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ZASTOSOWANIE METODY PCR DO ROZNICOWANIA DROZDZY
PRZEMYSLOWYCH

Streszczenie

Metoda PCR zostata wykorzystana do identyfikacji hybrydoéw drozdzy przemystowych rodzaju Sac-
charomyces z amylolitycznym szczepem Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Zastosowanie
metody pozwolito na identyfikacje trzech fuzantéw miedzyrodzajowych posiadajacych fragmenty DNA
wspolne dla obu szczepéw wyjsciowych.

Wstep

Metoda PCR (Polimerase Chain Reaction) zostata opracowana przez Kary Mul-
lis’a w 1987 r. Polega ona na powielaniu wybranego odcinka DNA in vitro w faicu-
chowej reakcji polimeryzacji przy uzyciu polimerazy i specyficznych primeréw [7],

Metoda umozliwia milionowe zwielokrotnienie (amplifikacje) w ciggu kilku go-
dzin okreslonego fragmentu DNA lub RNA. Reakcje PCR przeprowadza sie zwykle w
25 do 30 kolejno nastepujacych po sobie jednakowych cyklach. W kazdym cyklu wy-
odrebni¢ mozna trzy fazy, a mianowicie: denaturacje, hybrydyzacje i synteze DNA.

Denaturacja - rozdzielenie dwuniciowych czasteczek DNA na dwie pojedyncze
nici w temperaturze 95°C.

Hybrydyzacja odcinkéw starterowych - przytgczenie primeréw do miejsc ho-
mologicznych w badanym DNA zachodzace w temperaturze okoto 55°C do 80°C.
Utworzona struktura jest sygnatem dla polimerazy DNA do powielenia tego regionu.

Synteza DNA - powielanie wybranego odcinka DNA in vitro w tancuchowej re-
akcji polimeryzacji w temperaturze 75°C.

Kluczowe znaczenie dla calej reakcji ma termoopomy enzym polimeraza DNA
izolowany z bakterii Thermus aquaticus. Enzym ten zachowuje aktywno$¢ i zdolnos¢
polimeryzacji po wielokrotnym ogrzaniu do temp. 95°C (temperatura denaturacji
dwutancuchowego DNA). Reakcje PCR prowadzone sg w przeptywowych taZniach
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powietrznych (termocykleraeh), a uzyskane produkty sa rozdzielane elektroforetycznie
na zelach agarozowych z bromkiem etydyny.

PCR jest metodg bardzo czula. Teoretycznie mozliwe jest wykazanie obecnosci
nawet jednej czasteczki DNA. W praktyce przyjmuje si¢ jednak, ze dolna granica czu-
tosci to kilkanascie czasteczek w jednym mililitrze badanego roztworu. Dzigki zaletom
(szybkos¢ i czutos€) PCR znajduje coraz szersze zastosowanie: w diagnostyce me-
dycznej, weterynaryjnej, w badaniach kryminalistycznych [1] i w badaniach zywnoSci

[4]-
Cel pracy

Celem pracy byta identyfikacja hybrydéw miedzyrodzajowych szczepow drozdzy
przemystowych rodzajéw Saccharomyces z amylolitycznym szczepem Schwanniomy-
ces occidentalis ATCC 48086 przy pomocy metody PCR.

Materiat i metody badan

Materiat badawczy stanowity drozdze; Saccharomyces cerevisiae V30, Saccha-
romyces diastaticus ATCC 13006, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, mie-
szance z grupy S (Saccharomyces diastaticus ATCC 13006 x Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086) oraz mieszance z grupy R (Saccharomyces cerevisiae V30 X
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086).

Badanie genomu hybrydéw miedzyrodzajowych metodg PCR

Matryce DNA stanowit chromosomalny DNA badanych szczepéw wyjsciowych i
mieszancéw. lzolacje DNA z komérek drozdzowych przeprowadzono wg metody Rose
i wsp. [7] w modyfikacji Skaty [8]. Szczepy drozdzy inkubowano w 10 cm3 pozywkKi
YPG przez 12h w temp. 28°C z energicznym wytrzasaniem. Hodowle wirowano (2000
obr./min. 4 min). Komoérki zawieszono w 1 ml jatowej wody destylowanej i przenie-
siono do probéwki Eppendorfa. Zawiesine wirowano (2000 obr./min. 1 min). Super-
natant odrzucono, komoérki zawieszono w 200 pi buforu do trawienia $ciany komor-
kowej (B-merkaptoetanol - 1%, Tris-HCI-50 mM, EDTA (pH 7,5) - 25 mM, Zymolaza
firmy Sigma - 5 mg/ml) i inkubowano przez 1 godzine w temp. 37°C z okazyjnym
wytrzasaniem. Dodano 200 pi roztworu do lizy (1% SDS; 0,2 M NaOH). Po wymiesza-
niu zawarto$¢ probéwek inkubowano przez 30 min w temp. 65°C. Dodano 150 pi 5 M
roztworu octanu potasu, roztwor inkubowano przez 30 min w lodzie po czym catosé
wirowano (14000 obr./min. 15 min, 4°C). Zebrano supernatant do nowej probdwki i
dodano 1 objeto$¢ zimnego (-20°C) izopropanolu, (obserwowano wytracanie kwasow
nukleinowych). Odwirowano wytrgcone DNA (14000 obr./min. 5 do 10 min, 4°C),
supernatant odrzucono. Osad przemyto 1 ml 70 % etanolu, wysuszono w suszarce
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prézniowej z wirujgcym rotorem (Speedvac) firmy Savan i zawieszono w 50 ui wody.
Przechowywano w temp -20°C.

Amplifikacje DNA przeprowadzono stosujgc primer mikrosatelitamy (GTG)s [6].
Synteze primera wykonata na zaméwienie niemiecka firma ARK.

Profil termiczny - PCR program (GTG)s:

40 cykli:

93°C - 20 sek. (denaturacja dwuniciowego DNA),

50°C -1 min (przyfaczanie primera (GTG)s),

72°C - 20 sek (powielanie homologicznych fragmentéw DNA),

72°C - 6 min (powielanie DNA),

4°C - zakonczenie reakcji PCR (chtodzenie).

Reakcje PCR wykonano z udziatem termostabilnej Taq polimerazy PCR firmy
Quiagen oraz przy uzyciu termocyklera DNA Engine PTC - 200 Peltier Thermal Cyc-
ler firmy MJ Research.

Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Produkty reakcji PCR oznaczono elektroforetycznie, stosujac 0,8% zel agarozowy z
bromkiem etydyny oraz markerem masy (100 bp DNA Ladder firmy Promega) o wielko-
$ci fragmentow 1500, 1000,900, 800,700,600, 500,400, 300,200,100 bp.

Rozdziat DNA na zelu agarozowym rejestrowano przy pomocy telewizyjnego zesta-
wu do rejestracji obrazu firmy Sony.

Wyniki i dyskusja

Analizujgc rozdziat fragmentow DNA szczepdw Schwanniomyces occidentalis
ATCC 48086 i Saccharomyces diastaticus ATCC 13006 oraz ich mieszancéw Sl, S3,
S4 S6, S8 (Rys. 1) stwierdzono, ze jedynie dwa szczepy S2 i S3 mogty by¢ uznane za
fuzanty. Hybryd S2 zawierat dwa fragmenty DNA (ponad 1500 bp i 675 bp) stwier-
dzone rowniez w szczepie rodzicielskim Saccharomyces diastaticus ATCC 13006 oraz
dwa inne fragmenty (1300 bp i 600 bp) typowe dla drugiego rodzica Schwanniomyces
occidentalis ATCC 48086. W odr6znieniu od fiizanta S2 fiizant S3 zawierat tylko po
jednym regionie typowym dla kazdego szczepu rodzicielskiego (675 bp) odpowiadaja-
cy Saccharomyces diastaticus 13006 i (1300 bp) typowy dla Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086. Ponadto w obu hybrydach stwierdzono obecnos$¢ jednego frag-
mentu DNA o wielkosci 400 bp wystepujacego u obu szczep6w rodzicielskich. Jedno-
znaczne stwierdzenie, od ktérego z rodzicow pochodzi ten fragment, wymagatoby
dalszych analiz. Pozostate produkty fuzji szczepéw Saccharomyces diastaticus 13006 i
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, posiadaty fragmenty DNA identyczne z
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jednym z partneréw fuzji i tak mieszance S8 i S6 z Schwanniomyces a Sl i S4 z Sac-
charomyces, (Rys. 1).

Rys. 1. Produkty reakcji PCR uzyskane przy uzyciu primera (GTG)5dla szczepow rodzicielskich Sac-
charomyces diastaticus ATCC 13006 i Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 oraz pro-
duktéw ich fuzji.

Fig. 1. Fingerprinting of PCR products obtained for parental strains (Saccharomyces distaticus ATCC
13006 and Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) and their fusants by use of (GTG)5pri-
mer.

Wsrdd mieszancow R (Saccharomyces cerevisiae V30 x Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086) zidentyfikowano obecno$é tylko jednego fuzanta. Hybryd R1
posiadat dwa fragmenty DNA (ponad 1500 bp i 675 bp) typowe dla szczepu Saccha-
romyces cerevisiae rasy V30 oraz jeden region (1300 bp) identyczny z drugim partne-
rem fuzji (Rys. 2). Hybryd wyrdzniat sie przewaga fragmentéw DNA typowych dla
szczepu wyjsciowego z rodzaju Saccharomyces. Podobnie jak we wczesniej omawia-
nych przypadkach fuzant R1 posiadat 1 fragment o wielkosci 400 bp, wspélny dla obu
szczepdw wyjsciowych. Produkty amplifikacji genomowego DNA mieszanca R4 byly
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charakterystyczne tylko dla jednego szczepu wyjsciowego, a mianowicie dla Saccha-
romyces cerevisiae rasy V30.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz zastosowanie metody PCR i primera mikro-
satelitamego (GTG)5 pozwolito na zroznicowanie partneréw fuzji w obrebie rodzaju
Schwanniomyces i Saccharomyces oraz potwierdzono obecno$¢ 3 hybrydéw miedzy-
rodzajowych tych szczepow S2, S3, RI, posiadajacych fragmenty DNA typowe dla
obu form rodzicielskich. Analiza wybranych regionéw DNA pozostatych mieszafcéw
nie potwierdzita przypuszczen, ze sg one produktami fuzji szczep6w Saccharomyces i
Schwanniomyces. U mieszancéw S8 i S6 znaleziono wytgcznie fragmenty charaktery-
styczne dla Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, a dla SI, S4, R4, wylacznie
fragmenty typowe dla rodzaju Saccharomyces. Istnieje mozliwos¢, ze do selektywnej

Rys. 2. Produkty reakcji PCR uzyskane przy uzyciu primera (GTG)s dla szczepéw rodzicielskich Sac-
charomyces cerevisiae V30 i Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 oraz produktow ich
fuzji.

Fig. 2. Fingerprinting of PCR products obtained for parental strains (Saccharomyces cerevisiae V30
and Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) and their fusants by use of (GTG)5primer.



74 Joanna Kawa-Rygielska

amplifikacji nie udato sie wybrac takich regionéw DNA, ktore bytyby wspélne dla obu
szczepOw wyjsciowych. Ponadto, w czasie fgczenia protoplastow drozdzy Saccharo-
myces i Schwanniomyces mogto dochodzi¢ do tworzenia tzw. ,,produktéw ubocznych”
fuzji, ktérych genom moze sktadac sie z kompletu chromosoméw jednego ze szczepow
wyjsciowych oraz pojedynczego chromosomu drugiego rodzica [9],

Uzytecznos$¢ primeréw mikrosatelitamych prezentowano we wcze$niejszych pra-
cach wielu badaczy. Couto i wsp., [2, 3] wykazali szczeg6lng przydatno$¢ primera
mikrosatelitamego (GTG)s umozliwiajgcego zréznicowanie wewnatrzgatunkowe
szczepOw. Inni badacze z duzym powodzeniem stosowali primery mikrosatelitame do
réznicowania szczepdéw w obrebie rodzajow Saccharomyces a Kluyveromyces [5] czy
Debariomyces hansenii, Candida zeylanoides [6],

Whnioski

1. Analiza elektroforetyczna produktéw PCR, uzyskanych przy uzyciu primera mi-
krosatelitamego (GTG)s, pozwolita na zréznicowanie szczepow rodzicielskich, w
obrebie rodzaju Saccharomyces i Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 oraz
na identyfikacje trzech hybrydéw miedzyrodzajowych tych szczepw.

2. Sposrod potwierdzonych genetycznie fuzantow (S2, S3, RI) na szczegblng uwage
zastuguje szczep S2 'wykazujacy najwiekszg ilosé fragmentéw DNA pochodzacych
od obu szczepdéw rodzicielskich.
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APPLICATION OF PCR METHOD TO DIFFERENTIATION OF INDUSTRIAL YEAST
Summary
PCR method was used for identification hybrids industrial yeast Saccharomyces with amylolytic strain

Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Application of this method afforded possibilities for identifi-
cation of three intergeneric fusants containing DNA both parental strains. §§



