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RAPD as a tool for differentiation and identification of yeast

Summary

The growing importance of yeast in food and beverages creates a necessity
for a rapid and reliable method for typing of strains. As described in the present
review, Randomly Amplified Polymorphic DNA method (RAPD), based on ge-
nome sequence diversity, allowed the differentiation and identification of
strains belonging to Saccharomyces, Hanseniaspora, Yarrowia and other yeasts oc-
curring in beer, wine, cheeses, sausages, dressings and fruits. The applied meth-
odology and obtained results were compared and analysed in terms of repeat-
ability and reproducibility. The possibility to compile the results in a database,
which will serve the future identification of unknown strains, was discussed.
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1. Wstep

Drozdze, stosowane bezwiednie juz przez starozytnych Egip-
cjan do wypieku pieczywa i produkcji napojow alkoholowych, sg
niewatpliwie jednag z najwazniejszych grup drobnoustrojow wy-
stepujacych w przyrodzie i wykorzystywanych przez cztowieka.
W najnowszej klasyfikacji taksonomicznej jest ich ponad 700 ga-
tunkéw (1). Tradycyjne metody identyfikacji izolatéw drozdzy
zostaly oparte na podstawie zréznicowanych testow wykorzy-
stujgcych odmienne wiasciwosci fizjologiczne i morfologiczne
poznanych gatunkéw drozdzy. Najczesciej stosowane sg testy
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APl 32C (bio-Merieux, Francja). Metoda ta, podobnie jak inne oparte na testach fi-
zjologicznych, bywa jednak zawodna. Zdarzaja sie odmienne wyniki po 24 i 48 h dla
tej samej proby (2). Dlatego, miedzy innymi, wzrasta zainteresowanie technikami
biologii molekularnej, zwtaszcza opartymi na tahcuchowej reakcji polimerazy (PCR)
(3,4). Metody te sg proste w wykonaniu i mozliwa jest ich automatyzacja. W ostat-
nim dziesiecioleciu, na podstawie reakcji PCR, opisanej w 1986 r. przez Mullisa
i wsp. (5), opracowano wiele nowych metod badawczych. Jedng z nich jest RAPD
{Randomly Amplified Polymorphic DNA), czyli losowa amplifikacja polimorficznego
DNA.

Metoda RAPD zostata po raz pierwszy zastosowana w 1990 r. przez Williamsa
i wsp. (6). Podobnie jak PCR zachodzi ona w trzech kolejnych etapach - denatura-
cja matrycy, przylaczanie primeréw i wydiluzanie tanicucha DNA, ktére przeprowa-
dzane sg w Scisle okreslonej liczbie powtdrzen. Podstawowg réznicg pomiedzy PCR
a RAPD jest uzycie w tej drugiej pojedynczego, krétkiego oligonukleotydu startero-
wego o dlugosci 5-15 nukleotydéw. Primer ten zawierajacy dowolnie wybrang se-
kwencje nukleotyddw, przytacza sie do obu nici DNA w wielu miejscach, generujgc
powstanie od kilku do kilkunastu produktéw amplifikaciji.

Metoda RAPD byta stosowana do identyfikacji i r6znicowania wielu organizmoéw
(3,7-13). Bardzo obiecujgce sg jej aplikacje w technologii zywnosci, a mozliwosé
przechowywania obrazéw rozdziatéw elektroforetycznych w postaci zdje¢ w kom-
puterowej bazie danych, umozliwia identyfikacje i réznicowanie szczepdw przez
poréwnanie profili elektroforetycznego rozdziatu produktéw reakcji RAPD. Ponad-
to, za pomoca stosownego oprogramowania, na bazie zgromadzonych wynikéw
mozna wyznacza¢ podobienstwo i tworzy¢ dendrogramy pokrewienstwa badanych
mikroorganizmow (drzewka filogenetyczne).

W pracy omowiono zastosowanie RAPD w analizie drozdzy wystepujacych
w przemys$le fermentacyjnym, mleczarskim, miesnym oraz innych galeziach prze-
tworstwa spozywczego. W kolejnych trzech rozdziatach, podkreslajgc znaczenie
tych metod w identyfikacji drozdzy, zaprezentowano dotychczasowe osiggniecia
w zakresie réznicowania szczepow: 1) Saccharomyces, 2) Hanseniaspora i 3) innych ro-
dzajow drozdzy. Szczegotowa metodyke zastosowang w cytowanych publikacjach
zebrano w trzech tabelach obejmujacych szczepy drozdzy wystepujgce w winie, pi-
wie oraz innych produktach spozywczych. Krytyczng analize tej metodyki oraz po-
réwnanie wynikéw otrzymanych w réznych osrodkach przeprowadzono w kolejnym
rozdziale.

2. ldentyfikacja i r6znicowanie izolatdw z rodzaju Saccharomyces
Metodg RAPD réznicowano i identyfikowano browarnicze i gorzelnicze szczepy

S. cerevisiae (14), szczepy z rodzaju Saccharomyces wyizolowane z moszczy grono-
wych w Portugalii (15), z angielskich piw ,ale” i jasnych petnych typu ,lager” (16),
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drozdze zanieczyszczajgce wina oraz piwa (17,18), a takze izolaty drozdzy z serow
(19,20). W analizach wykorzystano rozmaite startery: primer 21 (16,18); ABI-09,
ABM2, ABM5 i P20 (15); primer 24, primer 28, OPA-1l (17); M13 (19,20); (GAQs
i (GTG)s (17,21,22); OPB-02, OPB-10 do OPB-13, OPB-17 oraz OPB-20 (14,23); otrzy-
mujac dla kazdego ze szczepéw kilka do kilkunastu produktéw amplifikacji o zr6z-
nicowanej wielkosci od 300 do 3000 pz (par zasad). Dla danego szczepu, w analizie
RAPD z wybranym starterem, uzyskiwano charakterystyczny tak pod wzgledem ilo-
Sci jak i wielkosci prazkow, wzor rozdziatu elektroforetycznego powielonego DNA.

Metodyka RAPD dla drozdzy winiarskich

Przedmiot badan
Pozycja bibliograficzna

S. cerevisiae IGC 4455

izolaty z win (6 szczepdw)

Baleiras Couto i wsp.,
1996 (17)

dwa szczepy
rodzicielskie S. cerevisiae
oraz produkty fuzji proto-

plastéw

Martins i wsp., 1999 (23)

S. cerevisiae var. capensis
S. cerevisiae var.
montuliensis

S. cerevisiae var. chevalieri
S. cerevisiae var. bayanus
S. cerevisiae var. cerevisiae

S. cerevisiae var. uvarum

Xufre i wsp., 2000 (15)

S. cerevisiae

(30 szczepow)
Kloeckera apiculata

(30 szczepoéw)

Caruso i wsp., 2002 (21)
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Primer: Sekwencja

2

primer 24: GCGTGACNG
primer 28: AGGAGGAGGA
OPA-11: CAATCGCCGT
(GTG)5

(GAG)5

OPB-12
OPX-10

(nie podano sekwencji)

ABI-09
ABI-12
ABI-15
P20

(nie podano sekwencji)

(GAC)5

(GTG)5

Sktad mieszaniny reakcyjnej

primer 0,2 piM
DNA 0,25 ng
Taq DNA polimeraza 1U
dNTP 200 (im
Tris-HCI (pH 8,3) 20 mM
KClI 50 mM
MgCh 3 mM
zelatyna 0,001%
V = 50 |al
primer 30 ng
DNA 40 ng
Taq DNA polimeraza 15U
dNTP 100 |im
Tris-HCI (pH 8,4) 20 mM
KCI 45 mM
MgCl 3,75 mM
V = 25 DI
primer 0,3 ng
DNA 100 ng
Taqg DNA polimeraza 25U
dNTP 2 mM
Tris-HCI (pH 8,8) 67 mM
MgcCI 50 mM
(NH4)2s04 16,6 mM
V = 20
nie podano

Tabela 1

Warunki kolejnych etapéow
PCR

4

predenaturacja:
94°C, 5 min
40 cykli:
94°C,
45°C, 45 s dla (GAC)5
55°C, 45 s dla (GTG)5
72°C,

15 s

1 min
zakorczenie:
72°C, 1 min 30 s

predenaturacja:
92°C, 2 min
40 cykli:
92°C,
37°C,
72°C, 2 min

1 min

1 min

zakonczenie:
72°C, 3 min

predenaturacja:
94°C, 4 min

45 cykli:

94°C, 1 min

36°C, 1 min

72°C, 2 min

jak w: Baleiras Couto
i wsp., 1996 (17)
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izolaty
Hanseniaspora/Kloeckera
(18 szczepow)

szczepy referencyjne:
Hanseniaspora osmophila
H. uvarum

. valbyensis

. guilliermondii

. occidentalis

I T T I

. vineae

Bujdosd i wsp., 2001 ab
(24,25)

M13:
GAGGGTGGXGGXTCT
RM13:
AGAXCCXCCACCCTC

OPA-01:
OPA-03:
OPA-09:
OPA-08:

CAGGCCCTTC
AGTCAGCCAC
GGGTAACGCC
GTGTGCCCCA

RAPD jako metoda réznicowania i identyfikacji drozdzy

primer

DNA

Taqg DNA polimeraza
Tris-HCI (pH 8,3)
dTNP

KCI

MgClI?

VvV = 25 DI

Metodyka RAPD dla drozdzy browarnych i gorzelniczych

Przedmiot badan

Pozycja bibliograficzna

drozdze browarne
(5 szczepdw)

drozdze gorzelnicze

(5 szczepow)

Gomes i wsp., 2000 (14)

Saccharomyces cerevisiae

(12 szczepéw wzorcowych)

drozdze browarne
(25 szczepow)

Tornai-Lehoczki i Dlaiichy,
2000 (16)

szczepy referencyjne:

S. cerevisiae

S. pastorianus

S. bayanus

S. exiguus

izolaty z linii produkcyjnej
piwa

(20 szczepow)

Barszczewski i Robak, 2004
(18)

Primer: Sekwencja

OPB-02:
OPB-10:
OPB-11:
OPB-12:
OPB-13:
OPB-17:
OPB-20:

TGATCCCTGG
CTGCTGGGAC
GTAGACCGT

CCnGACGCA
nCCCCCGCT
AGGGAACGAG
GGACCCTTAC

21: GCTCGTCGCT

21: GCTCGTCGCT

BIOTECHNOLOGIA 4 (71) 142-155 2005

0,4 aM
1,25 Dg
5U

10 niM
200 am
50 niM
2 mM

Skfad mieszaniny reakcyjnej

primer
DNA
Tag DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCI (pH 8,0)
KCl
MgCI?
V = 25 DI

primer

DNA

Tag DNA polimeraza
dNTP

Tris-HCI (pH9,0)

KCl
MgCI2
Triton X-100
V = 15 DI
primer
DNA

Taq DNA polimeraza
dNTP

Tris-HCI ( pH 8,8)
MgClI?

KCl 50

Nonident P40

V = 30 dL

0,2 am
40 ng
15U

100 am

20 mM

50 mM

3,75 mM

20 ng
1-5 ng
D
200 am
10 mM
50 mM
2 mM
1%

0,33 aMm
— 20 ng
2 U

100 am
10 mM
2,5 mM
mM
0,08%

predenaturacja:
94°C, 3 min
40 cykli:
94°C, 30 s
45°C, 1 min
72°C, 2 min 20 s
zakoriczenie: 72°C, 7 min
predenaturacja:
94°C, 1 min
45 cykli:
94°C, 1 min
36°C, 1 min
72°C, 2 min

zakonczenie: 72°C, 8 min

Tabela 2

Warunki kolejnych etapéw
PCR

40 cykli:
92°C, 1 min
37°C, 1 min
72°C, 2 min

predenaturacja:
93°C, 3 min
35 cykli:
93°C, 1 min
38°C, 1 min
72°C, 2 min
zakonczenie:
72°C, 5 min

predenaturacja:
93°C, 3 min
35 cykli:
93°C, 1 min
38°C, 1 min
72°C, 2 min
zakoriczenie:
72°C, 5 min

145



Matgorzata Robak, Katarzyna Baranowska, Wojciech Barszczewski, Maria Wojtatowicz

Tabela 3

Metodyka RAPD dla droidzy z innych produktéw spozywczych

Przedmiot badan
Pozycja bibliograficzna

izolaty z migsa drobiowego:
Yarrowia lipolytica
Candida zeylanoides
(152 szczepy)

Dedk i wsp., 2000 (27)

izolaty z kietbas
Y. lipolytica
(8 szczepow)

Gardini i wsp., 2001 (26)

izolaty z seréw:
Debaryomyces hansenii
C. catenulata
Geotrichum candidum
Issatchenkia orientali
Kluyveromyces lactis

K. marxianus

S. cerevisiae

Y. lipolytica

(85 szczepow)

Prilinger i wsp., 1999 (20)
izolaty z produktéw mlecz-
nych:

S. cerevisiae

K. marxianus

K. lactis

D. hansenii

Y. lipolytica
Torulaspora delbrueckii
(48 szczepow)

Andrighetto i wsp., 1999 (19)
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Primer: Sekwencja

ERICIR:
ATGTMGCTCCTGGGGATTCAC
ER1C2:
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

MI3: GAGGGTGGCGGHCT

RF2: CGGCCCCTGT

MI3: GAGGGTGGCGGHCT
DEKAMERI: ACGGTCTTGG
DEKAMER2: TGCCGAGCTG
DEKAMERS3: TGCAGCGTGG
DEKAMER4: GGGTAACGCC

MI3: GAGGGTGGCGGNCT

RF2:CGGCCCCTGT

Warunki kolejnych etapéw
Sktad mieszaniny reakcyjnej

PCR
3 4
primer 200 ng predenaturacja:
DNA (komorki) 20 d! 94°C, 5 min
Taq DNA polimeraza 1 U 40 cykli:
dNTP 1,2 mM 92°C, 45 s
Tris-HCI (pH 8,9) 10 mM 25°C, 1 min
MgCI2 1,5 mM 68°C, 10 min
KCI 50 mM
vV = 50 pil

primer 1 daM 35 cykli:
DNA 80 ng 94°C, 1 min
Tag DNA polimeraza 2 U 45°C, 20 s
dNTP 200 dM 72°C, 2 min
Tris-HCI (pH 8,3) 10 mM predenaturacja:
KCl 50 mM 95°C, 1 min
MgCb 1,5 mM 35 cykli:

V = 25 DI 95°C, 30 s
36°C, 1 min
72°C, 1 min

zakonczenie:

72°C, 5 min

nie podano nie podano
primer 1 aM 35 cykli:
DNA 80 ng 94°C, 1 min
Taqg DNA polimeraza 2 U 45°C, 20 s
dNTP 200 dM 72°C, 2 min
Tris-HCI (pH 8,3) 10 mM predenaturacja:
KCl 50 mM 95°C, 1 min
MgCh 1,5 mM 35 cykli:

VvV = 25 DI 95°C, 30 s
36°C, 1 min
72°C, 1 min

zakoriczenie:
72°C, 5 min
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4

izolity z linii produkcyjnych  (GTG)5 primer 0,2 pMm predenaturacja:
mapnezéw oraz soséw do DNA 0,25 ng 94°C, 5 min
satatek: (GAC)5 Taq DNA polimeraza 1y 40 cykli:
Zyg)saccharomyces, dNTP 200 |iM 94°C, 15 s
Catdida, Pichia, Tris-HCI (pH 8,3) 20 nim 45°C, 45 s dla (GAC)5
Cryptococcus KCl 50 niM 55°C, 45 s dla (GTG)5
(12j szczepow) MgCf 3 mM 72°C, 1 min 30 s
zelatyna 0,001% zakonczenie:
Bakiras Couto i wsp., 1996 V = 50 pi 72°C, 1| min 30 s
(22
Aut?obasidiumpullulans  OpD-20: ACCCGGTCAC primer 5 pM predenaturacja:
OpC-05: G\TGACCGCC DNA 100 ng 94°C, 5 min
Schma i wsp., 2002 (28) OpC-08: TGGACCGGTG Taq DNA polimeraza 1u 45 cykli:
dNTP 100 94°C, 1 min
Tris-HCI (pH 8,8) mM 36°C, 1 min
MgCI2 10 mM 72°C, 2 min
KCl 2 mM
Triton X-100 50 mM
0,1%
V = 25 pi

A7Srod przemystowych szczepOw browarniczych obserwowano wiekszg réznorod-
nos: obrazoéw elektroforetycznych niz wsréd szczepOw gorzelniczych, a najbardziej
heterogeniczne profile uzyskano przy zastosowaniu primera 24. Niemniej jednak, przy
uzyciu, np. primera 28, dla wiekszosci szczep6w stwierdzano prazek wielkosci okoto
180) pz, ktérego obecnos¢ by¢ moze definiuje przynaleznosé do rodzaju.

Z kolei profile elektroforetyczne produktow RAPD otrzymane przy zastosowaniu
stanera 21 dla szczepdéw typu ,lager” wyréznialy sie obecnoscig pieciu wyraznych
praikéw, z ktérych cztery znajdowano réwniez we wszystkich izolatach S. pastorianus.
W przypadku S. cerevisiae, w tym szczepdw pochodzacych z piw typu ,ale”, uzyska-
no '6wniez charakterystyczny profil prazkédw o zdecydowanie wiekszej réznorod-
noéci. Mogtoby to sugerowac wieksze zrdéznicowanie wewnatrzgatunkowe w obre-
bie szczepéw nalezacych do drozdzy gornej fermentacji (16).

/Vykazano takze, z uzyciem startera 21, ze tylko jeden z 16 szczepdw wyizolo-
warych podczas produkcji piwa jest szczepem produkcyjnym o identycznym profilu
jak S. carlsbergensis 37 (rys. Sciezka 16, 18 i 27) (18).

vlozliwo$¢ réznicowania drozdzy w obrebie rodzaju Soccharomyces przy wyko-
rzystaniu oligonukleotydu OPB-12 potwierdzity wyniki uzyskane przez Gomes i wsp.
(14), pokazujace réwniez duza bior6znorodnosé izolatdw pochodzenia przemysto-
wego. RAPD ze starterem OPB-12 z powodzeniem zastosowano do identyfikacji
ora: okreslenia stopnia pokrewienstwa rekombinantoéw uzyskanych w wyniku fuzji
pro oplastéw dwoch szczepdw S. cerevisiae (23).
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M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
3000 pz

2000

1500

1031

700

500

Rys. Rozdziat eklektroforetyczny produktéw RAPD z primerem 21 dla szczepéw wzorcowych i izola-
téw z dwéch browaréw. Sciezka M - standardy (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder Plus, Fermentas); $ciez-

ka 16, 17, 19, 20 odpowiednio izolaty nr 16, 17, 19, 20; Sciezka 18 - szczep produkcyjny; Sciezka 21 -
S. bayanus CBS 380; Sciezka 22 - S. brasiliensis NCAIM 1223; Sciezka 23 - S. carlsbergensis NCAIM 1125;
Sciezka 24 - S. pastorianus NCAIM 1244; Sciezka 25 - S. exiguus CBS 379; Sciezka 26 - S. cerevisiae
PCM 2130; S$ciezka 27 - S. carlsbergensis 37 (18).

Z kolei zastosowanie, w dwoéch niezaleznych osrodkach, primerow (GAC)
i (GTG)5 do badania polimorfizmu szczepow S. cerevisiae umozliwito ich podziat, od-
powiednio na dwie oraz na sze$¢ grup (17,21). Pomimo ze w wiekszosci przypad-
kéw zastosowany primer rozdzielit szczepy S. cerevisiae na kilka grup, potwierdze-
nie prawidtowej ich identyfikacji metodg RAPD wymaga zastosowania kilku réznych
starteréw. Przyktadem moga by¢ badania przeprowadzone z piecioma primerami:
MI3, Dekamer 1, Dekamer 2, Dekamer 3 i Dekamer 4, w ktorych potwierdzono
przynaleznos$¢ gatunkowg tylko dla pieciu z szesciu izolatéw zidentyfikowanych na
podstawie testéw fenotypowych jako S. cerevisiae (20). Prawidiowo zidentyfikowane
szczepy S. cerevisiae wykazywaly podobienstwo do szczepu referencyjnego
w 84-94%, a miedzy sobg w 85-100%. Izolat HA 817 - mylnie sklasyfikowany jako
S. cerevisiae - charakteryzowat sie 96% podobienstwem do szczepu referencyjnego
S. unisporus (20).
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3. Identyfikacja i réznicowanie izolatbw Hanseniaspora (Kloeckera)

Bujdosé i wsp. (24,25), na podstawie badania polimorfizmu DNA szczepow refe-
rencyjnych Hanseniaspora osmophila, H. guilliermondii, H. occidentalis, H. valbyensis,
H. uvarum oraz H. vineae, zidentyfikowali i zr6znicowali osiemnascie izolatow zakla-
syfikowanych do rodzaju Hanseniaspora. Autorzy wykonali analize metoda RAPD
z zastosowaniem czterech réznych primeréw: MI3, OPA-03, OPA-01 oraz RM13.
W przypadku oligonukleotydu MI3 otrzymali od trzech do siedmiu prgzkoéw. Przy-
ktadowo gatunek H. uvarum generowat trzy prazki o wielkosci 396, 690 oraz 1700 pz,
a H. osmophila cztery: 700, 1220, 1500 i 1900 pz. Wynik otrzymany z primerem
OPA-03 takze umozliwiat rozdzielenie organizmow na gatunki, a w obrebie gatunku
H. uvarum nawet na szczepy. Ostatecznie niezaleznie od stosowanego primera auto-
rzy uzyskali wyniki pozwalajgce na rozréznienie poszczegolnych izolatow.

Nie powiodto sie natomiast réznicowanie trzydziestu szczepéw Kloeckera apiculata
(Hanseniaspora uvarum) na bazie starterow (GAQ5 i (GTG) 5 (21). Oba oligonukleotydy
starterowe daly profile elektroforetyczne identyczne dla wszystkich szczep6w. Tak
zatem analiza RAPD przeprowadzona z tymi oligonukleotydami okazata sie nieprzy-
datna do wewnatrzgatunkowego réznicowania szczepOw H. uvarum.

4. ldentyfikacja i réznicowanie izolatéw innych gatunkéw drozdzy

Technikg RAPD potwierdzono przynalezno$¢ do gatunkow: Aureobasidium pullulans,
Candida boidinii, C. magnoliae, C. pelliculosa, C. zeylanoides, Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Pichia anomala, P. fermentans, Torulaspora delbrueckii,
Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces bailli i Z. bisporus ponad dwustu izolatow droz-
dzy z seréw (19,20), linii produkcyjnej majonezéw oraz soso6w satatkowych (22),
dwaoch linii produkcyjnych kietbas (26), drobiu (27) oraz owocow (28) (tab. 3). W ba-
daniach tych wykorzystano startery MI3 (19,20,26), Dekamer 1, Dekamer 2, Deka-
mer 3 (20), (GTG)s i (GAC) (22), RF2 (19,26), typu ERIC (27) oraz OpD-20, OpC-05,
OpC-08 (28). Pozwolity one nie tylko wskaza¢ odrebnos¢ gatunkowa badanych
szczepow, ale takze okresli¢ stopien ich pokrewienstwa.

Szczepy VY. lipolytica izolowane z produktéw miesnych podzielono na trzy odreb-
ne grupy, bardzo odlegte od siebie pod wzgledem podobienstwa (<34%) (26). Izola-
ty tego gatunku z produktéw mlecznych byly bardzo podobne (>96%) (20). Otrzy-
mane dendrogramy umozliwity odréznienie zrédta pochodzenia szczepu (produkty
miesne lub mleczne, typ sera) oraz identyfikacje linii produkcyjnej.

Andrighetto i wsp. (19) przedstawili dendrogram sktadajacy sie z siedmiu ra-
mion. Grupuje on izolaty drozdzy wedtug przynaleznosci gatunkowej. Pierwsze ra-
mie dendogramu zawiera szczepy K. lactis (anamorf Candida sphaerica), drugie izola-
ty K. marxianus (anamorf Candida kejyr), a trzecie szczepy Y. lipolytica. Czwarte ramie
dendogramu obejmuje cztery niezidentyfikowane izolaty z serow Mozzarella, a pia-
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te szczepy S. cerevisiag, ktore w zaleznosci od pochodzenia rozdzielono na dwie
subkultury, izolaty z serOw Feta i Mozzarella. Ramie széste sklada sie tylko z dwéch
izolatow T. delbruecki, a ostatnie siodme ramie tworzg izolaty D. hansenii (anamorf
Candida famata). Trzy wyizolowane szczepy, w tym jeden zidentyfikowany jako
Pichia farinosa tworzg indywidualne odgalezienia drzewka pokrewienstwa.

5. Parametry RAPD-PCR a wyniki r6znicowania i identyfikacji drozdzy

Z danych przedstawionych w tabelach 1,2 i 3 wynika, ze metodyka RAPD wyko-
rzystana do identyfikacji drozdzy byta bardzo zréznicowana. Réznice dotyczyly sto-
sowanych primeréw i warunkéw reakcji amplifikacji, w tym stezenia reagentow,
czasu i temperatury przebiegu poszczegolnych jej etapow. Odmienne warunki PGR
oraz inny sklad mieszaniny reakcyjnej zastosowano nawet w analizach przeprowa-
dzonych z udziatem tego samego startera. W wielu innych pracach zwracano uwage
na fakt, ze ilos¢ i jakos¢ otrzymanych produktow amplifikacji zalezy od metody
otrzymania materiatu genetycznego, od ilosci dodanej matrycy (badane DNA), ilosci
dNTP czy ilos¢ MgCI2 (4,7,29-34). Zbyt duza ilos¢ DNA powoduje powstanie tak zwa-
nego tta, czyli niespecyficznych produktow reakcji. Zmiana dawki dNTP moze wply-
ng¢ na intensywnos¢ prazkéw, a uzycie w reakcji amplifikacji buforu o wysokim pH
(>9,0) moze sposowodowaé, ze obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow
PGR bedzie malo czytelny. Zaobserwowano réwniez zanikanie prazkow w profilach
elektroforetycznych pod wplywem wzrastajacego stezenia MgGI2 stosowanego
w reakcji polimerazy (33).

Bardzo duze znaczenie przy badaniu zréznicowania drozdzy metoda RAPD ma
prawidtowy dobér oligonukleotydu starterowego. Wielu badaczy postuluje testowa-
nie wiekszej liczby primeréw przed wyborem tego wilasciwego dla danego mikroor-
ganizmu i stosowanych warunkéw PGR (10,31). W identyfikacji drozdzy Kloeckera
apiculata, badacze stwierdzili matg skutecznos¢ starterow (GTGjs i (GAG)s (21), pod-
czas gdy w przypadku S. cerevisiae oba primery generowaly czytelne profile elektro-
foretyczne, niezaleznie od zrédta pochodzenia szczepéw (produkty mleczne, majo-
nezy i sosy do salatek) (22). Autorzy tego opracowania, otrzymali dla pietnastu
szczepow izolowanych z linii produkcyjnej piwa, powtarzalne analizy z dwoma
z czterech testowanych starteréw, tj. dla (GTGjs i (GAGA)4 (35).

Dyskusji poddano zastosowane przez r6znych badaczy parametry RAPD i otrzy-
mane rezultaty r6znicowania drozdzy. W analizie tej uwzgledniono prace dotyczace
najczesciej stosowanych primerdw; MI3, OPB-12, (GTG)s i (GAG;js.

Primer M13 o sekwencji zaczerpnietej z DNA bakteriofaga M13 (5’GAGGGTGGG-
GGTTGT3) (2), wykorzystano do amplifikowania genoméw drozdzy pochodzacych
z produktéw mlecznych (19,20), kietbas typu salami (26), oraz win otrzymanych
w wyniku spontanicznej fermentacji moszczy winogronowych (24,25). Wykorzysta-
no go takze w pracy nad izolatami Klinicznymi (tab. 4) (2). W czterech z wymienio-
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nych pozycji (2,19,24,25) zastosowano identyczng temperature podczas pierwszego
(denaturacja nici badanego DNA) oraz ostatniego etapu reakcji RAPD (wydtuzanie
przytaczonych primeréw), odpowiednio 94°C i 72°C. Proces annealingu (asocjacja
odcinkéw starterowych do rozplecionego DNA) w dwoch przypadkach przeprowa-
dzono w 45°C (19,24), a w badaniach dotyczacych klinicznych izolatéw w 50°C.
Bujdos6 i wsp. (24,25), oprocz trzech podstawowych etapéw RAPD, przeprowadzili
trzyminutowag predenaturacje w temperaturze 94°C oraz dodatkowy siedmiominu-
towy etap wydtuzania w 72°C.

Tabela 4
Metodyka RAPD dla szczep6éw patogennych
Przedmiot badan X . . i o Warunki kolejnych etapéw
o ) Primer; Sekwencja Sktad mieszaniny reakcyjnej
Pozycja bibliograficzna PCR
Candida albicans (GTG)5 primer 30 ng 35 cykli:
C. krusei DNA 25 ng 94°C, 20 s
C. parapsilosis (GACA)3 Tag DNA polimeraza 25U 50°C, 1 min
C. glabrata dNTP 0,2 mM 72°C, 20 s
Cryptococcus neoformans  MI3: GAGGGTGGCGGHCT  Tris-HCI (pH 8,3) 10 mM zakoriczenie:
Cryptococcus curvatus KCl 50 mM 72°C, 6 min
MgCI2 1,5 mM
Latoucheiwsp., 1997 (2) vV = 50 Ail

W kazdym z analizowanych protokotéw badan zastosowano inny czas prowa-
dzenia poszczegdlnych etapéw reakcji. Tak zatem, czas trwania procesu denaturacji
zawierat sie w granicach od dwudziestu sekund dla rodzaju Candida (2) do jednej mi-
nuty dla izolatéw pochodzacych z produktéw mlecznych (19). Annealing prowadzo-
no najdiuzej, przez 80 sekund, w przypadku drozdzy Hanseniaspora (24,25), podczas
gdy dla szczepdéw pochodzgcych z produktow mlecznych tylko przez 20 sekund
(19). Najwieksze roznice dotyczyly etapu wydtuzania nici DNA: od dwudziestu se-
kund (2) do dwéch minut i dwudziestu sekund (24,25).

Liczba cykli reakcji zastosowanych do amplifikacji prébek DNA wynosita trzy-
dziesci pie¢ (2,19) lub czterdziesci (24,25).

Odnotowano takze duze zr6znicowanie skltadu mieszaniny reakcyjnej, zwlaszcza
pod wzgledem iloéci badanego DNA i dodanej polimerazy. Poszczegdine mieszaniny
reakcyjne zawieraly nastepujgce porcje materialu genetycznego: 25 ng, dla szcze-
pow klinicznych (2); 50 ng, dla izolatéw z win (24,25); a nawet 80 ng, w przypadku
drozdzy pochodzenia mleczarskiego (19). Najmniejszg ilos¢ polimerazy (2 U) stoso-
wali Andrighetto i wsp. (19), choé¢ badane przez nich proby zawieraly najwiecej
DNA. Natomiast ilo§¢ dodanego primera byla podobna w cytowanych opracowa-
niach (21-30 ng).
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W celu sprawdzenia zgodnosci wynikéw uzyskanych przez poszczegoélnych ba-
daczy z odcinkiem starterowym MI3, poréwnano profile elektroforetyczne otrzy-
mane dla izolatdw S. cerevisiae i Y. lipolytica z produktéw mlecznych (19) oraz mate-
riatbw klinicznych (2).

Dla wszystkich badanych szczepéw S. cerevisiae (dwa izolaty kliniczne i pietna-
Scie izolatdw mleczarskich) stwierdzono obecnos¢ trzech jednakowych produktow
amplifikacji o wielkosci okoto 700, 750 i 1100 pz. Obrazy produktow amplifikacji
RAPD dla poszczegélnych szczepéw wykazaty dodatkowe prazki powyzej i ponizej
charakterystycznych wspoélnych pasm. Podobnie dla siedmiu izolatoéw Y. lipolytica
z produktéw mlecznych (19) oraz jednego szczepu klinicznego (2), zaobserwowano
po cztery prazki zawierajgce okoto 1500, 1700, 2000 i 2100 pz, oraz po kilka roz-
nych, dodatkowych prazkéw o mniejszej masie.

Charakterystyczne produkty amplifikacji wykazano réwniez w badaniach RAPD
z primerem M13 dla szczep6w z gatunku H. uvarum oraz H. osmophila (24,25). Otrzy-
mano fragmenty o wielkosci 370, 690 i 1700 pz dla H. uvarum i 700, 1220, 1500
i 1900 pz dla H. osmophila.

Zatem w analizie RAPD z primerem M13 otrzymano produkty charakterystyczne
dla poszczegélnych gatunkéw, a réznice wykazane pomiedzy szczepami jednego
gatunku, moga wynika¢ z odmiennego zrédia ich izolacji i obrazowac polimorfizm
szczepdw.

Drugi oligonukleotyd OPB-12 o sekwencji -5’"CCTTGACGCA3'-jest syntetycznym
primerem, ktéry zostat wykorzystany do réznicowania produkcyjnych oraz dzikich
drozdzy w browarnictwie i gorzehictwie (14), a takze do réznicowania szczepéw
rodzicielskich, somatycznych hybrydéw oraz segregantéw S. cerevisiae (23). W obu
pracach, oprécz podstawowych trzech etapow reakcji PGR, zastosowano etap do-
datkowego dogrzewania otrzymanych produktéw, a w drugiej z nich zastosowano
réwniez etap predenaturacji DNA przed rozpoczeciem wiasciwej reakcji amplifika-
cji. Zasadnicze etapy PGR przebiegaty w tych samych temperaturach, przez ten sam
czas i w tej samej objetosci. Réznice dotyczyly skladu mieszaniny reakcyjnej, w tym
stezenia KCl oraz iloSci startera. Martins i wsp. (23) do przeprowadzenia RAPD za-
stosowali roztwdr o stezeniu 4,5 mM, natomiast Gomes i wsp. (14) ponad dziesie-
ciokrotnie bardziej stezony (50 mM). jezeli chodzi o ilo$¢ primera to badacze ci za-
stosowali, odpowiednio, 63,5 ng i 30 ng startera.

Pomimo zastosowania innych stezen reagentéw w reakcji RAPD, w obu pracach
wykazano zréznicowanie badanych szczepéw i mozliwa byta ich identyfikacja.

Pozostate dwa oligonukleotydy, o sekwencji (GTGjs oraz (GACjs umozliwiajg de-
tekcje sekwencji mikrosatelitarnych, czyli sekwencji tandemowo powtarzajgcych sie
w genomie wielu organizmow (6,36). Wystepujg one takze u drozdzy (37,38,
Saccharomyces Genome Database). Primery te stosowano w badaniach izolatéw
drozdzy pochodzgcych z win Aglianico (21), drozdzy zanieczyszczajgcych wina i pi-
wa (17) oraz majonezy i sosy salatkowe (22). W wymienionych pracach stosowano
identyczne skfady mieszanin reakcyjnych i warunki prowadzenia reakcji, wykazujac
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zrdéznicowanie wewnatrzgatunkowe izolatow S. cerevisaie, C. boidinii, C. pelliculosa,
C. magnoliae, Z. bailli i Z. bisporus.

6. Podsumowanie

Ws$Srdd molekularnych metod identyfikacji drozdzy, RAPD jest technikg najprost-
sza. W metodzie tej nie jest potrzebna znajomos¢ chociazby fragmentu sekwenciji
nukleotydowej genomu badanego organizmu, jest to duzg jej zaletg, poniewaz
umozliwia réznicowanie niezidentyfikowanych izolatow. Odpowiednio zaprojekto-
wana, pozwala na réznicowanie drozdzy zaréwno na poziomie gatunku jak i podga-
tunku, a w wielu przypadkach na okreslenie zrédta pochodzenia szczepéw (16,19,26).
Natomiast, nie udato sie za pomoca metody RAPD, réznicowanie form telomorficz-
nych i anamorficznych u drozdzy doskonatych (19).

jakkolwiek w przewazajacej liczbie przypadkéw zastosowanie jednego startera,
np. MI3 czy (GTG)5 umozliwia identyfikacje drozdzy, bezpieczniej jest opierac sie
na wynikach analiz otrzymanych z udzialem przynajmniej dwoch starterow.

W przypadku monitorowania czystosci mikrobiologicznej procesu fermentacyj-
nego konieczne jest rdwnoczesne badanie szczepu produkcyjnego (wzorca). Kazde
odstepstwo profilu elektroforetycznego badanej proby od wzorca bedzie Swiad-
czyto o mikrobiologicznym skazeniu Srodowiska. Materiatem wzorcowym moze by¢
tez kultura, zinaktywowana przez sterylizacje lub samo DNA, co gwarantuje produ-
centowi ochrone szczepu przemystowego.

Dyskusyjna jest natomiast, zgodnos$¢ wynikdw uzyskiwanych w réznych labora-
toriach. Dlatego wielu badaczy postuluje stosowanie jednakowych ilosci sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej RAPD oraz zdefiniowanie standardéw dla poszczeg6lnych re-
agentow i parametrow reakcji amplifikacji (30-32,38). Takze powszechne wykorzy-
stanie dostepnych gotowych zestawow do PGR (zawierajacych wszystkie odczynniki
oprécz matrycy i primeréw), o gwarantowanej przez producenta powtarzalnej jakos-
ci, moze wyeliminowac btedy zwigzane z przygotowaniem i dozowaniem poszcze-
golnych sktadnikéw. Na powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikéw ma tez wptyw wyko-
rzystywana aparatura. Stosowane typy termocykleréw, réznig sie sprawnoscig kon-
troli temperatury i czasu wyznaczonego dla kolejnych etapéw reakcji. Wszystko to
utrudnia poréwnanie wynikéw otrzymanych w réznych osrodkach, chociaz wyniki
przytoczone dla klinicznych i mleczarskich szczepow S. cerevisiae i Y. lipolytica wska-
zuja na obecnos$¢ charakterystycznych dla tych gatunkéw produktéw amplifikacii.
Niemniej jednak, ujednolicenie metodyki RAPD umozliwitoby poréwnanie wynikow
otrzymanych w réznych osrodkach badawczych i mogloby sta¢ sie podstawg do
stworzenia uniwersalnych baz danych zawierajgcych profile elektroforetyczne zna-
nych drozdzy. W obrebie jednego laboratorium, stosujgcego jednakowg metodyke
RAPD, te same odczynniki (polimeraza, primery, nukleotydy) oraz te samg aparature
(termocyklery, aparaty do elektroforezy) mozliwe jest utworzenie bazy danych mo-
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deli elektroforetycznego rozdziatu produktow jako wzorcow do przysztej identyfi-
kacji nieznanych szczepéw.
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