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Adaptive evolution of yeasts genomes from Saccharomyces cerevisiae sensu stricto group

Abstract: Saccharomyces sensu stricto yeasts includes important strains for many biotechnological procesess, specially in wine and brewery
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than “pure” lines. Genomic datas from the first strain yeast S288c, sequencing in 1996, and from many others sequencing strains from
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1. Wstep

Drozdze sa jednokomoérkowymi mikroorganizmami,
nalezacymi do réznych grup taksonomicznych. Zna-
nych jest ponad 700 gatunkéw drozdzy, najszerzej
uzytkowane sg drozdze z rodzaju Saccharomyces, szcze-
golnie Saccharomyces cerevisiae. Drozdze z grupy Sac-
charomyces sensu stricto s3 wykorzystywane przez czlo-
wieka od dawna [87]. Wiele tysiecy lat temu w Egipcie
stosowano drozdze do wypieku chleba. Molekularne
dowody archeologiczne na wytwarzanie fermentowa-
nych napoi datuje si¢ na 7000 lat p.n.e. [63], cho¢ proces
fermentacji cukrow z udzialem drozdzy zostat naukowo
udowodniony dopiero w 1860r. [76]. Ich zdolnos¢ do
przeksztalcania cukru do etanolu z wytworzeniem
dwutlenku wegla podczas fermentacji uzywana jest
w procesach biotechnologicznych przy produkeji wina,
piwa i sake. Te zadziwiajace cechy przynoszace znaczne
korzysci ekonomiczne traktowane jako naturalne wtas-
ciwosci drozdzy, mimo réznych badan, wciaz nie sg do
konca wyjasnione. Niezwykla plastycznos¢, a takze

stabilno$¢ cech genotypowych i fenotypowych szcze-
pow winiarskich, piwowarskich i piekarskich jest wcigz
wyjasniania. Niewatpliwie zwigzana jest ze specyficzng
budowg tych drozdzy.

2. Historia badan

Badania nad rodzajem Saccharomyces rozpoczelty
sie w 18381. Saccharomyces cerevisiae byl pierwszym
opisanym gatunkiem drozdzy. W 1870 . Reess pierwszy
raz wymienil, wéréd grzybow zdolnych do fermentacji
alkoholowej dwie grupy drozdzy. Drozdze fermentu-
jace soki owocowe nazwal Saccharomyces ellipsoideus,
a drozdze piwowarskie — Saccharomyces pastorianus.
W 1912 r. Guilliermond podat pierwszy system klasy-
fikacji drozdzy, bazujacy na morfologii i kilku fizjo-
logicznych testach oceniajacych zdolnos¢ drozdzy do
fermentacji monosacharydéw. W swojej monografii
»Les Levures” opisal juz 20 gatunkow Saccharomyces
[76]. Prowadzono wiele badan dotyczacych taksonomii
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Tabela I
Zmiany taksonomiczne w rodzaju Saccharomyces w latach 1912-2011

S. heterogenicus |S. heterogenicus

S. chevalieri

S. fructuum S. chevalieri

S. italicus

S. steineri S. italicus

S. globosus S. globosus
S. aceti

S. prostoserdovi
S. oleaginosus
S. olaceus

S. capensis

S. diastaticus
S. hispaniensis
S. inusitatus
S. norbensis

S. abuliensis
S. cordubensis
S. gaditensis
S. hispalensis

Rok
1912 1952 1970 1984 1998 2000 2008 2011
S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
S. ellipsoideus
S. turbidans
S. ilicis
S. vordermanni
S. sake
S. cartilaginosus
S. batatae
S. tokyo
S. yeddo
S. arboricolus  |S. arboricolus
S. wilianus S.paradoxus | S. paradoxus  |S. paradoxus  |S. paradoxus
S. intermedius | S. wiliamus
S. validus
S. coreanus S. coreanus S. coreanus
S. carlsbergensis | S. carlsbergensis S. pastorianus | S. pastorianus | S. pastorianus | S. pastorianus
S. monacensis | S. uvarum S. uvarum
S. logos
S. uvarum S. bayanus S. bayanus S. bayanus S. bayanus S. bayanus
S. logos S. pastorianus |S. bayanus
S. bayanus S. oviformis
S. pastorianus | S. beticus

S. cariocanus S. cariocanus S. cariocanus

S. mikatae S. mikatae S. mikatae

S. kudriavzevii | S. kudriavzevii |S. kudriavzevii

S. eubayanus

drozdzy [6, 7, 50, 51, 60]. W tabeli I pokazano zréznico-
wanie i zmiany nazw drozdzy w grupie Saccharomyces
sensu stricto miedzy 1912 a 2011 r.

Rodzaj Saccharomyces zawieral dwie grupy gatunkow:
Saccharomyces sensu stricto i Saccharomyces sensu lato.
Grupa Saccharomyces sensu stricto zaproponowana przez
van der Walta [86] z21 gatunkéw zmniejszyla sig
w 1998 do czterech réznych taksonéw. Ta klasyfikacja
nie zostala ostatecznie zakonczona, przede wszystkim
w stosunku do drozdzy S. bayanus i S. pastorianus. Ostat-
nio, postulowano utworzenie gatunku S. eubayanus [56].

3. Wystepowanie winoroéli i drozdzy

Wystepowanie szczepow drozdzy bioracych udziat
procesach biotechnologicznych, w tym w fermentacji,
obserwowane jest tylko w miejscach, ktore s zwigzane
z obecnos$cig czlowieka. Potwierdzono tylko jeden
przypadek obecnosci drozdzy fermentujacych nektar
z palmy w dzikich lasach Malezji, co sugerowalo, ze
drozdze te wystepuja niezaleznie od bliskosci czlo-
wieka [93]. Wigkszo$¢ scharakteryzowanych szczepow
S. cerevisiae izolowano z napojoéw lub zywnosci, tylko
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nieliczne z ziemi lub drzew. Poréwnanie ,,naturalnych”
i udomowionych szczepdw ujawnito, ze naturalnie
wystepujace w sSrodowisku mikroorganizmy charakte-
ryzuja sie wieksza roznorodnoscia genomows, podczas
gdy u udomowionych drozdzy wystepuje mniejsze zrdz-
nicowanie genetyczne. Udomowienie drozdzy winiar-
skich wigzane jest z udomowieniem szczepéw winorosli
w latach 5400 a 5000 r. p.n.e., na obszarze polozonym
miedzy Morzem Czarnym a Iranem. Kolebka uprawy
winoro$li i produkcji wina byly tereny w gorach Zagros,
na Taurusie i na Kaukazie, stopniowo uprawy rozsze-
rzaly si¢ o nastepne regiony w kierunku Mezopotamii,
doliny Jordanu i dalej do Egiptu, Fenicji, na Krete i do
Gregcji [98]. Ok 500 lat p.n.e. wino produkowano we
Wrtoszech, na Sycylii, w poludniowej Frangji i na Pét-
wyspie Iberyjskim. Pélnocna granica uprawy wino-
roéli stanowila pdinocng granice imperium rzymskiego
(100 lat p.n.e.). Kolonizacja Ameryki w XVIw., potu-
dniowej Afryki w XVII w., w Australii i Nowej Zelandii
w XVIII i XIX w. [72] wplyneta na opanowanie przez
winoro§le i drozdze winiarskie nowych terenéw. Wiek-
szo$¢ drozdzy winiarskich pochodzi z Mezopotamii,
drozdze sake z Azji, a analiza markeréw mikrosateli-
tarnych w badaniu populacji drozdzy z Nowej Zelandii
[38] dowodzi, ze drozdze te tworza odrebna grupe i nie
pochodzg ani z Mezopotamii ani z Azji. Nie jest jasne,
kiedy zostaly tam przyniesione przez cztowieka, ptaki
lub owady. Z badan Legrasa, wktorych poréwnywat
ze sobg kilkaset szczepow drozdzy réznego pochodze-
nia wynika, ze ich historia ewolucyjna jest odbiciem
historii/dziatalnosci cztowieka [55].

4. Roznicowanie drozdzy Saccharomyces sensu stricto

W konwencjonalnej taksonomii do identyfikacji
drozdzy stosowano testy morfologiczne i fizjologiczne.
Fenotypowe charakterystyki mikroorganizmu zalezne
od warunkow hodowli i stosowanego substratu czgsto
prowadzily do niewlasciwych wynikéw [85]. Roznice
miedzy dwoma taksonami czesto okreslano na pod-
stawie jednej lub dwdch charakterystycznych cech,
a wiekszos¢ wlasciwosci typowych mogta by¢ zmie-
niona przez mutacj¢ w pojedynczym genie. Do wcze-
snych metod molekularnych, dzigki ktérym udosko-
nalono zréznicowanie gatunkéw i okreslono miedzy
nimi pokrewienstwo nalezaly ocena zawartosci GC,
hybrydyzacja DNA [87], kariotyping, RELP mitochon-
drialnego DNA [82], ITS PCR-RFLP, przypadkowo
amplifikowane polimorficzne DNA RAPD [33]; AFLP
[5], powtorzenia sekwencji [44], DGGE [62], SSCP
[15], analiza sekwencji regionéw ITS i domeny D1/D2,
analiza multigenowa sekwencji MLSA [52]. Prowa-
dzono tez analizy poréwnawcze sekwencji mikrosate-
litarnych [25, 36, 79], mini i mega satelitarnych [78, 80],
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zroznicowanie liczby kopii przy zastosowaniu sCGH
[16, 31, 46, 53, 70, 94] i polimorfizm wykryty podczas
analizy macierzy [81], a takze stosowanie wielogatun-
kowych mikromacierzy taksonomicznych [64] i typo-
wanie MLST [4, 90].

5. Wyodrebnianie gatunkow w grupie
Saccharomyces sensu stricto

Natura poliploidalna, zdolno$¢ do wymiany mate-
rialu genetycznego, wysoka zmienno$¢ genomowa
drozdzy Saccharomyces sensu stricto utrudnia standar-
dowg identyfikacje gatunku. Mozna przyjacé, ze grupa ta
reprezentuje ciagla genomowa strukture [24], w ktorej
gatunki nie s3 wyraznie rozréznialne przy zastosowanie
metod obecnie stosowanych do ustanowienia gatunkéow
biologicznych.

Podstawg definicji biologicznego gatunku jest zdol-
no$¢ do faczenia sie i wytwarzania ptodnego potom-
stwa. Drozdze S. cerevisiae sensu stricto sg zdolne do
procesu plciowego, ale w wielu przypadkach, drozdze
selekcjonowane z powodu swoich unikalnych cech
i stosowane przemystowo nie wytwarzaja zarodnikow
lub wykazujg anomalie ploidalnosci tzn. sa czgsto poli-
ploidami lub aneuploidami. Nastepuje wiec nieprawi-
dfowa lub bfedna mejoza. Mimo, iz definicja gatunkow
oparta na plodnosci jest obecnie jedynym wiarygod-
nym kryterium rozrdzniania gatunkow, na podstawie
ktorej ustanowiono gatunki w rodzaju Saccharomyces
nie moze by¢ zawsze bezwglednie stosowana. Identy-
fikacja moze by¢ spelniona takze przez poréwnanie
zgodnosci gatunkowej szczepow wyrazonej stopniem
hybrydyzacji, np. S. cerevisiae i S. bayanus byly dtugo
uznawane za najbardziej odlegle gatunki w grupie Sac-
charomyces sensu stricto, ich molekularne pokrewien-
stwo (wyrazone zwiazkiem DNA/DNA) wynosi 20%
[87].

Testy konwencjonalne i molekularne, takie jak kario-
typing, sekwencjonowanie domeny D1/D2 i PCR-RFLP
rejonu ITS rDNA, wyraznie oddzielajg grupe drozdzy
S. uvarum od S. bayanus, ale po badaniach hybrydy-
zacyjnych ustalono, ze S. uvarum moze by¢ zdefinio-
wany jako gatunek, zgodnie z pojeciem biologicznego
gatunku, poniewaz hybrydy miedzy S. bayanusi S. uva-
rum moga wytwarza¢ zywe i plodne komorki, chociaz
o bardzo niskim stopniu plodnosci (9-39%).

Drozdze Saccharomyces sensu stricto sa zwykle
diploidami, w dobrych warunkach rozmnazajacymi si¢
przez paczkowanie. Podczas mejozy generuja 4 asko-
spory w workach. Do sporulacji najczgsciej dochodzi
przy hodowli w ubogich podtozach w nieobecnosci
zrodel wegla wykorzystywanych podczas fermentacji
i przy niedostatku azotu. Ich cze¢sta aneuploidalnos¢
wplywa na rézny wynik procesu mejozy.
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Tabela II
Zmiany genomu drozdzy z grupy Saccharomyces sensu stricto pod wplywem réznych czynnikéw technologicznych

ZaStOSF)‘ATanle Crynnik Gen Zmiany P154m1en—
drozdzy nictwo
Biopaliwo SNO, SNZ Elementy [82]
subtelomerowe

Do produkcji win | Siarkowane moszcze |SSUI Rearanzacja [42,71]
Do produkcji win | Wysoka temperatura |FOT 11 [22]
Do produkcji win HXTS3, zdolno$¢ do fermentacji fruktozy [43]
Drozdze flor FLOI1 [34, 46]

Drozdze réznych gatunkéw biorg udzial w sponta-
nicznej fermentacji, lecz gatunki rodzaju Saccharomyces
wlaczajac w szczegdlnosci Saccharomyces cerevisiae,
graja gtéwna role w fermentowaniu zywnosci i napo-
jow. Jednak niektére winiarskie kultury starterowe
moga naleze¢ do innych gatunkoéw tej grupy takich jak
S. bayanus 1 S. paradoxus znaleziony w winach chor-
wackich. S. bayanus var. uvarum jest wykorzystywany
do produkcji wina i cydru w regionach Europy o chtod-
niejszym klimacie [25]. Szczepy S. pastorianus sa odpo-
wiedzialne za wytwarzanie piwa lager.

W trakcie proceséw technologicznych wystepuja
rozne czynniki, ktére moga mie¢ wplyw na strukture
genomu. Do czynnikdw tych nalezg czynniki stresujace
m.in.: siarka uzywana do siarkowania moszczy, wyso-
kie stezenie alkoholu, wysoka temperatura fermentacji,
wysokie ci$nienie osmotyczne [3] (tab. IT)

6. Budowa hybrydowa

Przemystowe szczepy drozdzy Saccharomyces sa
w wiekszo$ci hybrydami miedzygatunkowymi. Pow-
szechnie akceptowany jest poglad, ze budowa hybry-
dowa i wynikajace z niej cechy obojga rodzicow moga
miec¢ szersze zastosowanie technologiczne niz szczepu
niehybrydowego. Tworzenie wewnatrzgatunkowych
hybryd jest prawdopodobnie sposobem adaptacji
drozdzy do réznych srodowisk. Hybrydyzacja réznych
gatunkow Saccharomyces nastepuje przez koniugacje
spor haploidalnych lub komorek [74], przez taczenie
sie wegetatywnych komorek diploidalnych i haploidal-
nych zarodnikéw lub komoérek albo przez taczenie sig
wegetatywnych komorek diploidalnych [24]. Genom
hybrydowy zawiera rézne kopie genomu rodziciel-
skiego. Hybrydy diploidalne sg sterylne i moga by¢
utrzymywane tylko przez rozmnazanie bezplciowe.
Tylko allotetraploidalne lub amfiploidalne hybrydy
sa plodne, wytwarzajac diploidalne hybrydowe spory,
lecz winiarskie hybrydy S. cerevisiae x S. kudriavzevii
sa prawie zawsze diploidalne i sterylne. Segregacja

w wyniku mejozy diploidalnych hybryd jest nieefek-

tywna, a powstajgce spory nie sg zywe z powodu wyste-
powania czestej aneuploidalnosci.

6.1. Drozdze piwowarskie lager

Naturalna hybryda drozdzy piwowarskich lager
(fermentacja dolna) S. pastorianus (S. carlsbergen-
sis) byta najczedciej badanym typem drozdzy hybry-
dowych. Vaughan-Martini i Kurtzman
pierwsi okreslili, ze typowy szczep S.carlsbergensis
obecnie nazywany S. pastorianus, reprezentant droz-
dzy lager, cze$ciowy allotetraploid, byl wynikiem
miedzygatunkowej hybrydyzacji miedzy S. cerevi-
siae 1 S.bayanus [87]. W podziniejszych badaniach
wykazano, ze kolejnym rodzicielskim szczepem byt
S. monacensis (syn. S.pastorianus) [49]. Nastepnie
stwierdzono w wyniku analizy profili biatkowych,
ze S.monacensis jest wlasng hybryda. Potwierdzil
to Casaregola i wsp. [19] po analizie sekwencji
kilku specyficznych genéw i PCR-RFLP. Liczne bada-
nia chromosoméw i sktadu genetycznego drozdzy
lager ujawnily obecnos¢ w tych drozdzach materialu
genetycznego z S.cerevisiae i nie-S. cerevisiae [19].
Najnowsze badania Rainieri iwsp. [75] potwier-
dzily obecno$¢ w drozdzach piwowarskich materiatu
genetycznego pochodzacego z S. cerevisiae i S. bayanus,
a wlasciwie S. eubayanus [56]. De Barros Lopes
i wsp. [24] wykazali, ze przemystowe drozdze piwo-
warskie s3 wynikiem wielokrotnej interspecyficznej
hybrydyzacji i prawdziwa jest hipoteza, ze pierwsze
zdarzenie hybrydyzacyjne wystapilo przy tworzeniu
sie szczepu S. carlsbergensis i nastgpnie hybrydyzacji
ze szczepem ale S. cerevisiae wystepujacym w $rodo-
wisku piwowarskim.

Rainieri okredlifa badane drozdzy jako linie
czyste i mieszane w réznym stopniu zapozyczenia [75].

Genomy drozdzy piwowarskich sg aneupoliplo-
idalne, z duzymi rearanzacjami i ze zwigkszong lub
zmniejszona liczbg chromosomoéw lub ich czedci,
dlatego tez wykazuja zadziwiajaca intraspecyficzna
zmienno$¢. Analizy CGH (Chromosomal Gross Hybri-
dization) potwierdzily te obserwacje. W hybrydowym
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szczepie drozdzy piwowarskich Weihenstephan 34/70
po zsekwencjonowaniu [66] potwierdzono allopoliploi-
dalng budowe genomu S. pastorianus. Szczepy rodzi-
cielskie zblizone byly bardziej do S. bayanus var. bay-
anus niz do var. uvarum i S. cerevisiae.

Te wyniki pozwolity Pulvurentiemu i wsp.
[73] na utrzymanie epitetu S. bayanus dla szczepow
hybrydowych i odzyskanie taksonu S.uvarum dla
szczepOw nie-hybrydowych. Jednak Naumow [67]
sugerowal rozwazenie tych dwoch subgrup, jako odmian
(varietes) S. bayanus (var. bayanus i var. uvarum) zgod-
nie z ich czg$ciowa izolacja reprodukcyjng wskazang
przez partialng sterylnos¢ ich hybryd.

6.2. Drozdze piwowarskie ale

Wydawalo sig, ze szczepy ale (gérnej fermentacji)
nie sg tak zréznicowane jak drozdze fermentacji dol-
nej i nalezg do jednego gatunku S. cerevisiae. W miare
dos$wiadczen, niektore takze opisano jako hybrydy
S. cerevisiae/S. kudriavzevii. Analiza RFLP zamplifi-
kowanych markeréw jadrowych ujawnilta, ze wiele
tych szczepow bylo diploidami ze ztozong struktura.
Budowa taka moze prowadzi¢ do niestabilnosci geno-
mowej. Przyczyna tej niestabilnosci jest CGH (Chro-
mosomal Gross Hybridization) przypadku S. pastoria-
nus, u ktérego prawdopodobnie fermentacja wysoko
stezonej brzeczki w wysokich temperaturach induko-
watla zmiany chromosomalne [47].

6.3. Drozdze winiarskie

Niedawno odkryte hybrydy drozdzy S. cerevisiae
i S. kudriavzevii wystepuja w grupie technologicznej
drozdzy winiarskich [61] i piwowarskich [41], identyfi-
kowane sg nawet potrdjne hybrydy S. cerevisiae, S. baya-
nus i S. kudriavzevii [95]. Naturalne hybrydy S. cerevi-
siae x S. kudriavzevii zwigzane z procesem fermentacji
znaleziono do tej pory w regionach Europy klimatu
oceanicznego i klimatu kontynentalnego, takiego jak
wystepuje w Anglii [41].

Genetyczna charakterystyka drozdzy winiarskich,
hybryd S. cerevisiae i S. kudrivzevii w wyniku ana-
lizy restrykcyjnej 5 genéw jadrowych ulokowanych
na réznych chromosomach, regionu 5,8S ITS rDNA
i genu mitochondrialnego COX2, ujawnila obecnos¢
w winach szwajcarskich 3 typow hybryd [40]. W pdz-
niejszych badaniach [41] zidentyfikowano 6 nowych
typow hybryd S. cerevisiae i S. kudriavzevii wéréd droz-
dzy piwowarskich, bazujac na analizie RFLP 35 gendw
kodujacych biatka. Hybrydy te przypuszczalnie zawie-
raty chromosomy chimeryczne, prawdopodobnie gene-
rowane przez rekombinacje miedzy homologicznymi
chromosomami z réznych zrédet rodzicielskich [9].
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6.4. Drozdze do produkcji cydru

Szczepy zawierajace material genetyczny z réznych
zrodet znaleziono takze wérdd drozdzy stosowanych
do wytwarzania cydru. Stwierdzono, ze drozdze te byly
hybrydami zawierajacymi material genetyczny z gatun-
kow 8. cerevisiae i drozdzy zblizonych budowa do do
S. bayanus i do S. kudriavzevii. Dodatkowe zrdznico-
wanie genomowe bylo wynikiem miedzygatunkowe;
hybrydyzacji, ktéra wystepowala migdzy dwoma lub
wigcej gatunkami Saccharomyces [74].

Tak wiec hybrydyzacja, ktéra dtugo wydawata sig, ze
wystepuje tylko u drozdzy piwowarskich, ostatecznie,
okazalo sie, jest powszechna w rodzaju Saccharomyces,
wystepuje takze w drozdzach winiarskich i cydrowych
[24, 54].

Obecnos$¢ hybryd S. cerevisiae x S. bayanus jest fatwo
wytlumaczalna, poniewaz oba gatunki koegzystuja
w tych samych procesach i srodowiskach fermentacyj-
nych (warzenie piwa) [76], produkcja cydru [21, 84].
Jednak w przypadku hybryd S. cerevisiae x S. kudriav-
zevii nie jest fatwo zrozumie¢, kiedy nastapita hybry-
dyzacja i jak te hybrydy skolonizowaly produkcje wina
w centralnej Europie [41], poniewaz S. kudriavzevii jak
dotad, nie znaleziono w §rodowisku fermentacyjnym.
Szczepy S. kudriavzevii izolowano z opadnigtych lisci
i ziemi w Japonii [67].

7. Zmiany w budowie genomu

Stosowanie drozdzy przez czltowieka prowadzito do
selekcji wyspecjalizowanych szczepdéw w piekarstwie,
piwowarstwie i winiarstwie. Te wyspecjalizowane
szczepy drozdzy S.cerevisiae wykazuja specyficzne
cechy fenotypowo-technologiczne. Budowa genomowa
tych drozdzy zmienita sie pod wptywem réznych zda-
rzen. Byly to: duze rearanzacje chromosomalne (Gross
Chromosomal Rearregement GRC), zmienna liczba
kopii genéw i polimorfizm sekwencji oraz introgresje
(transfer DNA) [8, 10].

7.1. Duze rearanzacje chromosomalne

Od dawna wiadomo, Ze drozdze winiarskie wyka-
zujace wysoki poziom polimorfizmu dtugosci chromo-
somow powstaly w wyniku rearanzacji chromosomal-
nych. W wyniku tych rearanzacji nastapily translokacje,
delecje i amplifikacje regionéw chromosomalnych [17,
18]. Nastgpilo przemieszczenie migdzy sekwencjami
Ty lub zduplikowanymi genami [20]. Z wykorzysta-
niem analiz poréwnawczej hybrydyzacji genomo-
wej podkreslono role mobilnych retrotranspozonéw
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w generowaniu zmienno$ci w genomach szczepdéw
winiarskich [16]. I tak np. sekwencja genomu szczepu
winiarskiego EC1118, zawiera wiele blokdw chromo-
somalnych z translokacjami i insercjami nieobecnymi
w genomie referencyjnego szczepu S288c. Wiele z tych
translokalcji i insercji jest zlokalizowanych w telomero-
wych regionach chromosomoéw [91]. Rearanzacje geno-
mowe mogg modyfikowa¢ ekspresje genu i zmienia¢
fenotyp, zwlaszcza jesli sg zlokalizowane wewnatrz ORF
lub w regionie regulatorowym genu.

W wigkszosci przypadkow nie udowodniono bez-
posredniego zwigzku miedzy tymi rearanzacjami
a cechami fenotypowymi. W niektérych jednak przy-
padkach udalo si¢ te role zdefiniowaé. Wzajemne trans-
lokacje miedzy chromosomem VIII i XV, widoczne
w drozdzach winiarskich, zwigkszaja ekspresje genu
SSUI, ktory koduje biatko blony komoérkowej wia-
czone w transport anionéw siarkowych, podwyzszajac
oporno$¢ na zwigzki siarki [42, 71]. Prawdopodobnie
ta translokacja powstata przez cigglte stosowanie zwigz-
kéw siarki w winiarstwie i udowodnita zwigzek mie-
dzy rearanzacjami chromosomalnymi a adaptacja do
warunkow przemystowych.

Drozdze flor takze zawierajg wiele rearanzacji. Eks-
pozycja drozdzy na wysokie stezenia acetylaldehydu
i alkoholu, mogta wpltywa¢ na peknigcia podwojnej
nici, co faworyzowalo wystepowanie GCR (Gross Chro-
mosome Rearangement) [46].

7.2. Zmienna liczby kopii genow

Amplifikacja genéw jest znanym mechanizmem
adaptacji przez rézne organizmy, stuzagcym przetrwa-
niu w stresujacych srodowiskach lub zwigkszeniu opor-
nosci na wiele toksycznych czynnikéw. Po opartej na
mikromacierzach hybrydyzacji catego genomu ré6znych
szczepow S. cerevisiae [81, 83, 94] wykazano obecnos¢
powtorzen sekwencyjnych DNA i podkreslono ich role
w strukturalnej dywersyfikacji i adaptacji do specyficz-
nych warunkéw $rodowiska. Analizy zmienno$ci liczby
kopii wykazuja duplikacje i delecje gendéw subtelomero-
wych [16, 31]. Wiele roznic miedzy szczepami dotyczy
genow transporterowych i genéw wlaczonych w odpo-
wiedzi na leki/narkotyki [31]. Zmienno$¢ liczby kopii
sekwencji obserwowano takze w telomerowych lub
subtelomerowych regionach chromosomalnych szcze-
poOw S. cerevisiae stosowanych w wytwarzaniu etanolu,
stosowanego jako biopaliwo. Analiza zmiennosci liczby
kopii pigciu przemyslowo waznych szczepoéw drozdzy
S. cerevisiae bioracych udzial w procesie wytwarzania
biopaliwa potwierdzila amplifikacje w telomerowych
genach SNO i SNZ, ktére s3 wlaczone w biosynteze
witaminy B6 i B1 [83].

ANNA MISIEWICZ, SYLWIA WROBLEWSKA-KABBA

7.3. Polimorfizm sekwencji

Poréwnawcza identyfikacja polimorfizmu sekwencji
nukleotydowych jest podstawowa metoda w badaniu
genetycznych roznic szczepdw, takze w wyjasnieniu
historii ewolucyjnej gatunkéw [81]. W 63 szczepach
drozdzy S. cerevisiae izolowanych z réznych srodowisk
piwowarskich, winiarskich, szpitalnych i $rodowiska
naturalnego, po hybrydyzacji genomowego DNA kaz-
dego szczepu z calym genomem szczepu S288c wykryto
1,89 mIn polimorfizméw pojedynczych nukleotydow
(Single Nucleotide Polymorphism SNP). Zlokalizo-
wano 3985 delecji o dtugosci ponad 200 pz w geno-
mach badanych szczepow. Obserwowano zmniejsze-
nie gestosci SNP w odlegtosci 25 pz od centromerdw.
Kontrastowo, wyzsza zmiennos¢ sekwencji obserwo-
wano w regionach oddalonych o 15-45 pz od telome-
row, takze wiekszos¢ zdeletowanych genéw znajdowata
sie w regionach subtelomerowych. Potwierdzono w ten
sposob zmienno$¢ regiondéw subtelomerowych umoz-
liwiajacych adaptacje szczepoéw do asymilacji roznych
zrodet wegla [94].

W kilku przypadkach wykazano wptyw polimor-
fizmu sekwencji na cechy fenotypowe o znaczeniu prze-
mystowym. Np. szczepy drozdzy flor majg dwie muta-
cje we FLO11, genie kluczowym w formowaniu velum,
kodujacego mucyne w $cianie komorkowej. Te mutacje
w promotorze i regionie kodujagcym FLO11 wzmacniaja
ekspresje tego genu i zdolnos¢ komérek do przylegania
do siebie [34, 46]. Inny przyklad podaje Guillaume
[43], ktory zidentyfikowal allel HXT3, odpowiadajacy
za wzmozong zdolnos$¢ do fermentowania fruktozy
w kilku szczepach drozdzach winiarskich.

7.4. Transfer DNA. Introgresje

Pozyskiwanie gendw przez transfer DNA dlugo
byto spostrzegane jako rzadkie zjawisko u drozdzy.
Jednak niespodziewanie okazalo sie, ze genom droz-
dzy S. cerevisiae szczepu winiarskiego EC1118 zawiera
duze segmenty chromosomoéw uzyskane w wyniku
niezaleznego zdarzenia HGT z r6znych donoréw, wia-
czajac gatunki nie-Saccharomyces [69]. Te introgresje
zawieraly 34 nowe geny zwigzane przede wszystkim
z metabolizmem wegla i azotu, co sugerowalo ich
potencjalng role w adaptacji szczepéw do srodowiska
winiarskiego, gdzie istotne sg te szlaki metaboliczne.
Jeden z nowo badanych genéw, homologiczny do FSY1
u S. pastorianus koduje wysoka zdolno$¢ do symportu/
transportu fruktozy, wzbogacajac podobng funkcje nie
znaleziong w S. cerevisiae. Ten gen transporter ma zna-
czenie przy koncu fermentacji winiarskiej, gdy wiek-
sz0$¢ pozostalego cukru wystepuje w formie fruktozy
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[37]. Ostatnio wykazano obecno$¢ dwdch zduplikowa-
nych tandemowych genéw kodujacych transportery
oligopeptydéw. Te geny nalezaly do nowej rodziny
grzybowych transporteréw oligopeptydowych (FOT)
zidentyfikowanych w wyniku przeprowadzenia ana-
lizy metatranskryptomowych populacji eukariotycz-
nych mikroorganizméw glebowych [22]. Obecnos¢
tych nosnikéw u drozdzy czyni mozliwym transport
wigkszych oligopeptydéw niz zwykle transportowanych
przez nosniki Ptr2p i Dal5p [45]. Niskie stezania azotu
przy koncu fermentacji i stosowanie dipeptydéw moze
wystepowa¢ w drozdzach winiarskich zawierajacych
transportery FOT zlokalizowane we fragmencie 65-pz
DNA znalezionym w subtelomerowym fragmencie
regionu chromosomu XV u wielu szczepéw drozdzy
winiarskich. Ten fragment DNA takze jest zawarty
w genie XDHI (EC1118_1D0_6623g), ktéry koduje
przypuszczalnie dehydrogenaze ksylitolu, ostatnio
zidentyfikowang w przy badaniu ,,zuzywania” ksylozy
przez szczepy winiarskie [92]. Donor jednej z innych
introgresji znaleziony w genomach drozdzy winiar-
skich pochodzi z mikroorganizmu (Zygosaccharomy-
ces bailli), nalezacego do flory zakazajacej moszcze
winne, sugerujac, ze te zdarzenia moga by¢ ulatwiane
przez ekologicznag bliskos¢, sasiedztwo [69]. Wykazano
takze, ze ta introgresja znajdowala si¢ w wielu kopiach
w genomach drozdzy winiarskich, w réznych lokali-
zacjach chromosomalnych. Absorpcja, utrzymanie
i ekspansja tych obcych genéw w genomie szczepow
drozdzy winiarskich modeluje ewolucje adaptatywna
drozdzy winiarskich.

Introgresje genu DUP240 z chromosomu I S. para-
doxus obserwowang w drozdzach izolowanych z han-
dlowych preparatow i dzikich szczepach winiarskich,
opisano takze w klinicznym szczepie YJM789 [91] i izo-
lowanym z fig szczepie EM93, przodka szczepu $288c
[32]. Dodatkowo szczep EM93 wykazuje polimorfizm
korespondujacy z tym samym regionem, jak introgre-
sowany region z MAL chromosomu VII S. paradoxus.
To zjawisko obserwowano u szczepu BG2 stosowanego
do biopaliwa, wskazujac, ze ten region moze takze pod-
lega¢ introgresji w szczepie EM93 [32].

Znaleziono réwniez introgresje, definiowane jako
relatywnie mate regiony réznych gatunkéw wewnatrz
genomu innych gatunkéw, gléwnie wystepujace u blisko
spokrewnionych gatunkow grupy Saccharomyces sensu
stricto [26, 57, 64, 65]. Telomery niosg geny nieortolo-
giczne do S. cerevisiae, dodajac specyficznosci/oryginal-
nosci drozdzom piwowarskim, poniewaz telomery znane
s3 z obecnosci genow wlaczonych w proces wytwarzania
piwa. Geny transportery maltozy i maltotriozy wiaczone
w proces fermentacji byly takze obecne w wyzszej liczbie
kopii w genomie zsekwencjonowanego genomu drozdzy
piwowarskich, bylo to spojne z réznymi fizjologicznymi
zdolnosciami hybryd piwowarskich.
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Stosowanie sztucznych inter- i intraspecyficznej
hybrydyzacji wérdd drozdzy Saccharomyces sensu stricto
jest szeroko stosowane do udoskonalania szczepow
drozdzy w przemysle fermentacyjnym [76].

Wiele badan wskazuje, Ze teoretycznie nie ma granic
w wymianie materialu genetycznego w grupie drozdzy
Saccharomyces sensu stricto.

7.5. Sekwencje powtorzone

Tandemowo powtdrzone sekwencje DNA s3 wy-
soko dynamicznymi skladnikami genomoéw. Wigk-
szo$¢ z nich znajduje si¢ w regionach intergenowych,
lecz niektére w sekwencjach kodujacych lub pseudo-
genach [89]. U ludzi, ekspansja intragenowych pow-
torzen tripletowych jest zwigzana z réznymi chorobami,
wiaczajac plasawice Huntingtona i zespot tamliwego
chromosomu X [59]. W genomie Saccharomyces cere-
visiae wigkszo$¢ gendw zawiera intragenowe powtorze-
nia kodujace biatka $ciany komdrkowej. Te powtorze-
nia zapoczatkowuja czgste zdarzenia rekombinacyjne
w genie lub miedzy genem i pseudogenem, bedac
przyczyna ekspansji i powiekszaniu wielkosci genu.
Zmiana wielko$ci wplywa na zmiany w fenotypie tj.
adhezje, flokulacje lub tworzenie biofilmu. Zréznico-
wanie liczby powtdrzen intragenowych prowadzi do
funkcjonalnej réznorodnosci antygendéw $ciany komor-
kowej, ktory pozwala grzybom i innym patogenom,
na szybka adaptacje do srodowiska i zmiany systemu
immunologicznego [89].

8. Pangenom drozdzy Saccharomyces sensu stricto.
Roéznorodnos¢ szczepdw w obrebie grupy

W wiekszosci badan z ostatnich lat, sekwencje
nukleotydowe szczepow drozdzy poréwnywano jedy-
nie z sekwencjami pierwszego sekwencjonowanego
organizmu eukariotycznego, jakim jest referencyjny
szczep laboratoryjny S288c, przez wiele lat jedyny zse-
kwencjonowany przedstawiciel gatunku Saccharomyces
cerevisiae. Od catkowitego zsekwencjonowania genomu
drozdzy szczepu S288c w 1996 r. [39] nastgpit niedawno
gwaltowny wzrost sekwencjonowania innych szczepow
S. cerevisiae [11-13, 26, 58, 91], rozszerzajac wiedze
zaréwno na poziomie SNP i zmiennosci strukturalnej
i ujawniajac nieznane kilobazy dodatkowych sekwencji
nieobecnych w referencyjnym genomie S288c.

Rozwdj wiedzy o pangenomie S. cerevisiae mozliwy
jest po analizie duzej prébki np. powszechnie stosowa-
nych handlowych drozdzy winiarskich i poréwnanie
ich z innymi drozdzami przemystowymi, wiaczajac
naturalne, dzikie szczepy drozdzy winiarskich, piwo-
warskich, piekarskich i gorzelniczych.
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Tabela III
Niektore zsekwencjonowane genomy drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Rok
sekwencjo-|  Szczep Pochodzenie Charakterystyka
nowania
1996 S5288¢c Pochodzi od szczepu EM93 (88% genomu),
EM126, NRRL YB-210, Yeast Foam, FLD, LK
2005 RMIl1-l1a | Haploid Uzyskany ze szczepu Bb32(3)
2007 YM789 Haploid, patogen oportunistyczny od pacjenta | Zdolnosci flokulacyjne, toleruje wysoka temperature i wirusy
2008 M22 Wtoska winiarnia
YPS163 Gleba, dab Odporny na niska temperature, wysoka ekspresja na
akwaporyne
AWRI1631 | Australijski szczep winiarski, haploid Uzyskany z przemystowego szczepu winiarskiego N96
AWRI796 | Australijski, haploidalny uzyskany Szczep winiarski
z przemystowego szczepu N96
2009 JAY291 Nieflokulujacy haploid z ze szczepu PE-2 Toleruje stres tlenowy i temperaturowy
do produkgji bioetanolu
EC1118 Diploidalny, handlowy, powszechnie uzywany |Trzy unikalne regiony od 17 do 65 pz, obecnoé¢ genow
do produkcji wina wskazujacych metabolizm i transport cukru i azotu, brak
100 genéw w por. z S288¢
2010 VIN13 Z Afryki Potudniowej Toleruje niskie temperatury, wina aromatyczne
AWRI796 | Z Afryki Potudniowe, haploidalny uzyskany |Bardziej przydatny do win czerwonych, fermentacja
z przemystowego szczepu N96 w wyzszych temperaturach
CLIB215 | Z piekarni z Nowej Zelandii
2011 CBS7960 | Cukrownia w Brazylii
PW5 Palma, Nigeria
CLIB 324 | Piekarski szczep z Wietnamu
CLIB382 Z piwa, Irlandia
EC9-8 Haploid, z Kanionu Ewolucji, Izrael Odporny na kadm
T7 Dab, USA
T73 Niskie wymagania azotowe, wysoka tolerancja na alkohol,
niskie wytwarzanie lotnych kwasow
UC5 Sake, Japonia
VL3 aromatyczne biale wina, wysoka zawartosc tiolu
K7 Szczep do sake
QA23 Vinho Verde, Portugalia Toleruje niskie temperatury, niskie wymagania sktadnikéw
pokarmowych i tlenu, wysoka aktywno$¢ betaglukozydazy
Y10 Orzech kokosowy, Filipiny
YIM269 Winogrona z Austrii
Era NGS

Rozwijajaca si¢ dynamicznie genomika poréwnaw-
cza, dzieki zsekwencjonowaniu coraz wigkszej liczby
szczepOw drozdzy, pomaga w poszukiwaniu odpowiedzi
na pytanie, w jaki sposdb przez tysiace lat nastegpowata
adaptacja genoméw uprzednio dzikich gatunkow, w
wyniku ktdrej otrzymano zréznicowane, wyspecjali-
zowane szczepy, o roznych szlakach metabolicznych,
wykorzystywanych przemystowo przez cztowieka. Przy-
ktady takich szczepow podano w tab. III.

Wigkszos¢ genow szczepu S288c jest obecnych
w winiarskim szczepie T73. Gléwna réznica miedzy

szczepami S288c¢ i T73 polega na obecnosci w wigkszej
liczbie kopii elementéw Tyl i Ty2, obecnych w S288c.
Wei iwsp. [91] znalazt ok. 60 000 polimorfizmdw
pojedynczych nukleotydéw (SNP) i ok. 6000 insercji/
delecji w trakcie poréwnania szczepéw YJM789 i S288c.
Zmiany wystepowaly zardwno w roznej gestosci polimor-
tizmu miedzy chromosomami i mi¢dzy specyficznymi
genami. W szczepie JAU291, o dobrze scharakteryzo-
wanych allelach wielu genéw zwigzanych z fermentacja,
wykazano znaczne réznice migdzyszczepowe w porow-
naniu do sekwencji szczepéw S288c, RM-11 i YJM789.
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Wykazano, ze sekwencje nukleotydowe genomo-
wego DNA diploidalnego szczepu K7, uzywanego przy
wytwarzaniu sake, s3 prawie identyczne z sekwencjami
laboratoryjnego szczepu S288C oprdcz kilku subtelo-
merowych polimorfizméw i dwoch duzych inwersji
obecnych w szczepie K7. Analiza heterozygotycznych
nukleotydéw miedzy chromosomami homologicznymi
ujawnila obecno$¢ mozaikowej, nieréwnomiernie nie-
parzystej dystrybucji heterozygot w szczepie K7 [1].

Poréwnawcze badania nad réznorodnoscig geno-
mow szczepdw S. cerevisiae wskazuja na obecno$¢ uni-
katowych klastrow szczepdw stosowanych do produkcji
sake, réznych od winiarskich i laboratoryjnych [58, 81]
zgodnie z ich unikatowymi filogenetycznymi pozycjami
i wysokim wytwarzaniem etanolu.

Wystepujace roznice wielko$ci miedzy genami
w rdéznych szczepach S. cerevisiae sg istotne, jako ze
wielkos$¢ wiekszosci gendw jest konserwowana ponad
miliony lat w réznych gatunkach drozdzy. Poréwnanie
liczby genomowych kopii vs. pozioméw transkryp-
tow moze prowadzi¢ do charakterystyki konkretnego
szczepu drozdzy. Szczegdlnie informacja o elementach
Ty i duzych rodzinach gendw, takich jak rodziny sub-
telomerowe, moze by¢ stosowana jako czule narzedzie
molekularne stosowane do opisu szczepow przemysto-
wych, jak sugerowat uprzednio Pretorius [72].

Rearanzacje genomu, szczegdlnie amplifikacje i de-
lecje regularnie obserwowano w odpowiedzi na zasto-
sowang silng presje selekcyjna w populacji mikroor-
ganizméw w hodowli ciaglej. W warunkach chemo-
statu, ewolucja mikrobiologiczna wystepowala przez
sekwencyjne nagromadzenie mutacji. Haploidalne
i izogeniczne klony, propagowano aseksualnie przez
100-500 generacji w hodowli z ograniczonym doste-
pem glukozy. Diploidy ewoluowaly szybciej niz haplo-
idy Stosujac macierz CGH, po stresowaniu drozdzy
znaleziono dodatkowe charakterystyczne rearanzacje
genomowe w 6 z 8 szczepow. Te rearanzacje wiaczajac
poprzednio wskazane lokalne amplifikacje genowe,
zmienily liczbe kopii w chromosomie i translokacji
wewnatrz i miedzy chromosomami. Przyczyng wiek-
szosci rearanzacji byla ektopowa rekombinacja z wia-
czeniem sekwencji zwigzanych z transpozonem [29].

Rodziny genéw subtelomerowych ewoluujg szybciej
niz geny potozone blizej centromeru. Regiony subtelo-
merowe czgsciej sa miejscami duplikacji genu [2], co
potwierdza unikalng role subtelomeréw jako znacza-
cych miejsc w ewolucji genomu i zmianach innowa-
cyjnych budowy/funkcji genomu [14], np. przypusz-
czalna adaptatywna amplifikacja subtelomerowych
gendéw SNO/SNZ wystepuje w szczepach stosowanych
w wytwarzaniu etanolu paliwowego [83]. Lokalizacja
subtelomerowa gendéw utylizujacych cukier zapewne
takze podlega adaptacji [14]. Dodatkowo, wiele rodzin
elementéw transpozonowych wykazuje zréznicowa-
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nie liczby lub nie wystepuja w roznych szczepach [59].
Innym Zrédlem zréznicowania adaptatywnej ekspansji
jest zwielokrotnienie liczby genéw, takich jak loci CUPI
[35] i HXT6/7 [29, 48].

9. Modele ewolucji u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

Badania genomiki poréwnawczej ostatnio graja
wieksza role w objasnianiu ewolucji drozdzy Saccharo-
myces. Waznym mechanizmem eukariotycznej chro-
mosomalnej ewolucji jest duplikacja segmentowa
chromosomu, ktéra prowadzi do krétkotrwatego,
przemijajacego czesciowego stanu diploidalnego, ktory
nastepnie jest zmieniany przez utrate lub duplikacje
genu albo zréznicowanie sekwencji. Wg jednych ewo-
lucyjny model S. cerevisiae jest zdegenerowanym tetra-
ploidem, wg innych zdegenerowanym poliploidem.

Interesujgce poréwnanie budowy genoméw dwdch
grup drozdzy lager prowadzi do wniosku [30], ze
pochodzg z dwoch niezaleznych zdarzen intergatun-
kowej hybrydyzacji miedzy dwoma zarodnikami S. cere-
visiae i S. bayanus var. bayanus i fuzji miedzy diploidem
S. cerevisiae i haploidalnym S. bayanus var. bayanus.
Prawdopodobnie, po prostym etapie hybrydyzacji,
genom hybrydy podlegal ekstensywnej chromosomal-
nej rearanzacji, wlaczajac ubytki chromosomoéw i chro-
mosomowg generacje chimerycznych chromosoméw
przez niewzajemng, nierownowazng rekombinacje mie-
dzy homologicznymi chromosomami [9].

Wolfe i Shields [97] poczatkowo proponowali
ewolucyjny model dla Saccharomyces cerevisiae. Ich
model wskazywal, ze te drozdze sg generowane przez
catkowita duplikacje genomu ich przodka prowadzac
serie chromosomalnych translokacji i delecji frakeji
genomowych. Badania nad rearanzacja chromosomalng
w S. cerevisiae i S. bayanus wskazuja, ze takie rearanzacje
s3 zdolne do przyspieszenia dywersyfikacji sekwencji
genomu w specjacji, poniewaz one indukuja niezywe
spory w kulturach hybrydowych. Perez-Ortin iwsp.
[71] wykazal, ze duze chromosomowe rearanzacje,
zwane zwrotnymi wzajemnymi translokacjami miedzy
chromosomem VIIT i XVI genu SSUI i genu ECM34 sa
wlaczone w adaptatywna ewolucje S. cerevisiae i wydaje
sie, ze znaleziono je tylko w szczepach winiarskich.

Wyjasnienie drogi, jaka ewoluujg drozdze Sac-
charomyces jest fundamentalne do zrozumienia jak
nastepowala specjacja Saccharomyces sensu stricto. Te
kontrowersyjne teorie, pokazujg droge ewolucyjna, pro-
wadzacg do obecnych drozdzy Saccharomyces.

Szczegolowa charakterystyka szczepu produkcyj-
nego, prognozowanie wlasciwosci biotechnologicznych
na podstawie budowy genomu staje si¢ jednym z kry-
tycznych czynnikéw determinujgcych wybor szczepu
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i strategi¢ jego stosowania w celu uzyskania powta-
rzalnych i unikalnych waloréw smakowych produktéow
fermentacji.
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