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OTRZYMYWANIE HAPLOIDALNYCH FORM PIWOWARSKICH
SZCZEPOW DROZDZY

Streszczenie

Celem pracy byto otrzymanie haploidalnych kultur wywodzacych sie ze szczepow piwowarskich S.
cerevisiae. Zbadano dwa szczepy piwowarskie: R-1l i R-9. Tylko szczep R-9 sporulowat na badanych
podtozach. Przezywalno$¢ spor wyniosta 14 %. Otrzymano 20 populacji monosporowych, w tym 16
haploidalnych (posiadaty typ ptciowy). Jedna populacja (R-9/12) zarodnikowata, worki poddano rozkta-
dowi. Przezywalno$¢ spor wyniosta 30 %. Otrzymano 13 populacji monosporowych, w tym 10 o cechach
haploidalnych.

Wstep

Jednym z elementow postepu w przemysle piwowarskim jest wprowadzanie no-
wych ras drozdzy, o ulepszonych cechach technologicznych. Zainteresowania przemy-
stu obejmujg przede wszystkim zwiekszenie tempa metabolizmu maltozy i maltotriozy,
wprowadzenie cechy typu ,killer” oraz uzdolnierr amylolitycznych, poprawe wiasci-
wosci flokulacyjnych oraz modyfikacje w kierunku niskiego poziomu produkcji dia-
cetylu [10 ]. "

W programach poprawy cech technologicznych przemystowych ras drozdzy me-
todami zaréwno klasycznej genetyki (mutagenizacja, hybrydyzacja ptciowa i soma-
tyczna), jak i za pomocg technik rekombinacji DNA in vitro, czesto odpowiednimi
szczepami rodzicielskimi sg formy haploidalne [5, 9, 12], Przemystowe rasy piwowar-
skie sg zwykle poliploidalne, najczesciej tetra-, tri- lub aneuploidalne. Sporuluja stabo,
rzadko tworzac tetrady, a spory charakteryzujg sie niskg przezywalnoscig. Kolonie
otrzymane z pojedynczych spor sg czesto homotaliczne lub nie majg zdolnosci do ko-
niugacji z komoérkami szczepu o przeciwnym typie ptciowym [4], Z tych wzgledow
otrzymanie duzej liczby kultur haploidalnych, przydatnych w dalszych pracach gene-
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tycznych, jest zwykle ucigzliwe. Z drugiej strony postep w zakresie automatyzacji i
komputeryzacji urzadzen do mikromanipulacji znacznie ulatwit najbardziej zmudny
etap procedury pozyskiwania haploidéw, co moze pozwoli¢ pokonaé problem niskiej
przezywalnos$¢! spor.

Celem niniejszych badanh byto otrzymanie stabilnych form haploidalnych z dwéch
wybranych szczepdw piwowarskich.

Materiat i metody badan

Szczepy

W badaniach uzyto dwa szczepy piwowarskie Saccharomyces cerevisiae, pocho-
dzace z Kolekcji Czystych Kultur Katedry Biotechnologii Zywnos$ci SGGW: R-11 oraz
R-9. Do oznaczania typu piciowego populacji monosporowych wykorzystano dwa
haploidalne szczepy: S. cerevisiae PMY 274 (MATa his 3-A200 leu 2-3, 112 ura 3 -
52 lys 2 - 801 trp 1-1) oraz S. cerevisiae PMY 275 {MATa his 3-A200 leu 2-3, 112
ura 3-52 lys 2 - 801 trp 1-1), z Zaktadu Genetyki IBB PAN w Warszawie.

PODLOZA - sktadniki w g/dm3

Podtoze YPD do presporulacji, kietkowania spor i koniugacji: glukoza 20; pepton
20; ekstrakt drozdzowy 10; agar do podtozy statych 20; pH 5,0 [11].

Podtoza sporulacyjne: McClary'ego: octan potasu 10; ekstrakt drozdzowy 2,5;
glukoza 1; agar 15 [13], SPA: octan potasu 10; ekstrakt drozdzowy 1; glukoza 0,5;
agar 20 [11] oraz KAc: octan potasu 10.

Zastosowano odczynniki nastepujacych firm: agar, ekstrakt drozdzowy - BioMe-
rieux, Nancy; pepton - BTL tddz; glukoza, octan potasu - PPH, Polskie Odczynniki
Chemiczne, Gliwice.

Warunki sporulacji

Szczepy piwowarskie namnazano w podtozu YPD, po czym przesiewano réwno-
legle na podtoza McClary'ego, SPA i KAc, w celu wywotania sporulacji. Obecno$¢
workéw sporulacyjnych badano mikroskopowo, kilkakrotnie w ciagu 14 dni hodowli.
Wydajnos¢ sporulacji wyrazono jako procentowy udziat wszystkich workéw w popu-
lacji 300 policzonych komérek. Wydajnos¢ tetrad wyrazono jako procentowy udziat
tetrad (workow zawierajacych 4 spory) w populacji 300 policzonych komérek.

Otrzymywanie populacji monosporowych

Komérki pobrane z podtozy sporulacyjnych zawieszano w roztworze enzymu
/3-glukuronidazy z Helix pomatia, 90000 jedn./cm3 Sigma, w celu strawienia $cian
workdéw sporulacyjnych. Pojedyncze spory izolowano za pomocg mikromanipulatora
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(Singer MSM System series 200, Singer Instruments), na statym podtozu YPD. Pytki
inkubowano nastepnie w 30°C przez 7 dni. Przezywalno$¢ spor okreslano jako procent

wyizolowanych spor, ktére utworzyty widoczne gotym okiem kolonie (populacje mo-
nosporowe).

Badanie populacji monosporowych

Zdolnos$¢ do sporulacji badano na podtozu McClary'ego, po uprzedniej prespo-
rulacji na ptynnym podtozu YPD. Typ piciowy nie zarodnikujacych populacji mono-
sporowych oznaczano na podstawie zdolnosci badanych kultur do koniugacji z jednym
z haploidalnych szczepdw testowych o znanym typie ptciowym. Mieszanine populacji
monosporowej i szczepu testowego namnazano nha ptynnym podiozu YPD, po czym
przesiewano na poditoze McClary'ego i po 4-7 dniach badano obecno$¢ workdw spo-
rulacyjnych.

Wyniki i dyskusja

Prace nad uzyskaniem form haploidalnych rozpoczeto od zbadania zdolnosci spo-
rulacyjnych szczepdw piwowarskich R-Il oraz R-9.

Szczep R-11 nie sporulowat na zadnym z badanych podtozy. Brak zdolnosci do
sporulacji stwierdzili u niektorych szczepow piwowarskich réwniez inni autorzy [1, 8],
Woprawdzie szczep R-11 w niniejszych badaniach okazat sie nieprzydatny do otrzymy-
wania form haploidalnych, nie jest wykluczone, ze uda sie wywota¢ u niego zarodni-
kowanie poprzez dobor odpowiednich warunkéw presporulacji i sporulacji [4],

Szczep R-9 najwiecej workéw sporulacyjnych tworzyt w podtozu KAc, jednak
dobrg wydajnos$¢ sporulacji osiggat rowniez na podtozach statych (Tab. 1). Najwiecej
tetrad zaobserwowano takze w podtozu KAc, ale nawet w tych warunkach wiekszo$¢
workéw sporulacyjnych zawierata tylko 2 lub 3 zarodniki. W celu otrzymania form
haploidalnych nie wydaje sie jednak konieczne izolowanie tetrad, gdyz nawet worki 1-,
2- i 3-zarodnikowe najczesciej zawierajg wszystkie 4 produkty mejozy, a mniejsza
liczba spor wynika z tego, ze nie wszystkie haploidalne (gdy sporulowat diploid) jadra
zostaly otoczone Sciang [7]. Z tego wzgledu za bardziej przydatne w tego typu pracach
uznano znacznie wygodniejsze podioza state.

Spoiy szczepu R-9 izolowano metodg mikromanipulacji. Przezywalno$¢ spor byta
stosunkowo niska i jest to typowa cecha kultur piwowarskich [1, 14], Na przezywal-
nos¢ spor moze mie¢ wptyw szereg czynnikéw takich jak przedtuzony czas dziatania
enzymu litycznego, przedtuzone przechowywanie kultur na podiozu sporulacyjnym
czy warunki kietkowania. Decydujaca role wydaja sie jednak odgrywaé czynniki ge-
netyczne - segregacja recesywnych mutacji letalnych [3], triploidalno$¢ badz ane-
uploidalnos¢ szczepdw oraz brak lub ograniczenie rekombinacji miedzy chromosoma-
mi w czasie mejozy [6],



OTRZYMYWANIE HAPLOIDALNYCH FORM PIWOWARSKICH SZCZEPOWDROZDZY 47

Tabela 1

Wptyw podtoza sporulacyjnego na wydajnos¢ sporulacji i wydajnosc tetrad szczepu piwowarskiego R-9.
Effect of sporulation medium on the efficiency of sporulation and tetrad formation of brewing strain R-9.

Podtoze sporulacyjne Wydajnos$¢ sporulacji [%] Wydajnos¢ tetrad [%]
Sporulation medium Efficiency of sporulation [%] Tetrad fomation [%]
Podtoze McClary'ego 4 3
McClary's agar
SPA 42 0,5
KAC 67 12

Tabela 2
Przezywalno$¢ spor i charakterystyka otrzymanych populacji monosporowych.
Spore viability and characteristics of monospore populations.
Liczba zbadanych populacji monosporowych
Szczep  Przezywalno$é spor Number of examined monospore populations
Strain Spore viability Ogoétem Sporulujace O oznaczonym typie ptciowym
Total Able to sporulate With mating type
R-9 14 20 1 16
R-9/12 30 13 1 10

W kolejnym etapie pracy zbadano 20 otrzymanych populacji monosporowych
(tab. 2). Tylko jedna kultura (R-9/12) byta zdolna do sporulacji, natomiast 16 posia-
dato stabilny typ ptciowy. Tak duzy udziat kultur wykazujgcych cechy form haploidal-
nych o typie ptciowym a lub a wskazuje na to, ze szczep R-9, mimo niskiej przezy-
walno$¢! spor, moze by¢ obiecujacym materiatem rodzicielskim w pracach nad gene-
tyczng poprawg cech technologicznych szczepow piwowarskich.

Ze sporulujacej kultury R-9/12 izolowano zarodniki i stwierdzono znaczny wzrost
przezywalnosci spor w poréwnaniu z macierzystym szczepem przemystowym. Moze
on by¢ wywotany eliminacjg recesywnych mutacji letalnych oraz zaburzeh mejozy
zwigzanych z aneuploidalnoscig badz triploidalnosciag szczepu R-9. Wéréd 13 zbada-
nych populacji otrzymanych ze spor kultury R-9/12 typ piciowy posiadato az 10, jed-
nak 1 kultura byta zdolna do sporulacji, co prawdopodobnie $wiadczy o wystepowaniu
w rasie R-9 cechy homotalizmu. Cecha ta stwarza mozliwosci poprawy przezywalnosc!
spor. Po uzyskaniu maksymalnej przezywalno$¢ spor stabilne haploidalne formy hete-
rotaliczne mozna otrzyma¢ metoda hybrydyzacji piciowej ze szczepem heterotalicz-
nym potaczonej z serig krzyzéwek wstecznych [2],
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Ze szczepu R-9 otrzymano 26 kultur jednozarodnikowych o cechach haploidal-
nych.

Szczep R-11 okazat sie nieprzydatny do otrzymywania form haploidalnych.
Najwiekszg przeszkode w pozyskiwaniu form haploidalnych ze szczepu R-9 sta-
nowi niska przezywalno$é spor.

Mimo niskiej przezywalnos¢! spor szczep R-9 moze by¢ przydatny w programach
genetycznej poprawy cech szczepow piwowarskich, gdyz komputeryzacja urza-
dzer do mikromanipulacji pozwala na szybka izolacje duzej liczby spor, a wiek-
szo$¢ otrzymanych z tego szczepu kultur jednozarodnikowych posiada cechy ha-
ploidalne.

Zdolnos$¢ niektorych kultur do sporulacji moze by¢ wykorzystana do otrzymania
szczepbw 0 wyzszej przezywalnos¢! spor.
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OBTAINMENT OF HAPLOID FORMS OF BREWING YEAST STRAINS
Summary

The aim of the study was to obtain haploid populations from brewer's yeasts. Two brewing strains:
R-11 and R-9 were examined. Only strain R-9 was able to sporulate. Spore viability was 14%. 20 mono-
spore populations were obtained, 16 of them were haploid (possessed mating type). One population
(R-9/12) was able to sporulate, asci were dissected. Spore viability was 30%. 13 monospore populations
were obtained, 10 of them were haploid
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