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(B3.12

Prof. Dr. OLGA BENDOVA, DrSc., Piirodov&deck4 fakulta UK, Praha, katedra genetiky, mikrobiologie a biofyziky

Proces kvaSeni predstavuje jednu z nejdaleZitgjsich
fazi vyroby piva. Jeho Gspé3ny priib&h pfedpoklddd ne-
jen sprévné sloZeni mladiny, obsah kysliku pfi zakvaSe-
ni a optimédlni teplotu vedeni procesu, ale i pouZivani
vhodnych kmenti pivovarskych kvasinek.

Od kmenti spodnich kvasinek, u néds vieobecné pouZi-
vanych se poZaduje, aby v potfebné mife prokvasovaly
mladinu, aby koncem hlavniho kvaSeni flokulovaly a se-
dimentovaly na dné kvasné nédoby a aby vyrobené pivo
mé&lo dobrou chuf a viini odpovidajici danému typu.

Je v8ak zndmo, Ze mezi kmeny pivovarskych kvasinek
existujl rozdily nékdy obtiZné& postiZitelné, v jejichZ di-
sledku jsou né&které kmeny vice, jiné méné vhodné pro
riizné provozni podminky & pro vyrobu urfitého typu
piva. Z tohoto hlediska je tieba pFistupovat k jejich vy-
béru pro praktické pouZiti, a to zejména tam, kde se po-
Zaduji kmeny pro kvaSeni mladin s vysokym obsahem
netradiénich surovin € s vysokou koncentraci cukru
nebo naopak pro vyrobu piv nizkokalorick§ch nebo spe-
cialnich piv pro diabetiky. V téchto pfipadech zpravidla
nelze kontrolovat finnost kvasinek pouze zmé&nou tech-
nologickych parametrii, ale je tfeba pracovat s kmeny se
zménénym genetickym vybavenim.

Zména genomu u kvasinek miiZe obecné nastat mutaci
spontanni ¢i indukovanou, mitotickou rekombinaci, hyb-
ridizaci kvasinek sexudlni ¢i somatickou a transfor-
maci.

Spontanni mutace se vyskytuji pouze ve velmi nizké
frekvenci (10-% aZ 10-1°), a proto je pro ziskavani per-
spektivnich kmenf prakticky nelze vyuZit. Ur&itou moz-
nost v tomto sméru predstavuje aplikace zkuZenosti
z kontinudlnich kultivaci. Napiiklad Francis a Hansche
[1] ziskali v priitokové kultufe mutanty Saccharomyces
cerevisiae s vy3Si aktivitou kyselé fosfatasy. U pivovar-
skych kvasinek v8ak dosud moZnost izolovat mutanty
s vy338i kvasnou schopnosti z kultur vedenych kontinual-
né za vhodnych podminek nebyla experimentdlné ovéie-
na.

Indukované mutace po plsobeni mutagennich &inidel
(napk. UV-zédfeni, nitrosoguanidin, etylmetansulfondt aj.)
na populaci vznikaji s vy35i frekvenci, imZ se zvy3uje
pravdépodobnost izolace mutanty poZadovaného typu.
Napfiklad indukované mutanty pivovarskych kvasinek
s riznou flokula¢ni schopnosti, tvorbou sirovodiku a
diacetylu izoloval ve Velké Britanii Molzahn [2, 3]. Také
belgitti auto¥i Ramos-Jeunehomme a Masschelein [4]
ziskali indukované mutanty, u nichZ byla blokovéna tvor-
ba wm-acetalaktdtu a g-acetohydroxybutyrdatu, prekurzor
diacetylu a 2,3-pentadionu. Tyto nepochybn#& z hlediska
sloZenf tékavych latek zajimavé mutanty v3ak nebyly
stale.

Indukce mutant u bé&Zné pouZivanych triploidnich aZ
polyploidnich kment pivovarskfch kvasinek jsou proble-
matické a nelze ofekdvat mnoho dspéchi.

Pfi vyhleddvani vhodnych kultur lze v3ak wvychéazet
i z proménlivosti kment, za jejichZ hlavni pfi¢inu lze po-
vaZovat mitotické rekombinace a z nich plynoum segre-
gace pfi vegetativnim rozmnoZovani kvasinek."

Zménu vlastnosti kvasinkové buiiky lze dosdahnout
hybridizaci.

Sexuélni hybridizace je zaloZena na stfidani haploidni
a diploidnf fdze Zivotniho cyklu kvasinek a na kopulaci
jejich Zivotaschopnych spor. Stfiddni obou f4zi poprvé

popsali v roce 1918 Kruis a Satava [5]. Tento jev viak
dale védecky propracoval Winge [6]. Prokdzal, Ze kmeny
rodu Saccharomyces jsou ve vegetativni fazi bdZné dip-
loidni. Pfi sporulaci vznikajf haploidni buiiky parovaciho
typu a nebo . Kopulaci bunék rozdiiného pérovaciho typu
vznikaji diploidni zygoty (a/e) a z nich diploidni buiiky
(obr. 1). Kopulace je indikovana specifickymi parovacimi
faktory, vznikajicimi v bun#ééné sténs.
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Obr. 1. Zivotni cyklus Saccharomyces sp.

Hybridizatni studie pfispé&ly k bliZ§imu poznani gene-
tického Fizeni flokulace a kvaSeni.

Nézory na genetické fizeni flokulence — schopnosti
kvasinek shlukovat se ve vlotky — zaznamenaly v prii-
b&hu doby fadu zmén a védecké studie této vlastnosti
prindSeji stdle nové poznatky. Postupn& byly popsany do-
minantni geny oznafené jako FLO;, FLO,, FLO,, FLO; a
jeden gen recesivni floy. U genu FLO; byla uvedena
i jeho lokalizace na chromosomu I [7, 8]. V soudfasné
dobé se v3ak na zdkladé experimentdlnich vysledk pro-
sazuje nazor, Ze geny FLO,, FLO,, FLO; a FLO;s jsou ale-
lické a Ze tedy existuje pouze jediny gen FLO,, lokalizo-
vany na chromosomu I [9].

Maltosa a maltotriosa jsou hlavnimi sloZkami zkvas:-
telnych cukrfi v mlading (maltosa 50 aZ 55 %, maltotrio-
sa 10 aZ 14 %), a proto kvasnd schopnost pivovarskych
kvasinek zavisi predevSim na néleZitém genetickém vy-
baveni, determinujicim tvorbu enzymif, které realizuji
transport téchto latek do buiiky a jejich utilizaci [malto-
sopermeasa, maltotriosopermeasa, «-glukosidasa [10].
Metabolismus maltosy a maltotriosy je u Saccharomyces
kontrolovan polymérnim genovym systémem MAL, jehoZ
geny jsou lokalizovany mna ridznych chromosomech
(tab. 1). Zkva3ovani maltosy tedy vyZaduje pFitomnost
alespofi jednoho genu MAL. Exprese t&chto genli byla
podrobné prostudovdna [11, 12, 13, 14], avSak vysledky
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Tabulka 1. MAL geny u Saccharomyces sp.

Geny Lokalizace chromozému
MAL1 chromozbdm VII
MAL 2 chromozém 111
MAL 3 nezmapovan
MAL 4 chromozoém XI
MAL 5 nezmapovan
MAL 6 nezmapovan

téchto praci neinformovaly o expresi MAL genll pFi kva-
Seni mladiny, protoZe experimenty byly provddény v se-
midefinovaném médiu s pouZitim bezbun&&nych kvasin-
kovych extrakti. Pokusy Stewarta a jeho spolupracovni-
kit [15, 16] byly v3ak jiZ zaloZeny tak, Ze kvasné zkous-
ky s riiznymi haploidnimi a konstruovanymi diploidnimi
a polyploidnimi kmeny, obsahujicimi rizné MAL geny,
byly provedeny pfimo v mlading. Ukézalo se, Ze kmeny
s MALs za danfch pokusngch podminek dplné prokvasily
mladinu (100 % zkvaZeni maltotriosy), zatimco kmeny
s MAL; kvasily pomaleji a podstatné méng hluboko, proto-
%e maltotriosu neutilizovaly. Znatné snfZeni kvaSeni mal-
totriosy (zkva3eno pouze 30 aZ 40 U%) se projevilo u hap-
loidnich kmend s MAL, a MAL; a MAL,, opaéng& tomu
bylo u diploidii typu MAL,/mal, MALs/mal, MAL,4/mal,
MAL,/MAL, a tetraploidu MALs/MAL;/mal/mal. U t&chto
kmenil byly v§sledky ve shod& s kmeny MALg. Genetika
MAL systémii je viak dale komplikovédna skuteénosti,
7e byl popsan dalsi gen MAL; [17] a 7 DSF genii souvi-
sejicich s maltosovym metabolismem [18].

Geneticky je determinovédno i Stépeni dextrinti extra-
celularni amyloglukosidasou na glukosu. Tento enzym
nevytvareji pivovarské kvasinky, ale jeho produkce byla
zaznamendna u Saccharomyces diastaticus. Tento druh
izolovali v roce 1952 Andrews a Gilliland [19]. Pivodné
se mélo zato, Ze tvorba tohoto enzymu je kodovana jedi-
nym genem DEX, lokalizovanym na chromosomu IIL
V soutasné dob#& jsou zndmy 3 DEX geny [20, 21]. Ob-
dobng popsal Tamaki 3 geny STA 13 odpovidajici za
Stépeni Skrobu u riznych kmeni Saccharomyces diasta-
ticus [22].

V souvislosti s uvedenymi geny je pro vyrobu nizko-
kalorick§ch piv a specidlnich piv pro diabetiky velmi za-
jimava otdzka konstrukce kmeni pivovarskych kvasinek,
do jejichz genomu by byly vhodnou metodou vneseny
DEX geny. Sexualni hybridizace je u pivovarskych Kkva-
sinek triploidniho a polyploidniho charakteru velmi ob-
ti¥nd a malo nad&na vzhledem k tomu, Ze tyto kmeny
bud nesporuluji &i maélo sporuluji, jejich spory nesnadno
kopuluji a jsou malo Zivotaschopné.. Tyto obtiZe se né-
ktefi autofi pokusili pfekonat. Napfiklad Spencer a spo-
lupracovnici [23] ziskali hybridy polyploidnich kmend
pivovarskych kvasinek (respiratng deficientnich mu-
tant] s auxotrofnimi sporulujicimi diploidy. Vysledné
prototrofni hybridy sporulovaly a meély normdlni respi-
raci.

Postup nevyZadujici sexualni kopulaci, aplikovatelny
dobre u polyploidnich kvasinek, je somatickd hybridizace
na zakladé faze sféroplastii & protoplastii bunék. Tato
metoda je zaloZena na tom, Ze kmeny, u nichz md byt
navozena fdaze, se vhodnjm enzymovym prepardtem
(nejEastdji ze Zaludelni Stavy hlemyZdé — Helix poma-
tia) zbavi &4stetné nebo dplnd bunsééné stény v osmotic-
ky stabilizovaném prostiedi (vhodna koncentrace mani-
tolu, sorbitolu, chloridu draselného) a poté se piisobenim
fazogenniho ¢inidla ( polyetylenglykolu) v pritomnosti
kalciov§ch iontd indukuje jejich faze. Vzniklé hybridni
sféroplasty i nefiizované siéroplasty revertuji v meédiu
s vyssi koncentraci agaru. Tato metoda byla propraco-

vana a je aplikovana Fadou autorli, mezi nimi je to u
nis predeviim Svoboda [24] a v MLR Maraczovd, Fe-
renczy a Szipicky [25, 26].

Oproti klasické metod& sexudlni hybridizace, kdy se
kopulace vybranjch spor sleduji mikroskopicky, nelze
takto postupovat pfi fizi sféroplastii. Selekce hybridd se
déje na zdkladé vhodnych markeri rodi€ovsk§ch bungk.
V fadé pfipad(i se pracuje s auxotrofnimi mutantami.
U pivovarskych kvasinek, v&tSinou s vy35i ploiditou, se
viak auxotrofni mutanty nepfipravuji snadno, nejsou sta-
1é a jsou méné aktivni. Proto se ddvd prednost mutantam
cytoplasmatickym, které vznikaji plisobenim mutagennich
tinidel jako delece mitochondridlni DNA. Jednd se o res-
piratn# deficientni mutanty, jejichZ fenotyp se projevuje
tvorbou malfch kolonii na piidé s glukosou, zatimco na
ptidé s glycerolem nebo laktdtem neroste. Dalsim typem
cytoplasmatick§ch mutant jsou mutanty rezistentni k an-
tibiotikiim, jako je chloramfenikol nebo erythromycin. Ke
stejnému G&elu Ize vyuZit i rezistence k t&Zkym kovim.
Cytoplasmatickgch mutant pouZivali pfi svych pokusech
o konstrukci kmenti schopnych 3tépit dextriny Spencer
[27] a Russell [28] a jejich spolupracovnici, zatimco
Emeis [29], Tubb [30] a Zukova [31] konali pokusy se
stejnym cilem, zaloZené na sexudlni hybridizaci. Jako
cytoplasmaticky marker byla pouZita i pfirozena citlivost
kvasinek ke killer-toxinu, uvoliiovanému do média né-
kterymi kvasinkov§mi kmeny (Killer -kvasinky], ktery
usmrcuje buiiky senzitivnich kment. V tomto ptipadé slo
o transmisi killerové determinantny do senzitivnich kva-
sinek na zaklads fdaze protoplastii rodi€ovskgch bunék
[32].

Dal¥i moZnosti, jak ménit genom kvasinek, je trans-
formace, kterd v soufasném rozvoji genového inZenyrstvi
zaujima vyznamné misto. Beéhem tohoto procesu se pie-
nasi DNA z donorového kmene do recipientniho.

Prvni pokusy o transformaci provddél v 60. letech
Oppenoorth [33, 34] pri plenosu schopnosti zkvaSovat
sacharosu u rhznyeh kment Saccharomyces apod.
O spréavnosti jeho vysledkii byly vysloveny pochybnosti,
protoZe se nepodafilo je reprodukovat. Pozdéji viak pré-
ce Khana a Sena [36] potvrdily moZnost transformaci
u Fady kmend riizngch druhii rodlt Saccharomyces, Han-
senula a Candida pro pienos rizngch vyZivovych vlast-
nosti. V neddvné dobd byla uvefejnéna Fada experimen-
talnich vysledkdi, provddéngch transformaci. Postup ma
nikteré znaky spoletné s fazi sféroplastil. ZaleZi v tom,
¥e extrahovana a purifikovand DNA se inkubuje se sfé-
roplasty recipientniho kmene v pritomnosti polyetylén-
glykolu a vépenatych iontd. Po promyti se sféroplasty
ponechaji revertovat v osmoticky stabilizovaném agaro-
vém médiu na buiiky, které se dale rozmnoZuji za vzniku
kolonii transformovaného kmene. Barney a spolupracov-
nici [9] pFenesli takto genetickou informaci pro floku-
lenci a soutasné pro syntézu adeninu, Steawart a Russell
[36] pro zkvaSovdni maltotriosy do maltotriosonegativ-
nfho kmene. Tato transformace vedla k zajimavému zjis-
téni, e genetick4 informace pro zkvaSovani maltotriosy
je v transformantu lokalizovdna v cytoplasmé a nikoli
v jadFe, jak je tomu u donorového kmene.

Transformace predstavuje postup, ktery prekonava
nespecifiénost fdzi, zejména tehdy, pfenasi-li se pouze
uréity dsek DNA, zatimco pFi fazi sféroplastli jde pfi
bézném provedeni prakticky o pienos celého genomu.
Aplikace plasmidovych vektorovych systémil pfedstavuje
pokrok v porovndni s transformaci pomoci nativni DNA.
Jde o zavadéni techniky rekombinace in vitro, kterd je
zaloZena na 3Stépeni molekuly DNA pilisobenim restriké-
nich endonukleas na fragmenty obsahujici specifické
sekvence nukleotiddi. Tyto fragmenty se in vitro navazi
na vektor-plasmid. Vznikld rekombinantni molekula (chi-



KVASNY PROMYSL
roé, 28/1982 — @islo 2

Genetické manipulace s pivovarskymi kvasinkami 31

méra) je vnesena do recipientni buiiky. Uspé$né trans-
formace kvasinek Saccharomyces cerevisiae s pouZitim
plasmidli jako vektori provedli v nedavné dobg Beggs
[37] a Hinnen [38]. Také Stewart a spolupracovnici [39]
se zaméFuji v soufasné dob® na aplikaci této techniky
pro konstrukci novych kmenii pivovarskych kvasinek.
K tomuto dfelu vyetfovali u fady kmend pFitomnost, izo-
laci a purifikaci kruhové 2 gm plasmidové DNA, ktera
je jednim z moZngch pouZitelnfch vektord [40, 41]. Je
tedy nesporné, Ze uvedend technika otevird daldi cesty
vizkumu,

Souhrnng lze konstatovat, Ze fize sféroplastii a trans-
formace umoZiiuji genetickou manipulaci s kmeny pivo-
varskych kvasinek. Fize je vSak technika s omezenou
moZnosti kontroly vznikajictho genotypu. Transformaci
lze v soutasné dob& pro konstrukci novych kmeni kva-
sinek povaZovat za metodu s v&t3f nadgji na dspéch. Jeji
zvlddnuti a zejména kone&né vysledky jeji aplikace si
viak vyZadaji jeSté velmi mnoho experimentdlniho dsili.
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Clanek obsahuje pfehled metod genetické manipulace
s pivovarskymi kvasinkami s uvedenim pfikladfi n&kte-
rych dosaZenych experimentdlnich vysledki. Hodnoti
mozZnosti vyuZiti mutagenese, hybridizace sexudlni a so-
matické, zaloZené na fizi protoplastii kvasinkovych bu-
nék, aZz po velmi perspektivni postupy transformace.
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CraThs COAEPIKNT KpaTKWii 0630p, METONOB TeHeTHYeC-
KOl MaHHIYJSAUHE ¢ NHBOBAPHLIMH JIPOXKAMH € TIPHBE/E-
HHEM NPHMEPOB HEKOTOPLIX IOJYYEHHEIX SKCTEPHMEeHTAJb-
HBIX fAanHbix. OnennBaeT BO3MOMKHOCTH - HCMOJIL3ORAHHS MY-
rareHeaa, rHOPUIH3ALMN  CEKCYAJBHON MW COMaTHYECKO,
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Bendovd, O.: Genetic Manipulation with Brewing Yeasls.
Kvas. pram. 28, 1982, No. 2, pp. 29—31.

The paper comprises a review of methods used in
genetic manipulation with brewing yeasts including se-
veral examples of experimental results achieved. Possi-
bilities of mutagenesis utilization, sexual and somatic
hybridization based on a fusion of protoplasts of yeast
cells and the very perspective treatments of transforma-
tion are evaluated.

Bendova, O.: Die genetische Manipulation mit den Bier-
hefen. Kvas. priim. 28, 1982, No. 2, S. 29—31.

Der Artikel enthélt eine Ubersicht der Methoden der
genetischen Manipulation mit den Bierhefen mit An-
fiihrung von Beispielen der erzielten experimental  Er-
gebnisse. Es werden die Mbglichkeiten der folgenden
Manipulationsmethoden ausgewertet: Mutagenese, sexua-
le und somatische Hybridisation, die auf der Fusion der
Protoplaste der Hefezellen begriindet ist, bis zu sehr
perspektiven Transformationsverfahren.



