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PROBA UZYSKANIA NOWEGO SZCZEPU WINIARSKIEGO NA DRODZE
ELEKTROFUZJI PROTOPLASTOW

Streszczenie

Przeprowadzono elektrofuzjg protoplastow pomigdzy przemystowym szczepem winiarskim
Saccharomyces cerevisiae S.0./2 i szczepem S. cerevisiae tho” ATCC 38637, stosowanym do odkwaszania
moszczOw gronowych po zakonczeniu fermentacji alkoholowej. W celu wytypowania markeréw
pozwalajacych na izolacj¢ fuzantéw okreslono zdolnos¢ obu szczepéw drozdzy do asymilacji réznych
zrédet wegla oraz do wzrostu na podtozach o podwyzszonym st¢zeniu sacharozy lub cykloheksimidu.

Przed procesem elektrofuzji optymalizowano protoplastyzacjg, stosujac rézne enzymy lityczne,
dobierajac odpowiednio ich dawki oraz kombinacje. Jednoczesnie ustalono wlasciwe parametry przebiegu
elektrofuz;ji.

7 grupy fuzantéw wybrano dwie stabilne hybrydy (F1 i F2) i poddano charakterystyce w kierunku
okreslenia zawartosci DNA w komorce, zdolnosci przemiany kwasu jabtkowego do kwasu mlekowego
oraz produkcji etanolu. Otrzymane wyniki wskazuja, ze obydwa szczepy maja zwigkszona zawarto$¢
DNA w komérkach. Fuzanty prowadzily fermentacj¢ jablczanowo-mleczanowa o wydajnosci
poréwnywalnej ze szczepem S. cerevisiae tho ATCC 38637 i fermentacj¢ alkoholowa na poziomie
poréwnywalnym ze szczepem S. cerevisiae S.0./2.

Stowa Kkluczowe: elektrofuzja protoplastéw, fermentacja jablczanowo-mleczanowa, Saccharomyces
cerevisiae.

Wprowadzenie

Postep w biotechnologii i inzynierii genetycznej umozliwil zastosowanie nowych
metod genetycznej modyfikacji szczepdw stosowanych w przemysle fermentacyjnym.
Dotychczas stosowane metody modyfikacji polegajace na doborze naturalnym, selekcji
oraz adaptacji Srodowiskowej sa coraz czgdciej zastgpowane technikami
pozwalajacymi na dokonywanie pozadanych zmian genetycznych w okreslonym
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kierunku [9]. Najczgsciej, z praktycznego punktu widzenia, manipulacje te
sprowadzaja si¢ do polaczenia pozytywnych cech szczepéw wyjsciowych w celu
otrzymania nowych szczepéw o okreSlonym fenotypie. Do najwazniejszych metod
modyfikacji genetycznych drozdzy Saccharomyces cerevisiae naleza: mutagenizacja,
naturalna hybrydyzacja plciowa, cytodukcja, transformacja oraz fuzja protoplastow [1,
11, 12, 13].

Szczepy drozdzy, ktére nie moga w naturalny sposéb taczy¢ si¢ na drodze
plciowej lub paraseksualnej moga by¢ krzyzowane na drodze somatycznej fuzji
protoplastéw. Od strony technicznej fuzje protoplastéw mozna przeprowadzi¢ dwoma
sposobami. Pierwszy sposéb polega na wirowaniu mieszaniny komérek pozbawionych
Sciany komodrkowej w Srodowisku 30% glikolu polietylenowego (PEG) o masie
czasteczkowej 4000-6000. Drugim sposobem umozliwiajacym rekombinacjg¢ materiatu
genetycznego jest wykorzystanie zjawiska elektrofuzji protoplastéw, podczas ktorej
pod wptywem pola elektrycznego nastgpuje taczenie si¢ komorek. Po prawidtowo
przeprowadzonym procesie fuzji protoplastéw nalezy stworzy¢ komérkom wiasciwe
warunki regeneracji $ciany komoérkowej na odpowiednio skomponowanym podtozu
izoosmotycznym. Podloze regeneracyjne powinno zawiera¢ takze czynniki selektywne,
umozliwiajace wzrost jedynie produktom fuzji [4].

W procesie produkcji wina bardzo czgsto istnieje konieczno$¢ obnizenia
kwasowos$ci moszczow. Nadmiar kwaséw usuna¢ mozna przez kupazowanie i
rozcienczanie, na drodze chemicznej neutralizacji kwaséw, jednakze techniki te nie
zawsze prowadza do pozadanych rezultatéw i czgsto zwiazane sa z pogorszeniem cech
sensorycznych wina [14]. Kwasowos$¢ win gronowych pochodzi od dwéch kwaséw:
winowego i jabtkowego, ktéry moze by¢ metabolizowany przez bakterie mlekowe
Leuconostoc oenos 1 Lactobacillus plantarum oraz drozdze rozszczepkowe
Schizosaccharomyces pombe, prowadzac do obnizenia kwasowosci ogdlnej wina [4,
14]. Drozdze winiarskie S. cerevisiae prowadza biodegradacje kwasu jabtkowego na
bardzo niskim poziomie, a wprowadzenie do procesu fermentacji win innych
mikroorganizméw wiaze si¢ z wystapieniem niekorzystnych interakcji pomigdzy
populacjami, co przyczynia si¢ do obnizenia cech jakosciowych produktu finalnego [3,
51

Celem pracy byto uzyskanie technika elektrofuzji protoplastéw nowego szczepu
przemystowych drozdzy winiarskich o zdolno$ciach przeprowadzania fermentacji
jabtczanowo-mleczanowe;.

Material i metody badan

Material badawczy stanowily szczepy: Saccharomyces cerevisiae S.o0./2 rasy
Bratystawa, pochodzacy z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu Biotechnologii
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i Mikrobiologii Zywnosci SGGW w Warszawie oraz rho” mutant szczepu S. cerevisiae
ATTC 38637, majacy zdolno$¢ przemiany kwasu jabtkowego do kwasu mlekowego.

W celu wytypowania markeréw umozliwiajacych izolacj¢ produktéow fuzji
okreslano wybrane cechy szczepdw rodzicielskich uzytych do fuzji, takie jak: zdolnos¢
do asymilacji réznych zrédet wegla oraz oporno$¢ na podwyzszone stgzenie sacharozy
i cykloheksimidu [8].

Zdolnos¢ obu szczepdw do asymilacji réznych zrédet wegla okre§lano za pomoca
komercyjnego testu API 20C AUX (BioMerieux nr katalogowy: 20210),
zawierajacego 20 réznych zwiazkéw wegla, ktére moga by¢ wykorzystywane przez
drozdze do wzrostu. Wynik testu odczytywano po 72 godz. inkubacji w temp. 28°C na
podstawie zmgtnienia podtoza.

Opornos¢ szczepéw na podwyzszone stgzenia sacharozy oceniano na podstawie
wzrostu na zmodyfikowanym podtozu YPD zawierajacym: 1% ekstraktu
drozdzowego, 2% peptonu oraz w miejsce glukozy wprowadzono sacharoz¢ w ilosci
odpowiednio: 10, 20, 30 lub 40%, 2% agaru, pH 5,5.

Oporno$¢ badanych szczepéw na cykloheksimid sprawdzano na podtozu SD
(0,67% YNB, 1% glukozy, 2% agaru, pH 5,5), do ktérego dodawano cykloheksimid
(Sigma nr kat.C7698) w stezeniu: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 i 4,0 pg/ml podtoza.
Hodowle prowadzono w temp. 28°C przez 5 dni. Wyniki interpretowano na podstawie
zdolnosci wzrostu badanych szczepéw na danym podiozu.

Optymalizacj¢ protoplastyzacji komérek szczepdw rodzicielskich wykonywano w
nastgpujacy sposob. Szczepy rodzicielskie hodowano osobno na ptynnym podtozu
YPG (1% ekstrakt drozdzowy, 2% peptonu, 2% glukozy). Komoérki w logarytmicznej
fazie wzrostu odwirowywano (EPPENDORF, Eppendorf Centrifuge 5804 R,
4 000 rpm, 3 min.), dwukrotnie przemywano jatlowa woda i zawieszano w 50 mM
EDTA z dodatkiem 0,5% 2-merkaptoetanolu. Zawiesing inkubowano w temp. 30°C
przez 30 min. Nastgpnie komdrki odwirowywano (EPPENDORF, Mini Spin Plus,
1 000 rpm, 1 min.) i zawieszano w roztworze o sktadzie: 10 mM Tris-HCI (pH 7,0),
1,2M sorbitol, 10mM EDTA, do ktérego dodawano odpowiedni preparat
enzymatyczny w okreslonej dawce. Sprawdzono skuteczno$¢ dziatania nastgpujacych
enzymOw: preparat enzymatyczny z Trichoderma harzianum (Sigma nr kat. 1.2265)
w dawce 0,0015 g i 0,0030 g; preparat enzymatyczny z Rhisoctonia solani (Sigma nr
kat. L8757) w dawce 0,015 g 10,030 g; B-glukuronidaza (Serva nr kat. 22867) w
dawce 0,2 ml i 0,3 ml; litikaza (Sigma nr kat. L.-2524) w dawce 300 u i 500 u; litikaza
w dawce 500 u tacznie z B-glukuronidaza w dawce 0,3 ml; litikaza w dawce 500 u
tacznie z preparatem enzymatycznym z Rhisoctonia solani w dawce 0,030 g.
Protoplastyzacj¢ prowadzono w temp. 37°C przez 30 min [4, 10]. Stopien
protoplastyzacji oceniano mikroskopowo, liczac komérki w komorze Thoma, na
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podstawie zmiany ksztattu sprotoplastyzowanych komoérek. Wynik podawano w
procentach protoplastow wzgledem ogdlnej liczby komorek.

Przygotowanie protoplastéw do elektrofuzji polegalo na przemyciu ich w buforze
10 mM Tris-HCI (pH 7,0) i zawieszeniu w 1,2 M sorbitolu. Nast¢pnie mieszano réwne
objetosci protoplastow dwoéch szczepdw rodzicielskich i wprowadzano do komory
fuzyjnej podtaczonej do generatora napigcia (KRUSS, komora ramkowa, generator
napiecia BIO-JET CF 50). Elektrofuzje protoplastow szczepéw rodzicielskich
prowadzono przy parametrach zblizonych do opisanych przez Gniewosz i wsp. [2]:
czestotliwo$¢ 2 000 kHz, napigcie pola zmiennego 5-20 V, amplituda impulsu
prostokatnego 30-140 V, liczba impulséw 2—4, czas trwania impulséw 40-60 s,
odstep pomigdzy impulsami 1-10 s. Po elektrofuzji protoplasty regenerowano w 1,2 M
sorbitolu przez 12 godz., a nastgpnie hodowano na podlozu selekcyjnym o sktadzie:
0,67% YNB, 2% glicerolu, 1 pg/ml podtoza cykloheksimidu, 2% agaru w temp. 28°C
przez 10 dni. Uzyskane kolonie poddawano selekcji poprzez dziesigciokrotne
przeszczepianie na podioze selekcyjne, celem wyeliminowania niestabilnych hybryd.

W uzyskanych fuzantach okreslano ilos¢ DNA izolowana z 10° komérek zgodnie z
protokotem lizy alkalicznej, dezintegrujac komoérki za pomoca kulek szklanych i mierzac
ilo§¢ otrzymanego DNA spektrofotometrycznie (BIO-RAD, Smart Spec™ 3 000) przy
dlugosci fali 320 nm [6]. Okreslano takze ich zdolnosci asymilacyjne, oporno$¢ na
wysokie stgzenia sacharozy i cykloheksimidu w podtozu. Przeprowadzono fermentacje
winiarska przez 28 dni w temp. 22°C na podiozu modelowym, sporzadzonym na bazie
odkwaszonego koncentratu gronowego o ekstrakcie 25°Blg, ktérego kwasowosé
odtwarzano do poziomu charakterystycznego dla moszczy gronowych przez dodatek 6
g/dm® moszczu kwasu jabtkowego i 4 g/dm’ kwasu winowego [14]. Po zakonczonej
fermentacji okreslano ilo$¢ uzyskanego alkoholu etylowego [7] oraz zawarto$¢ kwasu D-
mlekowego metoda enzymatyczng za pomoca komercyjnych zestawéw firmy Boehringer
Mannheim [nr kat. 11112821035], monitorujac przebieg reakcji spektrofotometrycznie
(BIO-RAD, Smart Spec™ 3 000) przy dhugosci fali 340 nm.

Wiyniki i ich oméwienie

W tab. 1. przedstawiono zdolnosci asymilacji réznych zrédet wegla przez szczepy
rodzicielskie S.0./2 i tho” ATCC 38637. Szczepy te moga wykorzystywac do swojego
wzrostu tylko sze$¢ sposréd dziewigtnastu badanych zwiazkéw. Pig¢ z nich moze by¢
wykorzystywanych zaréwno przez szczep S.0./2 , jak i tho” ATCC 38637 i sa to:
glukoza, maltoza, sacharoza, trehaloza i rafinoza. Natomiast szczepy te rdéznia sig

zdolnoS$cia wykorzystania galaktozy, ktérej nie asymiluje S.0./2 oraz glicerolu, ktérego
nie wykorzystuje drugi szczep rodzicielski rho” ATCC 38637.
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Szczepy te réznity si¢ takze oporno$cia na cykloheksimid znajdujacy si¢ w podiozu
(tab. 2). Szczep S.0./2 byt wysoce wrazliwy na dodatek cykloheksimidu do podioza.

Juz najmniejszy dodatek cykloheksymidu do podtoza w ilosci 0,5 pLg/ml hamowat
wzrost szczepu S.0./2, podczas gdy tolerancja szczepu ATTC 38637 byta 8-krotnie
wyzsza — zaobserwowano jego wzrost na podiozach zawierajacych nawet 4 ug

cykloheksimidu /ml.
Tabela 1l

Asymilacja zwiazkéw wegla przez szczepy rodzicielskie S. cerevisiae S.0./2 1 S. cerevisiae tho” ATCC
38637.
Assimilation of the carbon sources by two parental strains S. cerevisiae S.0./2 and S. cerevisiae tho- ATCC
38637.

Zrédto wegla / Carbon source

Szczep
P lele|2|alx|Aa|x|c|1|s|M|N|]c|L|M|s|T|M
Strain

L L Y D A L

ul|yYy |G| a G z | F
So2 |+ |+ | -|-1-|-1-1-|-1-/-1-/-|-/|+/|+]|+]-]|+
rho’
ATCC | + | - | - | - |- | -1-1+]-1-1-|-1-/-1+/[+]|+]|-1]+
38637

Objasnienia: / Explanatory notes:

GLU - glukoza / glucose; GLY — glicerol / glycerol; 2KG — 2-keto-D-glukagon / 2-keto-D-glucagon;
ARA - arabinoza / arabinose; XYL — ksyloza /xylose; ADO — adonitol /adonitol; XL T — ksylitol /xylitol;
GAL - galaktoza / galactose; INO — inozytol / inositol; SOR — sorbitol / sorbitol; MDG — a-metylo-D-
glukoza / a-methyl-D-glucose;NAG — N-acetylo-D-glukoza / N-acethyl-D-glucose; CEL — celobioza /
cellobiose; LAC — laktoza / lactose; MAL — maltoza /maltose; SAC — sacharoza /saccharose; TRE —
trehaloza / trehalose; MLZ — melecytoza / melesitose; RAF — rafinoza / rafinose;

+ —asymilacja / assimilation occurred; - — brak asymilacji / no assimilation occurred.

Tabela 2

Opornos$¢ na cykloheksimid szczepow rodzicielskich S. cerevisiae S.0./2 1 S. cerevisiae tho ATCC 38637.
Resistance of two parental strains S. cerevisiae S.0./2 and S. cerevisiae rho ATCC 38637 to cycloheximid.

Szczep Cykloheksimid / Cycloheximid [pg/ml]

Strain 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

S.0./2 + - - - - - - -
tho ATCC + + + + + + + +

38637

+ — wzrost / growth occurred;
- — brak wzrostu / no growth occurred.
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Nastgpnie sprawdzono oporno$¢ szczepow rodzicielskich na duze stgzenie
sacharozy w podilozu, wynoszace od 10 do 40%, a wyniki tego doswiadczenia

przedstawiono w tab. 3.
Tabela 3

Zdolno$¢ wzrostu szczepow rodzicielskich S. cerevisiae S.0./2 1 S. cerevisiae thoe ATCC 38637 w podtozu
z duza zawartoscia sacharozy.

Growth ability of two parental strains S. cerevisiae S.0./2 and S. cerevisiae tho ATCC 38637

in a medium with a high saccharose content.

Szczep Sacharoza / Saccharose [%]

Strain 10 20 30 40

S.0./2 + + + +
rho” ATCC 38637 + + + +

+ — wzrost / growth occurred;
- — brak wzrostu / no growth occurred.

Badane szczepy wykazywaly taka sama tolerancje wzgledem duzych stezen
sacharozy, co wyrazato si¢ ich dobrym wzrostem zaréwno na podiozu z 10%, jaki i
40% zawarto$cia tego cukru.

Sposréd przebadanych cech szczepdw rodzicielskich udato si¢ wytypowaé markery
umozliwiajace izolacje fuzantéw po przeprowadzonej elektrofuzji. Sa to cykloheksimid
w stezeniu 1 pg/ml podioza, uniemozliwiajacy wzrost komoérek szczepu S.o0./2 oraz
glicerol (jako jedyne zrédto wegla) niewykorzystywany przez szczep rtho” ATCC 38637.
Fuzanty, ktére beda pochodzity z hybrydyzacji somatycznej protoplastéw obu szczepdw
powinny wykazywac dobry wzrost w obecnosci obu tych zwiazkéw.

Nastgpnie przystapiono do optymalizacji enzymatycznej protoplastyzacji
szczepow rodzicielskich. W badaniach wykorzystano cztery enzymy lityczne w dwdéch
dawkach dodawanych osobno oraz dwie kombinacje sktadajace si¢ z dwoch enzymow
litycznych dodawanych do zawiesiny komorek tacznie, a wyniki zilustrowano na rys.
1. Sciana komérkowa szczepu rho ATCC 38637 byla znacznie trudniejsza do
usunigcia w poréwnaniu ze szczepem S.o0./2. Jedynie preparat z Trichoderma
harzianum protoplastyzowal komoérki tego szczepu na poziomie powyzej 75%. W
przypadku szczepu S.0./2 poziom ten osiggano, stosujac oprocz preparatu  z
Trichoderma harzianum enzym litikaze w dawce 500 u. Pofaczenie litikazy z [3-
glukuronidaza wptyneto na znaczne podwyzszenie wydajnosci protoplastyzacji tego
szczepu.

Najefektywniej dziatajacym enzymem na $ciany komdrkowe obydwu szczepdéw
byl preparat enzymatyczny z Trichoderma harzianum, ktéry w dawce 0,0015 g
protoplastyzowat komérki obu szczepéw na poziomie 97%. Najstabiej oddziatywata [B-
glukuronidaza na $ciany komoérkowe szczepu S.0./2 i rho ATCC 38637, dajac
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odpowiednio 15 i 7% protoplastow. Pomimo zwigkszenia jej dawki z 0,2 ml na 0,3 ml
efektywno$¢ jej dziatania nie poprawita sig. Uzyskano podwyzszenie liczby
protoplastéow do poziomu powyzej 75% w przypadku szczepu S.0./2 laczac litikazg
w dawce 500 u z B-glukuronidaza w dawce 0,3 ml oraz preparatem z Rhisoctonia
solani w dawce 0,03 g. W przypadku szczepu rho” ATCC 38637, nie zaobserwowano
tak wyraznej poprawy procesu.

B .
100 - Trichoderma harzianum 0,0015 g

90 + 8 Trichoderma harzianum 0,003 g
80 b . Rhisoctonia solani 0,015 g
— 70 -
@ &Q a Rhisoctonia solani 0,03 g
_— 60 -
< =
> o (] Glukuronidaza 0,2 ml
o p—
s g 50 -
> 2 O
> B Glukuronidaza 0,3 ml
2
S
— \ -
8—4 330 7 | Lyticase 300 u
@]
N
© T 4 5
= e 2 Lyticase 500 u
A~ A
10 ~
N\ Lyticase 500 u+Glukuronidaza 0,3 ml
0 B DN N & DN W

B Lyticase 500 u+Rhisoctonia solani 0.03 g

S.0./2 rtho- ATTC 38637

Rys. 1. Protoplastyzacja komdrek szczepéw rodzicielskich S. cerevisiae S.0./2 1 S. cerevisiae tho" ATCC
38637 z zastosowaniem réznych enzymow.

Fig. 1. Cell protoplastisation of two parental strains S. cerevisiae S.0./2 and S. cerevisiae tho” ATCC
38637 by applying various types of enzymes.

W  wyniku przeprowadzonej elektrofuzji badanych szczepéw na podiozu
selekcyjnym uzyskano kilkadziesiat kolonii, ktére poddawano selekcji poprzez
dziesigciokrotne przeszczepianie na podioze selekcyjne, celem wyeliminowania
niestabilnych hybryd. Dwa z nich oznaczone jako F1 i F2 okazaty sig stabilne i zostaty
skierowane do kolejnych badan.

Uzyskane fuzanty mialy cechy charakterystyczne dla obydwu szczepoéw
rodzicielskich (zdolno$¢ wykorzystywania glicerolu i opornos¢ na cykloheksimid w
podtozu). W celu stwierdzenia hybrydyzacji materialu genetycznego w fuzantach
przeprowadzono izolacje¢ catkowitego DNA ze szczepéw F1 i F2 oraz poréwnano go z
zawarto$cia DNA szczepdw rodzicielskich. Wyniki pomiaréw przedstawiono w tab. 4.
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Tabela 4

Zawarto$é catkowitego DNA/10® komérek szczepéw rodzicielskich S. cerevisiae
S.0./21 8. cerevisiae tho- ATCC 38637 oraz fuzantéw tych szczepéw F1 i F2.

Total DNA content/10° cells of two parental strains S. cerevisiae S.0./2 and S.
cerevisiae tho- ATCC 38637 and fusants F1 and F2.

Syeze Zawarto$¢ catkowitego DNA [ug/10° komérek]
. P Total DNA content
Strain 6
[ng /107 cells]
S.0./2 1,16
rho” ATTC 38637 1,21
Fl 1,34
F2 1,28

Zaobserwowano zwigkszenie iloSci materiatu genetycznego w komorkach
fuzantéw F1 i F2 wzgledem S.0./2 odpowiednio o 15,3 i 10,6% oraz wzgledem
szczepu rho” ATTC 38637 odpowiednio o 10,6 1 6,0%.

W celu okreslenia zdolnosci fuzantéw do przeprowadzania fermentacji
jablczanowo-mleczanowej oraz fermentacji alkoholowej, namnozonymi kulturami
drozdzy rodzicielskich: S.0./2 i tho” ATCC 38637 oraz fuzantami: F1 i F2 szczepiono
modelowe nastawy winiarskie, prowadzac fermentacje przez 28 dni w 22°C, analizujac
po jej zakonczeniu wybrane parametry wina.

Szczep rodzicielski tho” ATCC 38637 ma zdolno$¢ przeprowadzania fermentacji
jablczanowo-mleczanowej. W celu poréwnania wlasciwosci technologicznych
fuzantéw ze szczepami rodzicielskimi oznaczono ilo§¢ kwasu D-mlekowego w winie.
Wyniki przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 2. Zawarto$¢ kwasu D-mlekowego w winie (wartosci $rednie z trzech serii).
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Fig.2. D-Lactic acid content in wine (average values for 3 series).

Wina wytwarzane przez szczep S.o./2 zawieraly znacznie mniejsze ilosci kwasu
D-mlekowego w poréwnaniu ze szczepem rho ATCC 38637, jak réwniez w
odniesieniu do otrzymanych fuzantéw. Ilos¢ uzyskanego kwasu D-mlekowego w
winach wytworzonych przy udziale szczepéw F1 i F2 byta znacznie wigksza niz w
przypadku win uzyskanych przez szczep rodzicielski S.0./2, zawierajac odpowiednio
86 1 71% ilosci kwasu D-mlekowego obecnego w winach wytworzonych przez drugi
szczep rodzicielski tho ATCC 38637.
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Rys. 3. Zawarto$¢ alkoholu etylowego w winie (warto$¢ §rednia z 3 serii).
Fig. 3.  Ethanol content in wine (average value for 3 series).

Szczep rodzicielski S.0./2 przeprowadzat fermentacje¢ alkoholowa z duza
wydajnos$cia, warunkujac uzyskanie win o duzej mocy. Aby okresli¢, czy otrzymane
fuzanty maja réwniez zdolno$ci produkcji win zawierajacych duze ilosci alkoholu
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etylowego, po zakonczonej fermentacji oznaczono jego zawarto$¢. Uzyskane wyniki
przedstawiono na rys. 3.

Szczepy fuzantéw charakteryzowaly si¢ przeprowadzaniem fermentacji
alkoholowej na poziomie zblizonym do szczepu rodzicielskiego S.0./2. Znacznie
mniejszym uzyskiem alkoholu etylowego cechowaty si¢ wina wytworzone przez drugi
szczep rodzicielski rhoo ATCC 38637, produkujacy zaledwie 12,2% alkoholu
etylowego.

Whioski

1. Dobrymi markerami do selekcjonowania fuzantéw po procesie fuzji okazaty sig:
glicerol, bedacy jedynym zrédlem wegla w podiozu selekcyjnym i cykloheksimid
w dawce 1,0 pg/ml podtoza selekcyjnego.

2. Sposréd badanych preparatow enzymatycznych do protoplastyzacji szczepow
S.0./2 1 tho ATCC 38637 najbardziej efektywny byt preparat z Trichoderma
harzianum w dawce 0,0015 g/10° komérek.

3. Fuzanty F1 i F2 wykazywaly zwigkszenie ilo§ci DNA w komoérkach wzgledem
szczepOw rodzicielskich oraz miaty zdolnos¢ wytwarzania kwasu D-mlekowego na
poziomie zblizonym do szczepu rodzicielskiego rhoo ATCC 38637, a takze
produkowaty duze iloSci alkoholu etylowego, poréwnywalne z ilo$ciami
otrzymywanymi od szczepu rodzicielskiego S.0./2.
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AN ATTEMPT TO OBTAIN A NEW WINE-MAKING YEAST STRAIN
BY THE PROTOPLAST ELECTROFUSION

Summary

A protoplast electrofusion was carried out between two industrial wine-making strains:
Saccharomyces cerevisiae S.0./2 and S. cerevisiae tho” ATCC 38637; the latter one is used to regulate
acidity in grape wines after the completed alcoholic fermentation. For the purpose of selecting markers,
which enable the isolation of fusants, there was determined the ability of the two strains to assimilate
different types of carbon sources, as well as the their ability to grow on a medium with an increased
content of saccharose and cycloheximide.

Prior to starting the electrofusion process, the protoplastisation was enhanced by applying changing
amounts and combinations of various types of lytical enzymes. Also, optimal parameters of the
electrofusion process were determined.

From a group of fusants, two stable hybrids (F1 and F2) were selected and described in order to
determine the following parameters: DNA content in a cell, their ability to convert malic acid into lactic
acid, and their potential to produce ethanol. The results obtained prove that the two strains investigated
contain an increased content of DNA in cells. The yield of a malolactic fermentation as provided by the
fusants was comparable to the yield of malolactic fermentation run by the strain S. cerevisiae tho” ATCC
38637, and the yield of the alcoholic fermentation run by these fusants was comparable to the alcoholic
fermentation yield provided by the strain S.cerevisiae S.0./2.

Key words: protoplast electrofusion, malolactic fermentation, Saccharomyces cerevisiae.



