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Saccharomyces
carlsbergensis

Nowe szczepy w
browarnictwie




Drozdze transgeniczne Saccharomyces carlsbergensis







Wsrod wielu etapow produkcji piwa,
proces pierwotnej i wtornej fermentacji
stwarza ogromne mozliwosci optymalizacji
calej technologii browarniczej.

Z.a oba etapy w duzym stopniu
odpowiedzialne sa drozdze, ktorych
genetyczne modyfikacje moga uczynic
technologie browarniczg jako jedna z
bardziej nowoczesnych w

biotechnologii zywnosci @



Drozdze
§q najprostszymi
Eukariontami




Bakterie

Drozdze
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W zwigzku z ogromng rola drozdzy
w ksztaltowaniu cech
organoleptycznych piwa,
wspolczesna biotechnologia probuje
korzystac¢ z pewnych
technik inzynierii genetycznej w celu
konstrukcji odpowiednich szczepow,

drozdzy transgenicznych
==
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1. Produkujacych minimalne ilosci kwasow
o- acetohydroksylowych, tj. prekursorow
syntezy waliny oraz izoleucyny,

2. Do konstrukcji szczepow zawierajacych
wszczepiony gen enzymu dekarboksylazy
o-acetomleczanu, ktory bezposrednio
rozklada kwas a-acetomlekowy do acetoiny,
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3. Do konstrukcji szczepow drozdzy browarniczych
Saccharomyces carlsbergensis, posiadajacych

Z Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus
wektorze ekspresyjnym lub replikatywnym,

bedacych pod kontrola promotora ADHI1
z integracyjnym z markerem miedzi, CUP1

geny amylolityczne STA1/STA2

lub plesni Aspergillus niger/awamori,
zawartych w utworzonym
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Transgeniczne drozdze browarnicze
o cechach amylolitycznych
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EKkspresja transtormowanego rDNA,
z genami amyloglukozydazy,

przejawia si¢ obnizeniem
zawartosci weglowodanow w piwie,
co podwyzsza tym samym wydajnos¢
fermentacji alkoholowe]

i obniza kaloryczno$¢ napoju §>




Do konstrukcji szczepow drozdzy
browarniczych Saccharomyces
cerevisiae z genem [-glukanazy
(pochodzenia pleSniowego, np.
Trichoderma resei), zawartym w
wektorze replikatywnym,
bedacym pod kontrolg promotora
PGK (kinazy fosfoglicerynowej)
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5. Do konstrukcji szczepow drozdzy
browarniczych zawierajacych
zespol genow odpowiedzialnych
za synteze bialek nie-lektynowych,
powodujacych super-flokulacje
(FLO1, FLOS, FLOS8, TUP1)
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Jest to szczegolnie wazne dla drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, Ktore jako
mikroorganizmy gornej fermentacji
moglyby naturalnie sedymentowac i
by¢ latwo uzyte do immobilizacji
podczas fermentacji oraz
dojrzewania piwa

é:
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Do czesciowej mutacji drozdzy w
senic MET10 i MET2, kodujacych
(odpowiednio) reduktaze siarczynowa
oraz transferaze¢ acetylohomoseryny,
co w rezultacie powoduje akumulacje
SO, (lub acetylohomoseryny), SO,
jako antyoksydanta, stabilizujacego
zapach i tworzacego trwale

polaczenia z aldehydami g




Cs0, )

MET3 |
APS
MET14 |
PAPS
|
Serine SO, Homoserine
L (e |CMET 2
O-Acetylserine H,>S O-Acetylhomoserine
| MET25 | | MET25 |
| l
Cysteine Homocysteine
\\ NHSV/ lMETG
Cystathionine Methionine

Mutacja w genie MET 10 powoduje nagromadzanie si¢ SO,,
a w genie MET 2 - acetylohomoseryny
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7. Do amplifikacji wielu kopii genow
ILVS w oryginalnych drozdzach
browarniczych, odpowiedzialnych
za synteze enzymu redukto-
izomerazy, blyskawicznie rozklada-
jacej kwas a-acetomlekowego, ktory
jak wiemy jest prekursorem
diacetylu
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Podczas fermentacji pierwotnej

drozdze browarnicze produkuja w
mitochondriach caly szereg
endokomorkowych
kwasow a-aceto-hydroksylowych
ktore sa prekursorami biosyntezy

aminokwasu waliny oraz izoleucyny

==



Mitochondriunq

DAﬁDIACETYLJ

Dyfuzja kwasu a-acetohymlekowego z komorki i do komorki
drozdzowej
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Ogromna czesc¢ tych prekursorow jest

wykorzystana do wyzej wspomnianej
syntezy, jednakze pewna ich partia,
zaleznie od typu drozdzy, po dyftuzji z
komorki do cytoplazmy,
a nastepnie do piwa, podlega

spontanicznym przemianom
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Do przemian tych zalicza sia
nieenzymatyczng, oksydacyjna
dekarboksylacje kwasow
o-acetohydroksylowych

do odpowiednich lotnych ketonow, jak

diacetyl oraz 2,3-pentanedion

===
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Diacetyl jest jednym z
najczestszych,
niekorzystnych, a stad
niepozadanych zwigzkow
zapachowych piwa




W nastepnym, wtornym etapie
fermentacji, piwo podlega dojrzewaniu,
tzn. praktycznie obnizeniu st¢zenia
diacetylu, badz jego calkowitej eliminacji.
Podczas procesu dojrzewania diacetyl
dyfunduje z powrotem do cytoplazmy
komorki drozdzowej, gdzie podlega
redukcji do acetoiny przy udziale

enzymu reduktazy diacetylowej ===

.



W celu optymalizacji produkcji piwa
proponowane sa rozne strategie, w
tym jedna z nich dotyczy prac
genetycznych, zmierzajacych do
obnizenia przez drozdze
transgeniczne obecnosci lotnych
ketonows;
prace te opierajac sie glownie na:
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e Konstrukcji transgenicznych
drozdzy przy udziale roznego typu
wektorow ekspresyjnych:
wektorow integracyjnych,
replikatywnych, episomalnych,
sztucznych chromosomow (YAC)
stanowiacych tzw. kasety ekspresyjne
(expression cassettes),
transformowalne do wnetrza

konstruowanej komorki <l
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o Amplifikacji genow ILV5
odpowiedzialnych za tworzenie
reduktazy isomerycznej
rozkladajacej kwasy
o-acetohydroksylowe w cyklu
biosyntezy izoleucyny-waliny,
co zapobiega akumulacji kwasow
acetohydroksylowych o 50-60%

i ew. ich wyplywowi z komorki @
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WEKTORY

Wektor jest to sztucznie
zrekombinowane DNA,
tzw. rDNA, z genem lub

zespolem genow, kodujacych

pozadane cechy technologiczne

===



Sa rozne typy wektorow, a
dobranie odpowiedniego
wektora zalezy, m.in. od

kompetencji klonowanych

komorek drozdzowych




Najwazniejszym elementem
warunkujacym specyficznos¢
wektora sg sekwencje ori
odpowiedzialne za inicjacje
replikacji DNA
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Strzalkami oznaczono potencjalne miejsce
replikacji ori



Najprostsze wektory
posiadaja wylacznie jedno,
unikalne miejsce restrykcyjne,
w ktore mozna wprowadzi¢
obcy DNA, stosujac technike
»clecia-latania”

6:]
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Wektor musi by¢ tak
skonstruowany, aby istniala
mozliwos¢ selekcji tych komorek,
do ktorych wniknal, stad
wektory zazwyczaj posiadaja
geny markerowe (CUP1, G418)
czyli geny kodujace bialka
odpowiedzialne za latwo
wyroznialne cechy fenotypowe




Do praktyki browarniczej,
w celu konstrukcji drozdzy
transgenicznych zastosowano
nastepujace typy wektorow:

==



1. Wektory integracyjne

(np. do 140 Kopii) zawieraja DNA

genOw rybosomalnych z drozdzy
jako homologiczne do chromosomu,
rekombinacyjne sekwencje (EcoRI
fragment z czescia 5.85 1 25S rDNA

genow bez sekwencji ARS),

wzmacniajace efekt transformacji

=L




Wektor integracyjny




N

Do tego dolaczona jest sekwencja
DNA bakteryjnego (Enterobacter
aerogenes), kodujaca ALLDC oraz
pewien fragment plazmidu
bakteryjnego pBR322 7
selekcyjnym markerem, np. z
genami opornosci na antybiotyk
ampicyline czy tetracykline,
z regionem kodujacym HIS lub
URA, badz z genami lacZ z E. coli

===
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Wektory integracyjne moga
laczyc sie z homologicznymi do
nich odcinkami odpowiednich

chromosomow, zapewniajac

duza stabilnosc¢ rekombinacji




2. Wektory replikatywne
(autonomously replicating plasmids)

sq konstruowane z fragmentu DNA plazmidu
bakteryjnego pKB105 lub pKB106 z sekwencja
o-ALDC (z Enterobacter aerogenes lub
Klebsiella terrigena), 7
sekwencji markerowej odpornosci na Amp,
z partii drozdzowego DNA w wektorze

integracyjnego oraz z chromosomalnego

o
regionu replikacji (ori) @
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Przykladem wektorow replikatywnych,
skonstruowanych dla drozdzy
browarniczych moga by¢ 2 nizej
przedstawione wektory, jako kasety
ekspresyjne (expression cassettes),
bedace pod kontrola mocnych
drozdzowych promotorow
np. ADH (z sekwencja izoenzymu
dehydrogenazy alkoholowej)

i PGK (z sekwencja Kinazy

fosfoglicerynowej) @




(wektor replikatywny)
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Do wielokrotnej amplifikacji
genow ILV5 zastosowano
rowniez wektory replikatywne
(z genami URA 3), ktore
wprowadzano do drozdzy
auksotroficznych
(mutant w ura-)




3. Wektory episomalne
Niosg informacje genetyczng o
dekarboksylacji kwasu
o-acetomlekowego i sa wektorami
skonstruowanymi na bazie pewnych
sekwencji bakteryjnych i
drozdzowych.
Zawieraja one geny ALDC izolowane z
bakterii Enterobacter aerogenes, geny
selektywne, np. Ap'/G418", LEU2,

jak rowniez plazmid drozdzowy 2 @




Wektor episomaln







Transformacja

lub co-transformacja
chemiczna i elektrotransformacja
odpowiednich wektorow:
integracyjnych, replikatywnych,
episomalnych lub systemow YAC
(yeast artificial chromosom),
bedacych tzw. kasetq ekspresyjna

(expression cassettte)



Urzadzenie do elektrotransformacji
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Komora do elektrotransformac




Fuzja
lub elektrofuzja protoplastow
kompetentnych komorek,

z odpowiednim zestawem cech
genetycznych, ktorych ekspresja
wyrazac sie bedzie pozadanymi

wlasciwosciami technologicznymi,
np. drozdze amylolityczne lub

flokulujace
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Aparat do elektrofuzji
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Komora helikalna do elektrofuziji
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Tworzenie si¢ nowych polaczen fosfolipidowych membrany







Przyklady drozdzy amylolitycznych otrzymanych
w wyniku elektrofuzji protoplastow




Szczepy drozdzy amylolitycznych otrzymanych
w wyniku elektrofuzji protoplastow




Injekcja
rekombinacyjnego DNA
z odpowiednim zestawem cech
genetycznych bezposrednio do
kompetentnych komorek.
Ekspresja rDNA wyrazac sie

bedzie pozadanymi
wlasciwosciami technologicznymi
piwa <
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Enukleacja
oraz fuzja cytoplastow

Technika ta moze byc¢ szczegolnie
korzystna do drozdzy
przemystowych, tj. polyploidow,
badz aneuploidow, rho™ lub rho-

=rn






Po usunieciu jadra z jednej
macierzystej komorki
(enukleacja), zawierajacej np.
plazmidy ekspresyjne z a-ALDC,
a nastepnie po elektrofuzji tego
cytoplastu z inng, pozadang
komorka o korzystnych cechach
jadrowych otrzymujemy drozdze z
nowymi cytoplazmatycznymi oraz
jadrowymi cechami




Szczepy o cechach
mitochondrialnych

Cytoplasty po enukleacji jader ze sferoplastow drozdzy










Zastosowanie drozdzy
transgenicznych z w/w zmianami
powoduje szybkie
obnizenie poziomu diacetylu
w dojrzewajacej brzeczce,
pozbawiajac piwo ujemnych cech
smakowych, oczywiscie bez innych
niekorzystnych zmian w gotowym

produkcie €\>
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Drozdze transgeniczne z
wszczepionym zespolem genow
amylolitycznych pozwalaja na

wydajniejsza fermentacje, a
czynnik flokulacyjny czyni
drozdze etektywniejsze podczas

fermentacji




6 Wynika z tego, ze klonowanie
obcego, zrekombinowanego DNA
(rDNA) w drozdzach pozwala
nam na tzw. wyrazenie si¢
badanego genu w komorce oraz
na ekspresje odpowiednio
zmodyfikowanych bialkowych

produktow E




Jest to proces bardzo zlozony,
ZWAZYWSZy, z¢ drozdze przemyslowe
$q z reguly

polyploidami lub aneuploidam@
Stad ogromnie trudno jest
generowac stabilne auksotroficzne
mutanty stuzace do selekcji
transformantow oraz utrzymac
stabilnos¢ klonowanej cechy

technologicznej i




Polyploidy lub aneuploidy
przemysiowe po rekombinacji
nieduzego odcinka DNA moga

bowiem szybko “reperowac¢” zmiany
W swoim rodzimym,
zmodyfikowanym zestawie
genetycznym

g
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Przedstawione wyzej metody i techniki
rekombinacji genetycznej daja w wielu
przypadkach pozytywne rezultaty, a
otrzymane drozdze transgeniczne mozna
zastosowac z pelnym sukcesem w
technologii browarniczej.
Pozostaje jedynie opracowanie legislacji
tak otrzymanych krzyzowek
genetycznych i aprobacje technologow
browarnictwa oraz konsumentow.
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