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1.Wprowadzenie

o konstrukcji nowych szczepédw przemystowych stosowana jest m.in. in-

dukowana fuzja protoplastow, ktéra jest metoda prosta i nie wymaga spe-

cjalnego wyposazenia laboratoryjnego. Metoda polega na enzymatycznej
gradacji sciany komdrkowej mikroorganizméw w osmotycznie stabilizowanym
srodowisku i taczeniu sie protoplastow szczepow rodzicielskich w roztworze
glikolu polietylenowego (PEG) i jonéw wapnia (13,17,18). Do selekcji powsta-
tych hybrydéw nalezy zastosowac¢ odpowiednie podioze regeneracyjne elimi-
nujagce komorki rodzicielskie (4,13,22).

Wydajnos¢ fuzji zalezy od wiasciwosci taczonych szczepédw oraz od wa-
runkéw jej prowadzenia.

W selekcji hybryddéw, otrzymanych metodag indukowanej fuzji protoplastéow,
wykorzystywana jest auksotrofia, uszkodzenia oddechowe lub oporno$¢ na anty-
biotyki szczepéw wyjsciowych (4,6,9). Przygotowanie mutantéw auksotroficznych,
oddechowych lub opornych na okreslony antybiotyk nie wyklucza jednakze
innych niepozadanych zmian w genomie. Przygotowanie takich mutantéw jest
trudne, zwlaszcza u szczepow poliploidalnych. Z tego wzgledu do selekcji hybry-
dow zalecane sa raczej metody, ktdre nie wymagajg mutacji u stosowanych szcze-
poéw rodzicielskich. Nowe metody selekcji sg oparte na naturalnych wiasciwo-
Sciach szczepow rodzicielskich i maja na celu eliminacje jednego z nich.

Alternat}wng metoda selekcji produktoéw fuzji jest wykorzystanie biatek
kilterowych jako naturalnych produktéw wytwarzanych przez niektére droz-
dze (2,8,22).

Zjawisko killerowe wystepuje czesto u réznych rodzajow drozdzy, lecz naj-
lepiej poznane zostalo u drozdzy Saccharomyces sp. i dlatego zastosowanie
czynnika killerowego w badaniach genetycznych nad udoskonaleniem szcze-
pow przemystowych jest oparte gtéwnie na tym rodzaju (14,15,19,20).
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Toksyna killerowa jest biatkiem pozakomérkowym, wytwarzanym w zakre-
sie temperatur 20-24°C i przy kwasnym odczynie srodowiska (pH = 4,2-5,0),
zabijajagcym wrazliwe komérki (R). U Saacharomyces cerevisiae produkcja to-
ksyny killerowej (K+) i opornos¢ na nig (R+) jest uwarunkowana wystepowa-
niem podwdjnego taricucha RNA (MdsINJA), ktory stanowi cze$¢ czasteczki
wirusopodobnej zlokalizowanej w cytozolu (1,19). Drozdze killerowe jako za-
kazenia réznych srodowisk przemystowych stanowig wieksze niebezpieczen-
stwo niz drozdze dzikie zanieczyszczajace sSrodowiska fermentacyjne, poniewaz
poza konkurencjg o substrat zabijajg ro\vniez wrazliwe szczepy produkcyjne
(11,21). Moga tez zakldcac przebieg proceséw fermentacyjnych, co w efekcie
obniza wydajnos¢ tych proceséw. Logicznym rozwigzaniem tego problemu mo-
globy by¢ otrzymanie takiego szczepu produkcyjnego, ktéry wytwarza toksyne
killerowg i jednocze$nie jest na nig oporny. Dane literatury
(2,5,8,9,14,15,17,21-23) $wiadczg o duzych mozliwosciach ulepszania drobnou-
strojéw na drodze transformacji czynnika killerowego do komoérek. Udane
proby doskonalenia cech szczepéw przemystowych cytowane w literaturze in-
spirowaty nasze badania, w ktérych stosujgc metode miedzyrodzajowej fuzji
protoplastéw zmierzano do uzyskania mieszancéw o wiasciwosciach amyloli-
tycznych i fermentacyjnych. Cechy te pozwolityby pominaé w procesie technolo-
gicznym etap wstepnej hydrolizy ztozonego substratu skrobiowego.

Celem pracy byto otrzymanie somatycznych hybrydéw z trwale zachowana
cecha killerowa. Toksyna produkowana przez skonstmowany hybryd moze sta-
nowi¢ naturalng ochrone fermentujgcego Srodowiska skrobiowego przed za-
kazeniami drozdzami dzikimi, ktére sg na czynnik killerowy wrazliwe.

2. Materiaty i metody

2.1. Materiat biologiczny

W badaniach stosowano szczepy drozdzy:

1) Schwanniomyces occidentalis Y6 — szczep o wysokich uzdolnieniach
amylolitycznych,

2) Saccharomyces cerevisiae T158C — szczep superkillerowy wytwarza-
jacy toksyne typu KiI,

3) Saccharomyces cerevisiae rasy ,,Burgund” — producent toksyny Kille-
rowej typu K2,

4) Saccharomyces cerevisiae W6 — szczep wrazliwy na toksyne killerowg
typu Kl i K2.

2.2. Podtoza hodowlane

Szczepy hodowano w warunkach standardowych, przechowywano w tem-
peraturze 4°C. Podtoza hodowlane stosowane w pracy oraz ich przeznaczenie
przedstawiono w tabeli 1.
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Podtoza

YPG (3)

YPS (3)

YPG MB (20)

Minimalne Mq
ze skrobig* (3)

Minimalne Mq
ze skrobig

Minimalne Mq
Zz mannitotem (6)

Podtoze Jacobsena
(10)

Podtoze minimalne
Mg + RBB Starch
(16)
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Tabela 1

Pod¥oza hodowlane i ich przeznaczenie

Sktad (%)

pepton Difco
ekstrakt drozdzowy
glukoza

agar

pepton Difco
ekstrakt drozdzowy
skrobia

agar

pepton Difco
ekstrakt drozdzowy
glukoza

btekit metylenowy
agar

pH = 4.7

(NH4)2S04
KH2PO4

MgS04 7 H20
ekstrakt drozdzowy
skrobia

agar

(NH4)2s04
KH2PO4
MgS04 7 H20
skrobia

agar

(NH4)2S04
KH2PO4

MgS04 7 H20
ekstrakt drozdzowy
mannitol

glukoza
ekstrakt drozdzowy
agar

(NH4)2S04
KH2PO4
MgS04 7 H20
skrobia

RBB Starch
agar

0,5
0,25
1,0
2,0

0,5
0,25
1,0
2,0

0,5
0,25
1,0
0,003
2,0

0,3
0,1
0,05
0,1
1,0
2,0

0,3
0,1
0,05
1,0
2,0

0,3
0,1
0,01
0,1
8,0

0,5
0,3
2,0

0,3
0,1
0,05
1,0
0,2
2,0

Przeznaczenie

namnazanie materiatu
biologicznego, przechowywanie
szczepow

przechowywanie szczepOw

oznaczanie aktywnosci Killerowej

oznaczanie aktywnosci
amylolitycznej, przechowywanie
szczepow

selekcja hybrydéw,
przechowywanie szczepow

regeneracja produktéw fuzji

regeneracja protoplastéw

oznaczanie aktywnosci
amylolitycznej, selekcja hybrydéw

podtoze minimalne M(, z dodatkiem ekstraktu drozdzowego

2.3. Badanie aktywnosci killerowej

Wytwarzanie toksyny killerowej oznaczano metodg testéw krzyzowych wg
Woods i Bevan (20).
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2.4. Oznaczanie aktywnosci amylolitycznej

Akt3iTwnos¢ amylolityczng badanych drozdzy oznaczano w tescie ptytko-
wym w podtozu minimalnym Mg zawierajctcym skrobie w postaci RBB Starch
(tab. 1) (16).

2.5. Otrzymywanie, fuzja i regeneracja protoplastow

Protoplasty otrzymywano stosujac warunki opisane w pracy Oberman i in.
(13). Miedzyrodzajowsg fuzje protoplastow przeprowadzono wg metody Four-
niera (6).

3. Oméwienie wynikow

3.1. Mledzyrodzajowa fuzja protoplastow

Fuzje protoplastéw wykonano stosujac nastepujace uktady drozdzy:

1) Schwanniomyces occidentalis Y6 (amyl.+) i Saccharomyces cerevisiae
T158C (KI),

2) Schwanniomyces occidentalis Y6 (amyl.+) i Saccharomyces cerevisiae (K2).

Fuzje protoplastéw indukowano 20% roztworem PEG 4000. PEG wzmac-
niat aglutynacje protoplastéw, w wyniku ktérej nastepowato wyrazne tgczenie
sie komorek w konglomeraty. Wykorzystujac metode Foumiera (6), po 60 min
procesu fuzji dodawano podtoze minimalne Mg zawierajgce mannitol (tab. 1)
w celu zapoczatkowania regeneracji protoplastéw. Po 24 godz. tej wstepnej
regeneracji badang zawiesine wysiewano na poditoze Jacobsena oraz podioze
minimalne Mg ze skrobig stabilizowane osmotycznie 0,4 M MgS04 (tab. 1).
Do wyosobniania produktow fuzji wykorzystano cechy rdznicujace szczepy
wyjsciowe, tj. zdolnos¢ hydrolizowania skrobi i aktywnos$¢ killerowag w sto-
sunku do szczepu wrazliwego WG.

Miedzyrodzajowa fuzja protoplastow drozdzy Schwanniomyces occidentalis
i Saccharomyces cerevisiae pozwolita uzyska¢ 14-16 hybrydow tylko z ukiadu
protoplastéw Y6 x Burgund z czestotliwoscig fuzji réwna (5,7 - 5,8) + 10 "%
(tab. 2). Wytworzone hybrydy zostaty wyselekcjonowane na podtozu minimal-
nym zawierajgcym 1% skrobi, na ktérym tworzyly kremowobiale kolonie o re-
gularnych brzegach z wyrazng strefg hydrolizy skrobi. Komérki hybrydéw byty
kuliste, o rozmiarach (9 - 10 am) 2-krotni(® wiekszych od komorek wyjsciowych
(4-5 am). Hybrydy amylolityczne, wyodi*ebnione z podtoza minimalnego Mg
ze skrobia, wykazaty zdolnos$¢ do tworzenia 4 kulistych zarodnikéw w worku,
podobnie jak szczep wyjsciowy S. cerevisiae ,,Burgund”. Ponadto komarki hybry-
dow charakteryzowaly sie aktywnoscia killerowg, co wskazuje na transformacje
cechy Kkillerowej do komérek drozdzy Schwanniomyces occidentalis. Badacze
czescy donoszg o udanych prébach transformacji cechy killerowej drozdzy S.
cerevisiae T158C do drozdzy piwowarskich S. uvaruny w wyniku czego po-
wstalty somatyczne hybrydy piwowarskie o witasciwosciach killerowych (9,22).
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Tabela 2
Wyniki fuzji protoplastéw drozdzy

1los¢ . . Efekt fuzji
Uktad ) protoplastéw Liczba hybrydéw o _ )
protoplastow (kom/cm™) (CFU/em?) czestotliwo$¢ (%) liczba hybrydow

Y6 2,31 10"

X 14 10" 57 10" 14
Burgund 1,37 100

Y6 1,07 100

X 1,3+ 108 58 o™~ 16
Burgund 1,16 100

Y6 2,31 10"

X 0 0 0
T158C 2,481 108

3.2. Kontrola stabilno$ci somatycznych hybrydéw

Ocene trwatosci otrzymanych hybrydéw na podiozu kompleksowym YPG
i YPS oraz na podtozu minimalnym Mo ze skrobig wykonano zgodnie ze
sehematem przedstawionym na rycinie 1. Wyniki tej oceny zostaty przedsta-
wione w tabeli 3 oraz na rycinach 2 i 3. Na ich tle widaé, Zze najlepsza
trwatos¢ wykazywaty hybrydy na podtozu kompleksowym z glukoza (YPG).
Na podtozach ze skrobig, zaréwno kompleksowym jak i minimalnym Mg,
nastepowato szybkie rewertowanie mieszancéw do szczepdw maeierzystych.

Tabela 3
Kontrola stabilnosci hybrydéw
PRZECHOWYWANYCH W WARUNKACH IA.BORATORYJNYCH NA ROZNYCH PODLOZACH HODOWLANYCH

Czas przechowywania

Podtoze Nr pasazu (tygodnie) Udziat hybrydéw (%)
il 2 21,8
YPG 1\ 4 9,4
Vi 6 9,4
VIl 8 1.3
Il 2 9,4
YPS v 4 3.1
Vi 6 0.0
1 2 9,4
M,, ze skrobig* v 4 6,2
Vi 6 3.1
Il 2 3,4
M@ ze skrobig v 4 3,1
\ 6 0,0

podtoze minimalne z dodatkiem ekstraktu drozdzowego
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nr pasazu
’ M_

1K

v ~O

V. =0

M
v "

a

YPGMB
B

YPGMB

YPGMB

YPGMB

YPGMB

YPGMB

Ml
YPGMB

Ml
YPGMB

MI
YPGMB

M
YPGMB

Ml
YPGMB

Ml
YPGMB

K
yPGMB
M
YPS
YPGMB
Ml
YPS
YPGMB
M1
YPS
YPGMB
M
YPS
YPGMB
M
YPS
YPGMB
MI
YPS
YPGMB

Ryc. 1. Schemat kontroli stabilnosci hybrydéw.
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Ml

YPGMB

Ml

YPGMB

YPGMB

Ml

YPGMB

Po dwodch pasazach na podiozu YPG udziat hybryddéw w populacji wynosit
21,8% i byt 3-krotnie wyzszy od liczby hybrydéw utrzymujacych sie na pod-
tozach ze skrobig. W obecnosci skrobi juz po széstym pasazu udziat hybrydow
byt nieznaczny i wynosit od 0 do 3,1%, podczas gdy na podtozu optymalnym
YPG hybrydy stanowity jeszcze do 10% populacji wyjsciowej (lyc. 2).
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Ryc. 2. Wplyw podiozy hodowlanych na stabilno$¢ hybrydéw Y6 x Burgund po Il i VI pasazu.

Analiza szczep6w, uzyskanych po rozpadzie hybrydoéw, cechujacych sie
zdolnoscig wzrostu na podtozu minimalnym Mg ze skrobig wykazata zdecy-
dowana przewage, tj. 94,3% szczepéw o uzdolnieniach amylolitycznych (lyc. 3).
Uzyskane rezultaty wynikaja ze zdolnosci drozdzy Schwanniomyces occiden-
talis Y6 do hydrolizowania skrobi jako jedynego zrodia wegla w minimalnym
srodowisku hodowlanym. Cechy tej nie wykazujg drozdze Saccharomyces
cerevisiae ,,Burgund”. Natomiast na podtozu kompleksowym z glukozg, ktore
stwarzato optymalne warunki wzrostu dla obu szczepéw Y6 i ,,Burgund”,
wystepowata wyrazna przewaga (99,3%) szczepu killerowego ,,Burgund” nad
szczepem amylolitycznym Y6 (ryc. 3).

Wyniki te pozwalajg sadzi¢, ze czynnik killerowy drozdzy ,,Burgund” dzia-
tat zab6jczo w stosunku do wrazliwych drozdzy amylolitycznych Yé.

W literaturze brak jest danych dotyczacych trwatosci przechowywanych
mieszancow killerowych. Doniesienia dotycza jedynie metody uzyskiwania
i metod selekcji materiatu biologicznego (2,4,8,9,22). Unicka (7) niestabilnos¢
hybrydow wigze z efektem wytwarzania i obecnosci obcego biatka w komadrce
oraz z jej dodatkowym obcigzeniem energetycznym.

Badania nad stabilnoscig hybrydéw oraz nad wzmocnieniem nabytych
cech w stosunku do szczepow wyjsciowych beda stanowi¢ przedmiot dalszych
badan.
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Ryc. 3. Udziat szczep6w wyjsciowych Y6 i ,,Burgund” po rozpadzie hybrydéw na stosowanych
podtozach.

4. Podsumowanie

1. Wynikiem fuzji protoplastéw drozdzy fermentujacych rasy ,,Burgund” pro-
dukujacych toksyne killerowa typu K2 oraz amylolitycznych drozdzy Schwan-
niomyces occidentalis byto 16 hybrydéw amylolityczno-feirnentujacych wy-
kazujacych ceche killerows.

2. Cecha killerowa drozdzy Saccharomyces cereuisiae oraz zdolnos¢ wy-
twarzania pozakomdrkowych amylaz prz*cz Schwanniomyces occidentalis sg
markerami przydatnymi do selekcji somatycznych hybrydéw amylolityczno-
fermentujacych.

3. Otrzymane hybrydy zachowaty stabilnos¢ w ciagu 4-6 tygodni w za-
leznosci od stosowanych warunkdéw przechowywania. Na podtozu ze skrobig
zarowno kompleksowym, jak i minimalnym, hybrydy ujawniaty sie tylko do
IV pasazu, tj. w czasie okoto 4 tygodni, podczas gdy na poditozu komplekso-
wym z glukozg (YPG) hybrydy zachowaly stabilnos¢ przez 6 kolejnych pasazy
— okoto 6 tygodni.

4. Na podtozu kompleksowym YPG, optyrmalnym dla wzrostu obu szczepéw,
tj. Saccharomyces cereuisiae i Schwanniomyces occidentalis, podczas rozpadu
hybrydéw ujawnita sie znacznie wieksza liczba komadrek drozdzy killerowych
,»Burgund”, co wynika¢ mogto z zabojczego dziatania wytwarzanej przez nie to-
ksyny killerowej na szczep wrazliwy Schwanniomyces occidentalis Y6.

biotechnologia 1 (36) 97
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Na podtozu minimalnym ze skrobig zdecydowanie przewazaty klony amy-

lolityczne bedace wynikiem indukcji skrobi jako jedynego zrddta wegla, ktéra
nie jest metabolizowana przez drozdze Saccharomyces cerevisiae.
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Attempts to transform the killer factor of yeasts Saccharomyces cerevisiae
to amylotytic yeasts Schwanniomyces occidentaiis

Summary

The fermentation yeasts Saccharomyces cerevisiae capable of producing killer factor type K2

and amylolytic yeasts Schwanniomyces occidentaiis were used to obtain the somatic hybrids by
means of fusion protoplasts according to Fournier.

The obtained hybrids showed amylolytic and fermentation activity. They also were charac-

terized by the ability to form spores and to biosynthesize the killer factor.

Their stability was dependent on the composition of the cultivation medium.

key words:
fusion of protoplasts, hybrids, Killer factor, Saccharomyces cerevisiae, Schwanniomyces occi-

dentaiis.
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