se kritce
fixuje nad plamenem. Poté se prepardt barvi 1 aZ
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3 minuty 5% vodnym roztokem malachitové zeleni
pfi nékolikerém =zah¥ati aZ¥ k odpafeni. Ddle se
preparat ponoii na 30 vtefin do absolutniho alko-
holu a pak se nkolik vtefin barvi 0,5% vodnym
roztokem safraninu.

3. Vliv lyzinu a manganatych iontii na sporulaci
kvasinek

V3eobecnd zndmd zkulenost, Ye pivovarské kva-
sinky rodu S. carlsbergensis velmi neochotn& vy-
tvdfeji spory a pokud se spory vytvofi, 3pamé se
z askll uvoliiuji, vedla mnohé autory ke hledani
cesty, jak tento nepf¥iznivy jev odstranit. Byla sle-
dovéna latkova vym&na sporulujicich kvasinek, ze-
jména pak stimulace a inhibice tvorby spor a rfistu
bunék vlivem rfiznych dusikatych sloudenin, sto-
povych prvkd apod. [5, 7].

Z FYady doporufovanych dusikatych sloudenin
jsme vyzkouSeli vliv lyzinu a manganatych ionth
na sporulaci kvasinek, a to tak, Ze k agarovému
médiu byl pFiddn lyzin a MnSO4 Pracovali jsme
s kmenem spodnich pivovarskych kvasinek Budvar
na téchto 4 médiich:

1. A — acetatovy agar;

2. AL — acetatovy agar s 0,01 M lyzinu;

0,01 % MnS04;

3. ALM — acetdtovy agar s 0,01 M lyzinu a

4. AM — acetdtovy agar s 0,01 % MnSOs.
Koncentrace lyzinu podle tdaje Millera [5], kon-
centrace MnS0O: volena namédtkova.

Dvoudenni kultura kmene Budvar na mladin&
se po promyti Ringerovym roztokem zaodkovala
na povrch misek s A, AL, ALM, AM agarem. N4sle-
dovala kultivace p¥i 25 °C. Vyvoj spor se sledoval
mikroskopicky po 10, 21, 33 dnech. Po 10 dnech
kultivace nebyl v poftu bun&k, tvoFicich spory na
jednotlivych médiich #&dny rozdil, spory byly za-

Zznamendny pouze ojedingle. Po 2ldenni kultivaci
bylo moZno pozorovat mirné zvy3eni poftu sporu-
lujicich bundk na AM a ALM médiu. Zajimavy vy-
sledek byl zaznamendn po 33denni kultivaci. P¥i
mikroskopické prohlidce jsme v kultufe rostlé na
médiu ALM pozorovali vé&t3si pofet malych kula-
iych télisek, kterd svou velikosti odpovidala kvas-
ni¢nym spordm a rovndZ% barvenim malachitovou
zeleni se t&liska barvila zelen& Tato kultura se
pfevedla do sladiny a po 3 dnech kultivace pfi
25 °C byly pFi mikroskopickém vySetfovdni kultury
pritomny pouze dorostlé a pucici kvasnitné buiiky
normdalni velikosti. Mald Kkulovitd té&liska se nyni
v prepardtu nevyskytovala, tudiZ se zfejmé ne-
jednalo o infekci a lze pfedpokladat, Ze tato télis-
ka by mohly byt uvoln&né kvasnitné spory, které
kultivaci na slading vykli¢ily v normdlni kvasnitné
buiiky. Potvrdil by se tim i poznatek Millera [5]
0 vhodnosti vyuZiti lyzinu a manganatych iontd
jako stimuldtoru sporulace u kvasinek.

Zavérem je nutno Fici, %e tyto vysledky povaZu-
jeme pouze za okrajovy namét ukazujici vhodnost
del3iho a hlub3iho vyzkumu této oblasti metabo-
lismu kvasinek.
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ZU DEM PROBLEM DER SPORU-

SPORULATION OF YEAST OF SAC- K BOIIPOCY CIHOPOOBPA30OBA-
LATION DER SACCHAROMYCES CHAROMYCES CARLBERGENSIS FA- HUYG ¥V IPOXIKEN
CARLSBERGENSIS MILY SACCHAROMYCES
In dem Artikel werden drei Spo- The aricle deals with three methods CARLEEERGENSIS

rulationsmethoden und einige Me-

thoden der Hefesporenfirbung ver-
glichen. Als geeignetste von den
Sporulationsmethoden zeigte sich
die Sporulation auf Azetatagar, von
den Férbungsverfahren die Methode,
die mit Malachitgriin arbeitet. Es
wurde weiter der Einfluss des Ly-
sins und der Mangan-lonen auf die
Hefesporulation verfolgt. Die Versu-
che fiihrten zu der Voraussetzung,
dass die erwdhnten Faktoren als
Stimulatoren der Sporulation zur
Geltung kommen konnen.

which are used to stimulate spo-
rulation, as well as with several
methods developed for dyeing yeast

spores. The best resulis have been -

achieved with sporulation on ace-
tate agar and with malachite green
as adyestuff. The influence of lysine
and manganate ions upon yeast spo-
rulation is discussed, too, since the-
se chemicals may prove as efficient
sporulation stimulants.

B craTtpe cpaBHHBaiOTCH TPH PasHbIX
MeTolla CTHMYJHPOBAaHHA cropoofpa-
30BapAA y Apoxxell Saccharomyces
carlshergensis a TakKe pasHHe CIO-
CcOOBl OKPaCKHM JPOMOKEBHIX CIIOP.
Hafi6onee 3¢ QeKTHBHEIM ABIAeTCS Me-
TOJ Copoo6pa3oBaEHsa Ha alleTaTOBOM
arape H OKpPackH MaJaXHTOBOH 3ese-
#oil. PaccMaTpuBaeTcs BAMAHME JIM3H-
HA H HOHOBR MAHTAHATOB HA CHOpPOOG-
pasoanHe. MoxHo npexanogarate,
4UTO 5TH XHMHKATH OYIYT >(QeKTHB-
HEIMH CTHMYJIATOPaMIL,




