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1. Wprowadzenie

admierna kwasowo$¢ moszczow i win owocowych, spowodowana gtéwnie
Nobecnoéciq kwasu jabtkowego, stanowi istotny problem w polskim winiar-

stwie. W procesie produkcji wina konieczne jest usuniecie od 40 do 60% tego
kwasu, w zaleznosci od poczatkowej kwasowosci moszczu. Metody obnizenia
kwasowosci przez rozcienczanie i kupazowanie (1) oraz na drodze chemicznej
neutralizacji kwasu (2) nie zawsze dajg pozadane rezultaty. Biologiczna de-
gradacja kwasu L-jablkowego moze byé prowadzona zaréwno przez bakterie
mlekowe Leuconostoc oenos i Lactobacillus plantarum (3), jak i drozdze roz-
szczepkowe Schizosaccharomyces pombe (4,5). ROwniez niektdre szczepy droz-
dzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae prowadzg beztlenowg biodegradacje
kwasu L-jabtkowego, lecz jego rozktad jest zawsze niecatkowity i zaleznie od
szczepu waha sie od 5 do 40% (6).

Drozdze rozszczepkowe S. pombe znalazly zastosowanie w winiarstwie ze
wzgledu na utylizacje 80-100% kwasu jabtkowego zawartego w podtozu fer-
mentacyjnym (5,6). Jednakze wprowadzenie do procesu fermentacji win in-
nych mikroorganizméw niz drozdze S. cerevisiae wigze sie zwykle z wyste-
powaniem niekorzystnych interakcji pomiedzy populacjami oraz wytwarza-
niem zwigzkéw powodujgcych niepozadane zmiany wilasciwosci organolepty-
cznych koncowego produktu (7,8).

Polaczenie cech biochemicznych i technologicznych drozdzy winiarskich
S. cerevisiae i rozszczepkowych S. pombe w jednym organizmie umozliwitoby
beztlenowa biodegradacje znacznych ilosci kwasu L-jabtkowego zawartego
w Srodowisku fermentacyjnym, réwnoczesnie z prawidtowo prowadzong fer-
mentacja gtéwna.
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Szerokie mozliwosci konstrukcji nowych ras drozdzy stwarza metoda fuzji
protoplastéw lub sferoplastéw, polegajaca na potaczeniu dwdéch komorek réz-
nych szczepow mikroorganizmow, catkowicie lub czeSciowo pozbawionych
Sciany komorkowej. Fuzja protoplastéw moze by¢ stosowana niezaleznie od
ptoidalnosci lub typu koniugacyjnego oraz stopnia pokrewienstwa filogene-
tycznego drozdzy (9). Wyjsciowe kultury drozdzy stosowane w procesie po-
winny charakteryzowac¢ sie cechami komplementarnymi, pozwalajgcymi na
tatwe odroznienie produktow fuzji od komodrek szczepéw rodzicielskich.
W przypadku szczepéw laboratoryjnych o wyznaczonych markerach genety-
cznych (np. okre$lone wymagania pokarmowe — auksotrofia), identyfikacja
hybrydéw prowadzona jest przy zastosowaniu odpowiednich podtéz, jako se-
lekcja bezposrednia (10).

Do usuwania sciany komoérkowej drozdzy uzywane sg kompleksy enzy-
matyczne pochodzenia naturalnego, a stopienn protoplastyzacji zalezny jest
od rodzaju szczepéw drozdzy, wieku kultur i warunkéw hodowli oraz opty-
malizacji stezenia i czasu dzialania enzymu (11). Uniwersalnym fuzogenem
jest glikol polietylenowy (PEG) w zakresie stezen 25-40%, a obecnos¢ jonéw
wapnia w srodowisku inicjuje proces fuzji i znacznie zwigksza jej efektywnos¢
(10,12). Regeneracja protoplastow prowadzona jest na podtozach statych
w obecnosci stabilizatora osmotycznego.

Celem prowadzonych badan byta préba konstrukcji miedzyrodzajowych
hybrydéw drozdzy przez fuzje protoplastow auksotroficznych szczepéw S. ce-
revisiae i S. pombe, dokonanie charakterystyki cech fizjologicznych i bioche-
micznych otrzymanych mieszancow, jak rowniez ocena zdolnosci mieszancéw
do beztlenowej biodegradacji kwasu L-jabtkowego w podtozu modelowym.

2. Materiaty i metody

2.1. Materiat biologiczny

W badaniach wykorzystano:

1) haploidalny auksotroficzny szczep drozdzy S. cereuisiae SP20 leul adel
a, pochodzacy z kolekcji Instytutu Nauk Rolniczych w Zamosciu, wykazujacy
jedynie tlenowy rozkiad kwasu L-jabtkowego,

2) haploidalny auksotroficzny szczep drozdzy rozszczepkowych S. pombe
met3-15 h* otrzymany z kolekcji Instytutu Mikrobiologii Uniwersytetu Wroc-
tawskiego, wykazujacy wysoki stopien rozklgdu kwasu L-jabtkowego zaréwno
w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych.

2.2. Podtoza hodowlane

Przechowywanie i hamnazanie biomasy drozdzy S. cereuisiae prowadzono
na standardowym podtozu YPG (13), natomiast drozdze S. pombe przecho-
wywano i namnazano na podiozu YEL wg Gutza i wsp. (14).
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Do sprawdzenia stopnia protoplastyzacji stosowano podioze minimalne
z dodatkiem stabilizatora osmotycznego (15).

Selekcji produktow fuzji zdolnych do utylizacji kwasu L-jabtkowego w wa-
runkach tlenowych dokonano na podiozu MGIA wg Osothsilp i Subden (16).
Kolonie szczepow drozdzy metabolizujagcych kwas L-jabtkowy zabarwiaty sie
na kolor niebieski.

2.3. Otrzymywanie i fuzja protoplastow

Protoplasty drozdzy S. cerevisiae otrzymano przez enzymatyczng hydrolize
scian komoérkowych, stosujac enzym lityczny Helix pomatia (15) o stezeniu
10 mg/cm”™ w 0,6 M KCI. Do usuniecia scian komérkowych drozdzy S. pombe
uzyto preparatu Novozym 234 (enzymu litycznego Trichoderma harzianum)
firmy Sigma w stezeniu 3 mg/cm”™ w 0,9 M roztworze sorbitolu, wg procedury
podanej przez Sipiczki i wsp. (17).

Fuzje przeprowadzono w 35% roztworze glikolu polietylenowego PEG 4000
wio mM CaCl2, inkubujac zawiesine w temperaturze 37°C w czasie 20 min
(18). Zawiesine protoplastéw wysiewano wglebnie do podtoza MGIA.

2.4. Badanie aktywnosci dehydrogenazy L-jablczanowej

Aktywnosé¢ dehydrogenazy L-jabtczanowej w warunkach tlenowych bada-
no metoda spektrofotometryczng na podstawie redukcji btekitu tetrazotu
(19).

2.5. Badanie cech fizjologicznych i biochemicznych drozdzy

Badanie podstawowych cech fizjologicznych i biochemicznych szczepéw
rodzicielskich oraz wyselekcjonowanych hybrydéw przeprowadzono wg me-
todyki opisanej przez Lodder i wsp. (13). W badaniach uwzgledniono asymi-
lacje i fermentacje cukrow (glukozy, galaktozy, sacharozy, maltozy, laktozy,
melibiozy, rafinozy i trehalozy) oraz asymilacje glicerolu, etanolu i azotanéw
oraz zdolnos¢ do wytwarzania enzymu ureazy i tworzenia zarodnikow.

2.6. Badanie zdolnoSci biodegradacji kwasu L-jabtkowego w warunkach
beztlenowych

Beztlenowy rozkiad kwasu L-jabtkowego badano w podiozu modelowym
YG z zawartoscia 10% glukozy i 0,7% kwasu L-jabtkowego (20) w objetosci
110 cm” podtoza. Proby inkubowano w ciggu 7 dni w temperaturze 30°C.

2.7. Oznaczanie zawartosci kwasu L-jabtkowego

Zawarto$¢ kwasu L-jabtkowego w podtozu hodowlanym oraz medium po-
hodowlanym oznaczano metodag wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej
(HPLC), wykorzystujac wysokocisnieniowy chromatograf cieczowy szwedzkiej
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firmy LPIB. Rozdziat prowadzono w temperaturze otoczenia, stosujgc kolumne
Supercosil LC-18, o wymiarach 250 x 4,6 mm i wielkosci ziaren wypetnienia
5 pm. Faze ruchoma stanowit 1% roztwor KH2PO4 o pH = 3,5, przeptywajacy
z szybkoscig 0,8 cm”~/min (21).

2.8. Okreslanie zawartosci etanolu

Zawartos¢ alkoholu etylowego oznaczano metodg enzymatyczng za pomo-
cg testow firmy Boehringer Mannheim (22).

3.0Omowienie wynikow

Podjeto prébe hybrydyzacji somatycznej auksotroficznych haploidalnych
szczepow drozdzy S. cerevisiae SP20 adel leul a i S. pombe met3-15 h+.
Wybor szczepu S. cerevisiae SP20 nie degradujacego kwasu L-jabtkowego
W anaerobiozie pozwala stwierdzi¢, ze zdolno$¢ fermentacji tego kwasu wy-
kazywana przez skonstruowane hybrydy miedzyrodzajowe pochodzita jedynie
od rodzicielskiego szczepu drozdzy rozszczepkowych.

Z powodu trudnosci w usunieciu Scian komérkowych drozdzy S. pombe
za pomocg enzymu litycznego Helix pomatia, zastosowano roztwoér preparatu
Novozym 234, co pozwolito na osiggniecie wysokiego stopnia protoplastyzacji,
wynoszgcego 99,3%. W przypadku drozdzy S. cerevisiae osiggnieto 100%
stopien protoplastyzacji. Stwierdzono, ze stopien regeneracji protoplastéw droz-
dzy rozszczepkowych byt nieznacznie wyzszy (34,6%) w poréwnaniu ze szcze-
pem S. cerevisiae (32,2%). Czestos¢ fuzji wynosita 5,2 x 10",

Zastosowano trojstopniowy system selekcji hybrydow:

a) podioze regeneracyjno-selekcyjne MGIA do regeneracji produktow fuzji,

b) selekcje hybryddéw na podstawie obseiAvacji cech morfologicznych i spo-
sobu rozmnazania wegetatywnego,

¢) badanie aktywnosci dehydrogenazy L-jabtczanowej w warunkach tle-
nowych.

Po fuzji wyizolowano 250 szczepow zdolnych do aerobowego rozkiadu
kwasu L-jabtkowego, tworzacych granatowe kolonie na podtozu minimalnym
MGIA zawierajagcym kwas L-jabtkowy i zielen bromokrezolowa.

Na podstawie obserwacji cech morfologicznych oraz sposobu rozmnazania
wegetatywnego do dalszej analizy wybrano 67 hybrydéw, sposréd ktérych
jedynie 14 szczepow wykazywato w warunkach tlenowych zwiekszenie aktyw-
nosci dehydrogenazy L-jablczanowej o 1,1-39,1% w pordédwnaniu z aktywno-
$cig haploidalnego szczepu SP20 i o 3,6-86,5% w odniesieniu do drozdzy
rozszczepkowych.

Wyselekcjonowane mieszarice miedzyrodzajowe znacznie réznity sie mor-
fologicznie od form rodzicielskich, tworzac wydtuzone komérki o ksztatcie
zblizonym do komérek drozdzy rozszczepkowych S. pombe. U wszystkich
hybrydéw obserwowano rozmnazanie przez rozszczepianie, typowe dla S. po-
mbe; z réwnoczesnym tworzeniem paczkow, charakterystycznym dla drozdzy
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Fot. 1. Mieszaniec miedzyrodzajowy 3IMS (S. cereuisiae SP20 leul adel ax S. pombe
met3-15 h+); A — rozmnazanie przez rozszepianie, B — rozmnazanie przez paczkowanie.

IMI 2 pm

Fot. 2. Szczep haploidalny S. cereuisiae SP20 leul ade ! a.
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2 pm

Fot. 3. Szczep haploidalny S. pombe met3-15 h™

S. cerevisiae. W jednej komorce obserwowano obydwa sposoby rozmnazania,
przy czym przegrody wystepowaly zarobwno w miejscu tworzenia paczka, jak
i w srodkowej czesci komorki. U niektérych mieszaricéw odnotowano boczne
paczkowanie komorek, przypominajgce mycelialny typ podziatu. Sposoéb roz-
mnazania wegetatywnego hybryda 31 MS przedstawiono na fotografii 1. Dla
porodwnania na fotografiach 2 i 3 zobrazowano morfologie komorek szczepéw
rodzicielskich.

Na podstawie przeprowadzonych badan cech fizjologicznych otrzymanych
hybrydéw stwierdzono, ze podobnie jak szczepy rodzicielskie, wykazywaty
one uzdolnienia do fermentacji glukozy, sacharozy i rafinozy w 1/3. Mie-
szance, w odrdéznieniu od szczepu SP20 nie fermentowaty galaktozy, a nie-
ktore z nich prowadzity jej asymilacje. Podobnie jak u drozdzy S. cerevisiae,
obserwowano asymilacje melibiozy prowadzong przez hybrydy, pomimo bra-
ku tej cechy u S. pombe. 9 szczepéw zachowato uzdolnienia do asymilacji
etanolu i glicerolu, analogicznie jak haploid SP20.

Hybrydy wykazywaty zdolnos¢ tworzenia 2-4 zarodnikdw w worku. Obec-
nos¢ enzymu ureazy, charaktrerystyczna dla drozdzy rozszczepkowych,
stwierdzono u wszystkich mieszarncow. Cechy fizjologiczne miedzyrodzajo-
wych hybrydéw drozdzy oraz organizmoéw rodzicielskich podano w tabeli 1.

Aktywnos$¢ fizjologiczng 14 wybranych hybrydéw miedzyrodzajowych
w procesie beztlenowego rozkiadu kwasu L-jabtkowego badano w podiozu
modelowym, zawierajgcym 0,7% kwasu L-jabtkowego i 10% dodatek glukozy.
Szczepy mieszancéw fermentowaty od 84,31 do 97,77% L-jabtczanu, réwno-
cze$nie wytwarzajagc od 3,8 do 5,5% objetosciowych etanolu, o 0,4-2,1%
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objetosciowych mniej niz organizmy rodzicielskie. Jedynie 3 szczepy: 27MS,
3IMS i 217MS eharakteryzowaty sie zwiekszonym stopniem rozkiadu kwasu
L-jabtkowego w odniesieniu do drozdzy S. pombe. Drozdze 27MS utylizowaty
97,67% tego kwasu, réwnoezesnie produkujac 4,4% objetosci etanolu. W po-
réwnaniu z drozdzami S. pombe met3-15 h™*', obserwowano zwiekszenie wy-
korzystania kwasu o 4,34%. Wydajnos¢ hybryda w produkeji etanolu wyno-
sita 26,04 i byla podobna jak dla szczepéw wyjseiowyeh.

Hybryd 3IMS degradowat 95,45% kwasu L-jabtkowego, a jego aktywnos¢
biosyntetyezna Yp/x byla dwukrotnie wyzsza niz dla szezepow rodzieielskich
i wynosita 51,82.

Najwiekszg sposrod hybrydow itos¢ kwasu metabotizowat mieszaniee 217MS.
Przy biodegradaeji 97,77% kwasu L-jabtkowego ilos¢ etanolu zawartego w pod-
tozu byta réwna 5,5% objetosci. Nieznacznie nizsza warto$¢ wspoétezynnika Yp/x
hybryda (21,05) zwigzana byla z przyrostem biomasy o 24,7% wyzszym niz
odnotowany dla szezepOw rodzieielskieh. Aktywnos¢ hybrydéw w procesie fer-
mentaeji kwasu L-jabtkowego przedstawiono w tabeli 2 i na rysunku 1.

Tabela 2
Aktywnosé fizjologiczna MIEDZYRODZAJOWYCH hybrydéw drozdzy S. cereuisiae | S. pombe
w WARUNKACH BEZTLENOWYCH

Wykorzystanie Poziom etanolu

Nazwa szczepu kwasu L{-g'/oa)blkowego (% obj.) Yx/s Yp/x
SP20 0 57 0,142 27,22
met3-15 93,33 5.9 0,0150 28,00
3MS 88,23 45 0,0199 20,04
AMS 89,21 4,6 0,0217 19,15
6MS 88,23 4,2 0,0216 18,28
8MS 84,31 4,4 0,0205 19,32
12MS 90,19 4,2 0,0198 18,82
27TMS 97,67 4.4 0,0140 26,04
31IMS 95,45 5,0 0,0076 51,82
34MS 91,17 4,6 0,0208 19,52
38MS 88,23 4,8 0,0200 21,70
40MS 88,23 4,2 0,0207 17,87
45MS 90,19 3.8 0,0193 18,20
72MS 88,23 4,6 0,0222 18,64
80MS 88,88 4,0 0,0207 18,87
217TMS 97,77 55 0,0194 21.05

Podtoze z dodatkiem 10% glukozy i 0,7% kwasu L-jabtkowego (7 dni, 30°C)
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4. Podsumowanie

W wyniku hybrydyzacji somatycznej przy zastosowaniu metody fuzji pro-
toplastow auksotroficznych haploidalnych szezepéw drozdzy S. cerevisiae
i S. pombe otrzymano 14 miedzyrodzajowych hybryddéw, wykazujacych zdol-
nos¢ do beztlenowego rozkladu kwasu L-jabtkowego. Dzieki zblizonej warto-
éci stopnia protoplastyzacji obu szczepéw rodzieielskich, w proeesie fuzji
stosunek komorek obu partneréw wynosit 1:1. Stopieni regeneracji drozdzy
rozszczepkowych byt podobny jak w przedstawionych danych literaturowych,
natomiast drozdze S. cerevisiae charakteryzowaly sie wyzszg zdolnoscig re-
generacji sciany komoérkowej (18).

Ze wzgledu na znacznie roznigce sie cechy morfologiczne komorek drozdzy
rodzicielskich oraz odmienny sposéb rozmnazania wegetatywnego, wiasciwo-
8ci te przyjeto jako jedno z kryteriéw selekeji stabilnych produktéw fuzji.
W danych literaturowych (18,23) wskazuje sie, ze hybiydy miedzyrodzajowe
drozdzy zroznieowanych morfologicznie moga przyjmowac ksztatt tylko jed-
nego z organizméw wyjsciowych, przy czym autorzy nie znalezli przekonu-
jacych dowodoéw genetycznych potwierdzajacych istnienie tych mieszancéw.

Hybrydy miedzyrodzajowe tgczyly dwa sposoby rozmnazania wegetatyw-
nego, tworzac komorki rozmnazajace sie zarébwno przez paczkowanie (typowe
dla S. cerevisiae), jak i rozszczepianie (charakterystyczne dla S. pombe). Od-
notowano zdolno$¢ wszystkich hybrydéw do tworzenia spor. Podobny obraz
morfologii komérek i sposobu rozmnazania mieszaneéw otrzymanych w wy-
niku krzyzowania szczepow auksotroficznych diploidalnych drozdzy S. cere-
visiae i haploidalnego szczepu S. pombe podaje Kosikov i Medvedeva (24).

Sposréd 14 wyselekcjonowanyeh hybrydéw miedzyrodzajowych, chara-
kteryzujacych sie beztlenowag biodegradacjg kwasu L-jabtkowego od 84,31
do 97,77%, trzy szczepy wykazywaty nieznaczny wzrost aktywnosci rozktadu
w poréwnaniu z S. pombe.

Na podstawie badan cech fizjologicznych stwierdzono, ze mieszance wy-
kazywaty nie tylko zdolno$¢ anaerobowego metabolizowania kwasu L-jabtko-
wego i obecno$¢ enzymu ureazy, charakterystyczne jedynie dla drozdzy roz-
szczepkowych, ale rowniez zdolnos¢ do asymilacji melibiozy pochodzaca od
szczepu S. cerevisiae. Konstrukcja somatycznych hybrydéw mied/~rodzajo-
wych (25) prowadzi do potgczenia w jednym organizmie cech obu szczepéw
rodzicielskich, co stanowi potwierdzenie dokonania sie procesu fuzji komorek.
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Intergeneric yeasts hybrids between Saccharomyces cerevisiae and
Schizosaccharomyces pombe obtained by protoplasts fusion

Summary

The intergeneric hybrids between S. cerevisiae and S. pombe auxotrophic mutants strains
using the method of protoplasts fusion were obtained. Typical biochemical and physiological
properties of both parental strains during hybrids examinations were observed, although the
cell shapes were similar to fission yeasts. Simultaneous budding and dividing abilities during
vegetative hybrids reproduction were noted. A good ability of L-malate biodegradation in fermen-
tation process that reached 88.23-97.67% was claimed. All features expressed by intergeneric
hybrids served convincing evidence of hybridization process.
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