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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTARUM POLONORUM
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia

ukazuje si¢ naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu od 2002 roku.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii
drobnoustrojow, roslin i zwierzqt, z naciskiem na aspekty praktyczne.
Publikowane sq oryginalne prace badawcze a takze artykuly o charakterze
monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim ze streszczeniami

w obu jezykach. Wszystkie opisy rysunkow i tabel sq dwujezyczne.

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

Od 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne
oraz szczegoly dotyczqce przygotowania artykutu mozna znalezé na stronie
www.acta.media.pl

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTARUM
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released
by publishing house of Wroctaw University of Environmental and Life Sciences
since 2002.

The journal publishes original papers in the field of biotechnology of
microorganisms, plants and animals with emphasis on practical aspects.
There are published both original research articles and monographs, in Polish
or English, with abstracts in both languages. The all figures’ and tables’
captions are bilingual. The papers are reviewed by the best specialists

in the field. This issue is also dominated by the application problems.

Since 2007 the yournal has been published as quarterly. The editorial
requirements and details concerning the instruction for authors can be found et:
www.media.pl.

Editorial Team
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WYKORZYSTANIE METODY AFLP DO POROWNANIA
ORAZ OCENY ZROZNICOWANIA GENETYCZNEGO
WYBRANYCH ODMIAN I MIEJSCOWYCH POPULACJI
FASOLI ZWYCZAJNEJ (PHASEOLUS VULGARIS L.)

I FASOLI WIELOKWIATOWEJ

(PHASEOLUS COCCINEUS L.)
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“Krajowe Centrum Roslinnych Zasobéw Genowych, Instytut Hodowli
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Streszczenie. Celem prezentowanych badan byto okreslenie przydatno$ci metody AFLP do
oceny zréznicowania genetycznego odmian i populacji miejscowych Phaseolus vulgaris
(fasoli zwyczajnej) i fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus L., syn. Phaseolus multi-
florus Wild.), zebranych podczas ekspedycji terenowych, a przechowywanych w Krajowym
Centrum Roslinnych Zasobow Genowych. Doswiadczenia wykonano z zastosowaniem
8 starterow EcoRI i 8 starterow Msel, co dato 64 przebadane kombinacje starterow. Po-
zwolilo to na wybranie 15 par starterow generujacych najwigksza liczbe polimorficznych
prazkéw na zelach poliakrylamidowych. Otrzymane wyniki rozdziatu fragmentéw DNA
postuzyty do okreslenia podobienstwa badanych obiektoéw metoda analizy skupien, opiera-
jac sig na wartos$ciach wspolczynnika podobienstwa Jaccarda. Uzyskane wyniki wykazaty
przydatno$¢ metody AFLP do odrdznienia poszczegodlnych populacji Phaseolus vulgaris
L. 1 okreslenia ich zréznicowania wewnatrzpopulacyjnego. W wydzielonych skupieniach,
a szczegblnie w przypadku fasoli wielokwiatowej, mozna wyodrebni¢ grupy zlozone

Adres do korespondencji — Corresponding author: Jarostaw Nowosielski, Laboratorium Kontroli
GMO, Zaktad Biologii i Cytogenetyki Roslin, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Radzikow,
e-mail: j.nowosielski@ihar.edu.pl
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z podobnych do siebie odmian i jednorodnych populacji miejscowych. Wytonione grupy,
w wigkszos$ci przypadkow, charakteryzowato nie tylko podobienstwo DNA, ale rowniez
byly one podobne pod wzgledem cech morfologicznych nasion oraz pochodzity z jednego
regionu.

Stowa kluczowe: AFLP, fasola zwyczajna, fasola wielokwiatowa, Phaseolus vulgaris,
Phaseolus coccineus, populacje miejscowe, Nizina Poludniowopodlaska

WSTEP

Fasola — (Phaseolus L.) jest rodzajem z rodziny bobowatych obejmujacym okoto 200
gatunkow roslin rocznych i wieloletnich, pnaczy oraz potkrzewow o duzych liSciach
i bialych, zéttych lub czerwonych kwiatach. Uprawiana powszechnie w wielu odmia-
nach ze wzgledu na jadalne straki i nasiona, a czasem uprawiana jest tez jako roslina
ozdobna. Jako rosling lecznicza fasolg znano juz od najdawniejszych czasow. Proszkiem
z wysuszonych, rozdrobnionych strakéw posypywano chore miejsca skory (§wieze rany,
oparzenia, egzemy, roza). P6zniej odwary ze strakow fasoli podawano jako $rodek lecz-
niczy przeciw cukrzycy. Purée z fasoli jest dietetycznym daniem przy stanach zapalnych
zotadka z ostabiona dziatalno$cia wydzielnicza gruczotow i przy otytosci. W lecznictwie
ludowym napar lub odwar ze strakow stosuje si¢ w chorobach nerek i pgcherza moczowe-
go, ostabieniu serca z obrzgkami, nadcisnieniu, przewlektym gosécu i podagrze. Odwar
z suszonych kwiatow stosuje si¢ przy kamicy moczowej [Ozarowski, Jaroniewski 1987,
Winiarska i in. 2008].

Fasola nalezy do podstawowej grupy roslin zalecanych gospodarstwom ekologicz-
nym. Jest to gatunek nie tylko plonotworczy i wazny w ptodozmianie, ale rowniez ce-
niony jako bogate zrodto biatka i istotnych dla zdrowia aminokwasow, np. lizyny, we-
glowodanéw, witamin oraz btonnika. W Polsce poludniowo-wschodniej uprawiana na
suche ziarno stanowi wazne zrodto dochodow rolnikow. Jednocze$nie swoimi walorami
nie odbiega od innych roslin wysokobiatkowych, jak groch, bob i bobik oraz tubin stodki.
Z rynkowego punktu widzenia uprawa fasoli jest bardziej dochodowa niz uprawa roslin
zbozowych, a jej warto$¢ w ptodozmianie, z uwagi na korzystny wplyw poprzez wiazanie
azotu z powietrza na zyznos$¢ gleby, jest wysoka w porownaniu z uprawa roslin zbozo-
wych. Polska jest jednym z wiodacych producentéw fasoli w Europie obok Wtoch, Hisz-
panii, Portugalii i Grecji. Diuga tradycja uprawy tego gatunku w naszym kraju pozwala
na utrzymanie stabilnego arealu uprawy fasoli [Labuda 2011].

Duze znaczenie gospodarcze tej rosliny powoduje, ze znajduje si¢ ona w centrum
zainteresowania wielu hodowcow. Daza oni do uzyskania odmian charakteryzujacych sig
wysokim plonem i korzystna jego struktura, duza wczesno$cia, rownomierno$cia dojrze-
wania, odpornoscia na szereg groznych patogendw i przydatnoscia do zbioru mechanicz-
nego. Hodowcy powinni wigc dysponowaé bogatym zrodtem zmiennosci. W tym celu
mozna wykorzysta¢ populacje miejscowe uprawiane od wielu lat w réznych regionach
Polski, za§ wypieranie ich przez nowoczesne, wyselekcjonowane odmiany prowadzi
do ograniczania zmiennos$ci roslin wykorzystywanych przez czlowieka. Systematyczne
gromadzenie i przechowywanie zasobow genowych roélin uzytkowych w kolekcjach
bankow gendw jest jednym z najwazniejszych sposobow ich zachowania na potrzeby
hodowli i badan naukowych [Nowosielska, Podyma 1998, 2001, 2005, Nowosielska i in.
2005].

Acta Sci. Pol.
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Zadanie to w Polsce realizowane jest migdzy innymi poprzez organizowanie ekspe-
dycji prowadzacych zbior istniejacych jeszcze miejscowych populacji ro§lin uprawnych
i gatunkow spokrewnionych [Nowosielska, Podyma 1998, 2001]. Polska jest szczego6l-
nym przyktadem kraju w Europie Srodkowej, w ktorym dzigki rozdrobnionej gospodarce
rolnej zachowaly si¢ do czaséw wspotczesnych miejscowe formy roslin uprawnych [Po-
dyma, Janik-Janiec 1995]. Od 1976 r. Krajowe Centrum Roslinnych Zasobéw Genowych
IHAR w Radzikowie (Polski Bank Genéw) intensywnie prowadzi eksploracjg na terenie
Polski [Bulinska-Radomska, Goéral 1991, Kulpa, Jastrz¢bski 1986, Kulpa, Gorski 1986,
Nowosielska, Podyma 1998, 2001, 2005, Nowosielska i in. 2005]. W rezultacie prowa-
dzonych ekspedycji kolekeyjnych zostaty zgromadzone w KCRZG unikalne materiaty
genetyczne ginacych ekotypow roslin uprawnych w Polsce, w tym rowniez fasoli. Obec-
nie w przechowalni dlugoterminowej Krajowego Centrum Roslinnych Zasobéw Geno-
wych zgromadzono ponad 3992 probek z rodzaju Phaseolus, co stanowi ponad 6,037%
przechowywanych wszystkich probek roslinnych.

Fasola jest znana od dawna ro$lina uprawna tropikalnej Ameryki [Betz, Virginia
1999]. Jest przyktadem gatunku, ktéry zostal udomowiony wielokrotnie w wigcej niz
jednym miejscu okolo 10 tys. lat p.n.e. Udomowienie Phaseolus vulgaris niezaleznie
w Andach i Ameryce Srodkowej doprowadzito do powstania dwoch pél genowych tego
gatunku, charakteryzujacych si¢ wieloma dobrze opisanymi ,,rasami” o odmiennej mor-
fologii roslin i r6znych wymaganiach edaficznych oraz odporno$cia na stres biotyczny
i abiotyczny.

Z hodowlanego punktu widzenia rosliny z puli Mezoamerykanskiej charakteryzuja
si¢ korzystniejszymi cechami, jak np. odpornoscia na choroby wirusowe [Cattan-Toupan-
ce iin. 1998, Beebe i in. 2000, 2001, Papa, Gepts 2003, Torres i in. 2004, Amirul Islam
i in. 2004, Chacon i in. 2005]. Celem prowadzonych badan bylo poréwnanie i ocena
zrdznicowania genetycznego wybranych rodzimych odmian i populacji miejscowych fa-
soli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L) 1 fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus L.)
zgromadzonych w Krajowym Centrum Ros$linnych Zasobow Genowych w Radzikowie
przy wykorzystaniu metody AFLP.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 7 odmian i miejscowych populacji fasoli wielokwiatowej
(Phaseolus coccineus L., syn. Phaseolus multiflorus Wild.) oraz 34 odmiany i populacje
miejscowe fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) (tab.1) zebrane podczas ekspedycji
terenowych organizowanych przez dawny Zaktad Krajowych Zasobéw Genowych, a od
1997 r. — Krajowe Centrum Roslinnych Zasobéw Genowych [Kulpa, Jastrzgbski 1986,
Kulpa, Gorski 1986, Bulinska-Radomska, Goral 1991, Nowosielska, Podyma 1998, 2001,
2005, Nowosielska i in. 2005].

Do badan wysiano po 15 nasion z kazdej odmiany i populacji miejscowej, w celu
okreslenia zréznicowania genetycznego. Izolacja catkowitego DNA z lisci 6-tygodnio-
wych pojedynczych roslin zostata przeprowadzona wedlug metodyki Firmy QIAGEN
zestawem DNeasy Plant Mini Kit. Rosliny, z ktorych zostat pobrany materiat, pochodzity
z wysiewu do szklarni KCRZG.

Biotechnologia 11(1) 2012



Tabela 1. Odmiany i populacje miejscowe fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus L.) 1 fasoli

J. Nowosielski i in.

zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) wykorzystane w badaniach

Table 1. Varieties and landraces of bean (Phaseolus coccineus L.) and common bean (Phaseolus
vulgaris L.) used in the study
Nazwa Pochodzenie Gatunek

POL KIE99-35 Wyzyna Kielecko-Sandomierska Phaseolus coccineus L.
BES 045 Bazanowice 16, Cieszyn Phaseolus coccineus L.
BLANKA odmiana hodowlana Phaseolus coccineus L.
BES 003 Kocierz Moszczanicki, Zywiec Phaseolus coccineus L.
P134 Piaski, Wilodawa

EUREKA odmiana Phaseolus coccineus L.

POLPOD98-55

L6zki 39 Nizina Potudniowopodlaska

Phaseolus coccineus L.

POLPOD98-75

Szustka 25 Nizina Potudniowopodlaska

Phaseolus coccineus L.

Florentynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1478 populacja z miejscowosci Bircza Phaseolus vulgaris L.
Augustynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Bor odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1004 populacja z miejscowosci Kolonia Orzechow Phaseolus vulgaris L.
E 0952 populacja z miejscowosci Rozanka Phaseolus vulgaris L.
Aura odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1452 populacja z miejscowosci Jeziorna Phaseolus vulgaris L.
Igotomska odmiana Phaseolus vulgaris L.
Justynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1204 populacja z miejscowosci Gora Grabowiec Phaseolus vulgaris L.
Stowianka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Wiejska odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1172 populacja z miejscowosci Wirkowice Phaseolus vulgaris L.
E 1683 populacja z okolic Lublina Phaseolus vulgaris L.
E 0956 populacja z miejscowosci Rozanka Phaseolus vulgaris L.

Biata wyborowa odmiana Phaseolus vulgaris L.
Bomba odmiana Phaseolus vulgaris L.
Michigan odmiana Phaseolus vulgaris L.
Atut odmiana Phaseolus vulgaris L.
Jubilatka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Wenta odmiana Phaseolus vulgaris L.
Mela odmiana Phaseolus vulgaris L.
Prosna odmiana Phaseolus vulgaris L.
Polanka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Nida odmiana Phaseolus vulgaris L.
Katarzynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Longina odmiana Phaseolus vulgaris L.
Matopolanka odmiana Phaseolus vulgaris L.
PV 196 populacja z miejscowosci Kajanka Phaseolus vulgaris L.
PV 95 populacja z miejscowosci Whosienica Phaseolus vulgaris L.
PV 93 populacja z miejscowosci Whosienica Phaseolus vulgaris L.
Krakowska odmiana Phaseolus vulgaris L.
Pertowka odmiana Phaseolus vulgaris L.

Acta Sci. Pol.
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Analizy DNA przeprowadzono metoda AFLP (ang. Amplified Fragment Length Po-
lymorphism) [Vos i in. 1995] wedlug standardowego protokotu (AFLP Plant Mapping
Protocol 1997), udostgpnianego przez firme¢ Applied Biosystem, na aparacie ABI PRISM
377XL. Fragmentacjg i ligacje DNA przeprowadzono w jednym uktadzie zawierajacym
w objetosci 11 pl: 0,5 pg genomowego DNA, 1 pul buforu do ligacji 10 x T4 zawierajace-
g0 ATP, 1 ul 0,5 M NaCl, 0,5 pl 1,0 mg/ml BSA, 1 pl adaptora EcoRI, 1 pl adaptora Msel
i 1 pl mix-u sktadajacego si¢ z: 0,1 pul buforu do ligacji 10 x T4 zawierajacego ATP, 0,1
pl 0,5 M NaCl, 0,05 pl 1.0 mg/ml BSA, 1 jednostke enzymu Msel, 5 jednostek enzymu
EcoRI i 1 jednostkg¢ T4 DNA Ligazy. Wstgpne powielenie fragmentéw DNA przepro-
wadzono w uktadzie zawierajacym w objgtosci 20 pl: 0,5 pl preselektywnego startera
AFLP EcoRI, 0,5 pl preselektywnego startera AFLP Msel, 15 pul AFLP Core Mix-u, 4 pl
rozcienczonej w buforze 0,1 M TE w stosunku 1:17,2 zawiesiny zawierajacej fragmenty
DNA powstate po fragmentacji i ligacji genomowego DNA.

Do uwidocznienia zréznicowania genetycznego pomigdzy badanymi obiektami w re-
akcjach selektywnego powielenia fragmentéw AFLP wykorzystano 12 par kombinacji
starterow roznicujacych EcoRI i Msel (tab. 2).

Tabela 2. Kombinacje starterow reakcji AFLP réznicujace badane odmiany i populacje Phaseolus
coccineus i Phaseolus vulgaris

Table 2. Primer combinations of AFLP reaction differentiating studied varieties and landraces
of Phaseolus coccineus and Phaseolus vulgaris

Msel- Msel- Msel- Msel- Msel- Msel- Msel- Msel-
CAA CAC CAG CAT CTA CTC CTG CTT
EcoR I- ACT X X X X
EcoR I- ACA X X X
EcoR I- AAC
EcoR I- ACC
EcoR I- AGC
EcoR I- AAG X X
EcoR I- AGG X X
EcoR I- ACG X X X X

Selektywne powielenie fragmentow DNA przeprowadzono w uktadzie zawierajacym
w objetosci 15 pl: 10 pl AFLP Core Mix, 1 ul 5 uM-Msel [ Starter-Cxx], 1 ul 1 uM-
-EcoRI [Starter-Axx], 3 ul produktu powstatego po wstepnej amplifikacji rozcienczone-
go 0,1 M buforem TE w stosunku 1:19. Wszystkie reakcje zostaly przeprowadzone na
termocyklerze firmy Biometra przy predkosci zmian temperatury ustawionych na 1°C/1s.
Wielkos$¢ analizowanych fragmentow DNA zawarta byla w przedziale od 35 do 500 bp,
1 zostala okreslona na podstawie oprogramowania GENESCAN z doktadnoscia do 0,5
bp. Macierz podobienstwa badanych obiektoéw zbudowano, opierajac si¢ na oprogramo-
waniu GENOTYPER v. 2,5, przy zatozeniu istotnosci piku > 50 hp nad linig bazowa.
W odniesieniu do wszystkich badanych obiektow wykonano analizg skupien na pod-
stawie podobiefistwa DNA. Do wydzielenia grup obiektow podobnych do siebie pod
wzgledem polimorfizmu DNA, okreslenia wzajemnego podobienstwa pomigdzy badany-

Biotechnologia 11(1) 2012
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mi gatunkami, odmianami i populacjami wykorzystano dendrogramy otrzymane metoda
sredniej odleglosci pomigdzy skupieniami — UPGMA, opierajac si¢ na wspolczynniku
podobienstwa Jaccarda, skonstruowane za pomoca oprogramowania SAS 9.1 oraz SPSS
[Gorniak, Wachnicki 2004].

Je =al(atb+c)
gdzie:
a — suma prazkoéw wspdlnych,
b — suma prazkow wystepujacych u pierwszego porownywanego obiektu,
¢ — suma prazkoéw wystepujacych u drugiego porownywanego obiektu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Metoda AFLP [Vos i in. 1995] jest jedna z doktadniejszych technik analizy DNA wyko-
rzystywanych w genetyce populacji roslin, jak rowniez w identyfikacji gendw warunku-
jacych odporno$¢ na choroby [Mukeshimana i in. 2005]. Laczy ona w sobie zalety takich
technik jak RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism — polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych), [Grodzicker i in. 1974] oraz RAPD (Random Amplified
Polimorphic DNA — polimorfizm DNA amplifikowanego losowo) [Williams i in. 1990,
Russell i in. 1997]. Najwigkszymi zaletami tej metody sa przede wszystkim: stosowanie
tylko dwoch starterow w kazdej kombinacji, dajacych w wysokim stopniu (blisko 100%)
powtarzalne wyniki, mozliwo$¢ stosowania jej do réznej wielkosci genoméw oraz brak
koniecznosci znajomosci sekwencji wybranych odcinkéw genomu przy mato inwazyj-
nym charakterze przyzyciowego pobierania prob [Reisch i in. 2003, Gaudeul i in. 2000,
Jones iin. 1997, Robinson, Harris 1999].

Woezesniejsze badania polimorfizmu fasoli zwyczajnej wykonane w KCRZG metoda
RAPD [Nowosielski, Podyma 2001, 2004, Nowosielski i in. 2002] okazaty si¢ w matym
stopniu przydatne do oceny zréznicowania genetycznego odmian hodowlanych i popula-
cji miejscowych tych gatunkéw ze wzgledu na niski poziom wykrywalnego polimorfizmu
DNA. Z tego powodu postuzono si¢ metoda AFLP jako metoda umozliwiajacq wykrycie
znacznie wigkszej liczby polimorficznych pasm DNA niz RFLP. Metoda ta sprawdzita si¢
w badaniach nad genetycznym rozroznieniem Phaseolus lunatus od Phaseolus vulgaris,
jak rowniez do potwierdzenia istnienia dwoch pul genowych Phaseolus lunatus [Caicedo
iin. 1999].

W prezentowanych badaniach DNA metoda AFLP zastosowano 12 kombinacji star-
teréw (tab. 2), co umozliwito scharakteryzowanie polimorfizmu badanych obiektow na
podstawie analizy obecnosci ponad 900 réznicujacych prazkow DNA. Na og6t przyjmuje
sig, ze juz 250-300 polimorficznych prazkéw DNA jest wystarczajaca liczba do wia-
rygodnego okreslenia zréoznicowania badanych obiektow. Zastosowana analiza skupien,
opierajac si¢ na wartosciach wspolczynnika podobiefistwa Jaccarda, pozwolita na wy-
odrebnienie 2 skupien grupujacych oddzielnie dwa gatunki fasoli Phaseolus coccineus
i Phaseolus vulgaris. W skupieniach tych, a szczegdlnie w przypadku fasoli wielokwia-
towej, mozna wyodrebni¢ grupy ztozone z podobnych do siebie odmian i jednorodnych
populacji miejscowych. Wyodrgbnione grupy, w wigkszosci przypadkow, charakteryzo-
watlo nie tylko podobienstwo DNA, ale réwniez byly one podobne pod wzgledem cech
morfologicznych nasion oraz miejsca zbioru (rys. 1).
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Rys. 1. Dendrogram otrzymany metoda najblizszego sasiedztwa na podstawie wspolczynnika
podobienstwa Jaccarda, obrazujacy zréznicowanie genetyczne zar6wno pomigdzy gatun-
kami, odmianami i badanymi populacjami gatunku Phaseolus coccineus L. 1 Phaseolus

vulgaris L.

Fig. 1. Dendrogram obtained by the nearest-neighbor method based on Jaccard similarity coeffi-
cient, showing the genetic diversity both between studied species, varieties and landraces
of the species Phaseolus coccineus L. and Phaseolus vulgaris L.
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W obrebie skupienia obejmujacego fasole wielokwiatowa zaobserwowano duze po-
dobienstwo wszystkich badanych obiektoéw z wyjatkiem odmiany Blanka oraz populacji
oznaczonej jako BES 045, ktora cechuje réwniez odmienna charakterystyka morfologicz-
na nasion. Nasiona tej populacji sa bardziej wydtuzone i lekko nerkowate, z duza czer-
wong plama wokoét znamienia i malymi plamkami na reszcie powierzchni. Stwierdzono
tez wysoki stopien podobienstwa genetycznego prob oznaczonych jako POLKIE99-35
1 BES 003 do préby okreslonej jako odmiana Eureka. Znajduje to réwniez odzwierciedle-
nie w obserwowanym podobienstwie morfologicznym nasion. Na tej podstawie mozna
wyciagnac¢ wniosek, iz proby nr POLKIE99-35 i BES 003 sa blisko spokrewnione lub tez
wrecz wywodza si¢ od odmiany Eureka (rys. 2).

0 3 10 15 20 25
e e fomm - tmmm - +

BES003

EUREKA T

POLKIE99-35 —

BLANKA

POLPOD98-55

POLPOD98-75 ;

BES 045

Rys. 2. Dendrogram otrzymany metoda najblizszego sasiedztwa na podstawie wspotczynnika po-
dobienstwa Jaccarda, obrazujacy zréznicowanie genetyczne pomigdzy odmianami i bada-
nymi populacjami gatunku Phaseolus coccineus L.

Fig. 2. Dendrogram obtained by nearest-neighbor method based on the Jaccard similarity coeffi-
cient, showing the genetic variation among varieties and populations studied species Pha-
seolus coccineus L.

Fasola wiclokwiatowa jest rosling obcopylna. Najprawdopodobniej przepylenia w ob-
rgbie tego gatunku spowodowaly, iz nastapito pewne ujednolicenie profili genetycznych,
co mozna zaobserwowac w postaci skupienia gromadzacego na dendrogramie proby po-
chodzace z jednego obszaru geograficznego jak np. populacje oznaczone POLPOD98-55
i POLPOD98-75. O wystgpowaniu przepylen w obrgbie tego gatunku mozna wniosko-
wac, analizujac dendrogramy obrazujace zréznicowanie wystgpujace wewnatrz analizo-
wanych populacji miejscowych. Przyktadem tego moga by¢ pojedyncze rosliny tworzace
oddzielne jednoobiektowe skupienia, pozostajace w istotnej odlegtoéci od pozostatych
obicktow (rys. 3, 4).

Sktad grup tworzonych przez odmiany i populacje miejscowe fasoli zwyczajnej sta-
nowi szerokie spektrum genetycznego zroéznicowania, ktorego nie mozna opieraé tyl-
ko na morfologii nasion ani miejscach zbioru. Obserwowane zréznicowanie genetyczne
analizowanych populacji lokalnych moze w duzej mierze wynika¢ z tego, iz w sktad
zebranych prob czgsto wchodza nasiona kilku odmian, ktére morfologicznie sa bardzo
podobne do siebie. Wynika to z tradycyjnego sposobu uprawy tej rosliny w matych go-
spodarstwach, gdzie fasola jest wysiewana z nasion ze zbioru uzyskanego w danym go-
spodarstwie, a braki uzupetniane poprzez zakup nowych odmian.

Acta Sci. Pol.
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nej jako BES 003 (Phaseolus coccineus L.);

0-13 sg kolejnymi probami wewnatrz badanej populacji

Dendrogram obtained by nearest-neighbor method based on the Jaccard similarity coef-
ficient, showing the genetic diversity within a landrace defined as BES 003 (Phaseolus
coccineus L.)
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Zebrane nasiona sa przechowywane razem, a jedynym zwykle zastosowanym podzia-
fem jest podziat ze wzgledu na sposob uzytkowania i uprawy.

Uzyskane wyniki wykazaly, iz wykorzystanie techniki AFLP pozwala na odroznie-
nie poszczegdlnych odmian i populacji Phaseolus coccineus oraz Phaseolus vulgaris,
a takze okreslenie ich polimorfizmu DNA. Badania potwierdzity, ze te dwa gatunki tworza
wyraznie dwa oddzielne skupienia, co pozwala na rozréznienie populacji tych gatunkow
wystepujacych w Polsce. Dendrogramy zbudowane na podstawie wynikéw uzyskanych
metoda AFLP pozwalaja na identyfikacje¢ zblizonych genetycznie genotypow, a metoda
AFLP moze by¢ pomocna w selekcji genotypow najbardziej oddalonych od siebie na
potrzeby programow hodowlanych.

PISMIENNICTWO

AFLP Plant Mapping Protocol., 1997. Perkin — Elmer Corporation.

Amirul Islam F.M., Beebe S., Muoz M., Tohme J., Redden R. J., Basford K.E., 2004. Using mo-
lecular markers to assess the effect of introgression on quantitative attributes of common bean
in the Andean gene pool. Theor. Appl. Genet., 108, 243-252.

Beebe S., Skroch W.P., Tohme J., Duque C.M., Pedraza F., Nienhuis J., 2000 Structure of genetic
diversity among common bean landraces of Middle American origin based on correspondence
analysis of AFLP. Crop Science., 40, 264-273.

Beebe S., Rengifo J., Gaitan E., Duque C. M., Tohme J., 2001. Diversity and origin of Andean
landraces of common bean. Crop Science, 41, 854-862.

Betz M., Virginia M., 1999. Plant cultivation in prehistoric Mesoamerica Athena review, 2, 1 24—
31.

Bulinska-Radomska Z., Géral S., 1991. Current Status of Genetic Resources Activities in Poland.
Genet. Pol., 32,1-2, 27-35.

Chacon .M., Pickersgill B., Debouck G.D., 2005. Domestication patterns in common bean (Phase-
olus vulgaris L.) and the origin of the Mesoamerican and Andean cultivated races. Theor Appl.
Genet., 110, 432-444.

Caicedo A.L., Gaitan E., Duque M.C., Toro Chica O., Debouck D.G.,Tohme J., 1999. AFLP finger
-printing of Phaseolus lunatus L. and related wild species from South America. Crop Science.
Vol. 39, 1497-1507.

Cattan-Toupance 1., Michalakis Y., Neema C., 1998. Genetic structure of wild bean populations in
their South-Andean centre of orgin. TAG, 96, 844-851.

Gaudeul M., Taberlet P., Till-Bottraud 1., 2000. Genetic diversity in an endangered alpine plant,
Eryngium alpinum L. (Apiaceae), inferred from amplified fragment lenght polymorphism
markers. Molecular Ecology, 9, 1625-1637.

Gorniak J., Wachnicki J., 2004. Pierwsze kroki w analizie danych. SPSS for Windows. SPSS Pol-
ska, Krakow.

Grodzicker T., Williams J., Sharp P., Sambrook J., 1974. Physical mapping of temperature — sensi-
tive mutations of adenoviruses. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 39, 439-446.

Jones C.J., Edwards K.J., Castiglione S., Winfield M.O., Sala F., Van de Wiel C., Bredemeijer
G., Vosman B., Matthes M., Daly A., Brettschneider R., Bettini P., Buiatti M., Maestri E.,
Malcevschi A., Marmiroli N., Aert R., Volkaert G., Rueda J., Linacero R., Vazquez A., Karp
A., 1997. Reproducibility testing of RAPD, AFLP, and SSR markers in plants by a network of
European laboratories. Mol. Breed., 3, 381-390.

Acta Sci. Pol.



Wykorzystanie metody AFLP do porownania oraz oceny zroznicowania genetycznego... 15

Kulpa W., Gorski M., 1986. Zasoby miejscowych form roslin uprawnych. Cz. II. Wyniki eksplo-
racji zasobow poétnocno-wschodniej czgsci Polski w latach 1997 1 1979. Biuletyn Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, 160, 47-55.

Kulpa W., Jastrzgbski A., 1986. Zasoby miejscowych form roslin uprawnych. Cz. I. Wyniki eksplo-
racji Plaskowyzu Kolbuszowskiego, Pogorza Karpackiego i Beskidow w latach 1976 i 1978.
Biuletyn Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, 27-45.

Mukeshimana G., Paneda A., Rodriguez-Suarez C., Ferreira J.J., Giraldez R., Kelly J., 2005. Mar-
kers linked to the bc-3 gene conditioning resistance to bean comon mosaic potyviruses in com-
mon bean. Euphytica, 144, 291-299.

Labuda H., Uprawa fasoli na suche nasiona, Hasto Ogrodnicze, 12.2011.

Nowosielska D., Podyma W., 1998. Ekspedycje Centrum Roslinnych Zasoboéw Genowych. Zesz.
Probl. Post. Nauk Rol., z. 463, 145-154.

Nowosielska D., Podyma W., 2001. Expeditions of the National Centre for Plant Genetic Resour-
ces conducted on the territory of Poland during 1998-99. Materials from EUCARPIA Section
Genetic Resources May 1620, 2001, Poznan, Poland, s. 30.

Nowosielska D., Podyma W., Nowosielski J., Dostatny D., 2005. Ekspedycje Krajowego Cen-
trum Roslinnych Zasobéw Genowych przeprowadzone na terenie Polski w latach 2000-2004.
Materiaty z konferencji Hodnotenie Genetickych Zdrojom Rastlin. Piestany 25-26 maj 2005,
195-198.

Nowosielska D., Podyma W., 2005. Collecting Missions in Poland in 1999. Plant Breeding and
Seed Science, Vol. 52, 67-69.

Nowosielski J., Podyma W., 2001. Molecular research of the genetic diversity of Polish varieties
and landraces of Phaseolus. Broad Variation and Precise Characterization — Limitation for the
Future. Eucarpia Section Genetic Resources Workshop, May 16-20, 2001, Poznan, 247-252.

Nowosielski J., Podyma W., Nowosielska D., 2002. Molecular Research on the Genetic Diversity
of Polish varieties and landraces of Phaseolus coccineus L. and Phaseolus vulgaris L. Using the
RAPD and AFLP Methods. Cellular & Molecular Biology Letters, Vol.7, 2B, 753-762.

Nowosielski J., Podyma W., 2004. Wykorzystanie kombinacji starterow w metodzie AFLP do iden-
tyfikacji wybranych populacji roslin uzytkowych. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol., 497, 467-475.

Ozarowski A., Jaroniewski W., 1987. RoSliny lecznicze i ich praktyczne zastosowanie. Instytut
Wydawniczy Zwiazkow Zawodowych.

Papa R., Gepts P., 2003. Asymmetry of gene flow and differentia geographical structure of mo-
lecular diversity in Wild and domesticated common bean (Phaseolus vulgaris L.) from Meso-
america. Theor. Appl. Gemetic., 1006, 239-250.

Podyma W., Janik-Janiec B., 1995. Country Report. Poland. Int. Conf. And Programme for Plant
Genetic Resources (ICPPGR), Radzikow, 21.

Reisch C., Poschlod P., Wingender R., 2003. Genetic variation of Saxifraga paniculata Mill. (Saxi-
fragaceae): molecular evidence for glacial relictendemism in central Europe. Biological Journal
of the Linnean Society 80, 11-21.

Robinson J.P., Harris S.A., 1999. Amplified fragment length polymorphisms and aicrosatellites:
A phylogenetic perspective. http://webdoc.sub.gwdg.de/ebook/y/1999/whichmarker/m12/
Chap12.htm.

Russell J.R., Fuller J.D., Macaulay M., Hatz B.G., Jahoor A., Powel W., Waugh R., 1997. Direct
comparison of levels of genetic variation among barley accessions detected by RFLPs, AFLPs,
SSRs and RAPDs. Theor Appl. Genet., 95, 714-722.

Torres G.I.R., Villalobos A.R., Solis G.E., Debouck G.D., 2004. Wild common bean in the central
valley of Costa Rica: ecological distribution and molecular characterization. Agronomia Meso-
americana, 15(2), 145-153.

Biotechnologia 11(1) 2012



16 J. Nowosielski i in.

Vos P., Hogers R., Bleeker M., Reijans M., van de Lee L., Hornes M., Frijters A., Pot J., Pelman J.,
Kuiper M., Zabeau M., 1995. AFLP: A new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids
Research, 23, 4407-4414.

Williams J.G.K., Kubelik A.R., Livak K.J., Rafalski J.A., Tingey S.V., 1990. DNA polimorphisms
amplified by primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research, 18(22), 6531—
6535.

Winiarska H., Dworacka M., Mrozikiewicz P., Mscisz A., Borowska M., Abramczyk M.,
Bobkiewicz-Koztowska T., Gorecki P., 2008. Przeglad Kardiodiabetologiczny, 3, 4, 274-279.

USING AFLP METHOD TO COMPARE AND EVALUATE OF GENETIC
DIVERSITY OF SELECTED VARIETIES AND LANDRACES OF COMMON
BEAN (PHASEOLUS VULGARIS L.) AND BEAN (PHASEOLUS COCCINEUS L.)

Summary: The aim of the study was to determine the usefulness of AFLP method to assess
genetic diversity of varieties and landraces of Phaseolus vulgaris and Phaseolus coccineus
L., syn. Phaseolus multiflorus Wild. collected during field expeditions, and stored in the
National Centre for Plant Genetic Resources. Experiments were performed using 8 primers
with EcoRI and Msel primer 8, which gave the 64 tested combinations of primers. This
allowed to select 15 pairs of primers that generate the highest number of polymorphic bands
on polyacrylamide gels. The obtained results of separation of DNA fragments were used to
determine the similarity of the studied objects by cluster analysis based on Jaccard simila-
rity coefficient. The results showed the usefulness of the AFLP method to distinguish dif-
ferent populations of Phaseolus vulgaris L. and determination of their diversity within the
populations. In the framework of the isolated clusters, especially in the case of Phaseolus
coccineus L, the groups consisting of a varieties similar to each other and homogeneous
landraces, can be extracted. In most cases consisted of groups were characterized not only
by the similarity of DNA, but they were also similar in terms of morphological characteri-
stics of seeds and place where they were collected.

Key words: AFLP, common bean, bean, Phaseolus vulgaris, Phaseolus coccineus,
landraces, Potudniowopodlaska Plain
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DIHYDROKSYACETON - CHARAKTERYSTYKA,
ZASTOSOWANIE, OTRZYMY WANIE

Lidia Stasiak-Ré6zanska, Stanistaw Btazejak

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Dihydroksyaceton (DHA) jest ketotrioza o wlasciwosciach redukujacych.
Znajduje zastosowanie gldwnie w przemysle spozywczym (substancja stodzaca, suplement
diety, emulgator, plastyfikator), kosmetycznym (aktywny sktadnik kremow samoopalaja-
cych) oraz w medycynie (leczenie bielactwa skory, komponent biomaterialow tamujacych
krwotoki). Obecnie dihydroksyaceton wytwarzany jest biotechnologicznie na drodze niecat-
kowitego utleniania glicerolu przez bakterie octowe z gatunku Gluconobacter oxydans ATCC
621. Enzymem katalizujacym tg reakcjg jest zalezna od PQQ dehydrogenaza glicerolowa
(GlyDH). W pracy przedstawiono charakterystyke fizyczna, chemiczna oraz zastosowanie
DHA. Opisano rowniez metody produkcji tego zwiazku, ktére opracowywano i doskonalono
na przestrzeni wielu lat.

Stowa kluczowe: bakterie octowe, utlenianie glicerolu, dihydroksyaceton

WEASCIWOSCI CHEMICZNE I FIZYCZNE DIHYDROKSYACETONU

Dihydroksyaceton (DHA) jest jednym z podstawowych produktéw posrednich metaboli-
zmu glicerolu w komorkach prokariotéw i eukariotow [Tkac 1 in. 2001]. Pelna nazwa che-
miczna tego zwiazku, nadana przez IUPAC, to 1,3-dihydroksy-2-propanon. W literaturze
[Lewis 2001] DHA okre$lany jest rowniez jako: dihydroksypropanon, chromelin, oxantin,
viticolor. Wedtug klasyfikacji chemicznej zwiazek ten jest trojweglowym monosacharydem
o wlasciwosciach redukujacych. Naturalnym miejscem jego wystgpowania sg buraki cu-
krowe i trzcina cukrowa [Lewis 2001].

Masa molowa DHA (C3H603) wynosi 90,07794 gxmol-1 [Lide, Milne 1994], a tem-
peratura topnienia 75-80°C [O’Neil 2001]. W wyniku krystalizacji DHA przyjmuje postac
biatego, higroskopijnego proszku charakteryzujacego si¢ slodkim, orzezwiajacym sma-
kiem [Lewis 2001, O’Neil 2001]. Podgrzany do temperatury wrzenia (188°C) wydziela
silnie drazniagce opary [Lewis 2004]. Dihydroksyaceton nie posiada centrum chiralnego,
dlatego nie wykazuje aktywnosci optycznej. Zwiazek ten wystgpuje w dwoch odmianach:
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stwa Wiejskiego w Warszawie, e-mail: stanislaw_blazejak@sggw.pl
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mono- oraz dimerycznej [Ferroniiin. 1999]. Forma dimeryczna jest dobrze rozpuszczalna
w etanolu, eterze etylowym i acetonie, stabiej w wodzie. Monomer tatwo ulega rozpusz-
czeniu w wodzie, alkoholu, eterze oraz acetonie. W roztworach wodnych, oprécz DHA,
wystepuje jego izomer — aldehyd glicerynowy, ktory ulega rozktadowi do formaldehydu
i kwasu mrowkowego [O’Neil 2001, Lide, Milne 1994].

Dihydroksyaceton wystepuje w statym stanie skupienia jako dimer. Podczas krysta-
lizacji z roztworéw wodnych uzyskuje si¢ dwie rézne formy krystaliczne dimer6w DHA
atrdjskosnychifjednoskosnych. Liofilizacjazamrozonego roztworu przemystowego DHA
pozwala otrzymac krysztaly o strukturze y jednosko$nej. Trzy formy monomeryczne DHA
sq izomerami frans 1 maja pierscien 1,4-dioksanowy w konformacji krzestowej, a takze
grupy hydroksylowe i hydroksymetylowe w pozycji aksialnej oraz ekwatorialnej [Slepo-
kura, Lis 2004].

W badaniach przeprowadzonych przez Akina i Marlowe [1984] nie wykazano tok-
sycznoS$ci ani kancerogennosci DHA. Wiedza na temat wlasciwosci mutagennych DHA
jest stosunkowo niewielka. W roku 1982 Yamaguchi zaprezentowat wyniki badan, w kto-
rych stwierdzit, ze DHA indukuje mutacje w genomie Salmonella typhimurium TA 100
[Yamaguchi 1982]. Podobny efekt zaobserwowano w odniesieniu do bakterii z gatunku
Bacillus subtilis [Utesch, Splittgerber 1996, Mersch-Sundermann i in. 1994, Pham i in.
1980]. Nowsze doniesienia [Petersen i in. 2004] sugeruja, ze DHA moze uszkadza¢ kwas
nukleinowy w sposob bezposredni poprzez glikozylacje DNA lub za posrednictwem pro-
duktow powstajacych w reakcji Maillarda [Shipar 2006]. Wykazano réwniez, ze DHA
blokuje cykl komdrkowy i wywotuje apoptoze [Petersen i in. 2004]. Istnieja przypuszcze-
nia [Petersen i in. 2004], ze modyfikacje funkcji i struktury bialek, zachodzace w wyniku
reakcji Maillarda, moga by¢ przyczyna patofizjologii u ludzi starzejacych si¢ i cierpiacych
na cukrzyce. Wykazano réwniez, ze inkubacja DHA z ludzkimi keranocytami w hodowli
invitro powoduje kondensacj¢ chromatyny, spadek wzrostu i przezywalno$ci komoérek oraz
zmniejszenie ich zdolnos$ci do regeneracji. Zjawisko to thumaczy si¢ wptywem powstaja-
cych reaktywnych form tlenu (z ang. reactive oxygen species, ROS) na keratynocyty. In-
tensywnos$¢ uszkodzen komorek przez ROS ma bezposredni zwiazek z zawartoscia DHA
i czasem kontaktu tego zwiazku z komodrkami skory [Petersen i in. 2004].

ZASTOSOWANIE DIHYDROKSYACETONU

W latach dwudziestych ubiegtego wieku dihydroksyaceton byt stosowany jako srodek za-
stgpujacy glukozg w leczeniu cukrzycy [Mason, Hill 1926]. Trzydziesci lat pozniej, pod-
czas badan nad zastosowaniem DHA jako srodka wspomagajacego leczenie dziecigcych
zaburzen magazynowania glikogenu, przypadkowo zaobserwowano, ze zwiazek ten two-
rzyt brazowe plamy na skorze [Fu i in. 2004]. Spostrzezenie to wskazato nowe mozliwo-
Sci aplikacyjne dihydroksyacetonu jako $rodka imitujacego naturalna opalenizng. Za ta-
kie brazowienie skory odpowiada reakcja Maillarda, ktéra polega na nieenzymatycznym
oddziatywaniu wolnych grup karbonylowych cukréow redukujacych z wolnymi grupami
aminowymi aminokwaséw wystepujacych w naskorku. Wszystkie aminokwasy obecne
w warstwie rogowej naskorka reaguja z DHA. Jednak najbardziej reaktywna jest arginina,
poniewaz w potaczeniu z DHA powoduje brazowienie skory juz po 30 minutach. W reak-
cjach barwnych z grupami aminowymi bierze udzial forma monomeryczna DHA [Slepo-
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kura, Lis 2004]. W roku 1970 DHA zostat wpisany przez FDA (Food and Drug Admini-
stration) na liste sktadnikow kosmetycznych. Obecnie jest najczgsciej stosowanym i czgsto
jedynym dopuszczonym do uzytku srodkiem brazujacym skore, wykorzystywanym w pro-
dukcji preparatow samoopalajacych [Schmid i in. 2007, Green i in. 2004]. W kosmetykach
brazujacych skorg stosuje si¢ 3—5% alkoholowe lub wodno-alkoholowe roztwory DHA
o odczynie kwasnym. Zwigkszajac stezenie DHA w tego rodzaju preparatach, mozna uzy-
ska¢ barwy skory od zo6ttej do brazowej [Draelos, Zoe 2002]. Efekt opalenizny pojawia si¢
po okoto jednej godzinie od aplikacji kosmetyku i utrwala przez kolejne 24 godziny. Zanika
po 5—7 dniach wraz z regeneracja naskorka [ Yourick i in. 2004]. Melanoidy, ktére powsta-
ja w wyniku tego procesu, wykazuja dziatanie ochronne w stosunku do promieniowania
UVA. Nie chronia natomiast przed promieniowaniem UVB [Choquenet i in. 2009]. Z tego
powodu do kreméw samoopalajacych dodaje si¢ komponenty filtrow, zapewniajace barie-
r¢ przeciwsloneczna [Nguyen, Kochevar 2003a,b]. Proces tworzenia barwnikow z DHA
zalezy w duzej mierze od stopnia nawilzenia naskorka, a szybkos¢ ich powstawania zde-
terminowana jest przez warto$¢ pH [Nguyen, Kochevar 2003a,b]. Znanych jest kilka sub-
stancji o dzialaniu podobnym do dihydroksyacetonu. Nie moga one jednak zastapi¢ tego
zwiazku ze wzgledu na ich podrazniajacy i niekiedy toksyczny wptyw na skorg. Istnieja
natomiast substancje, ktore mozna stosowa¢ w potaczeniu z dihydroksyacetonem. Nalezy
do nich erytruloza, ktorej dodatek do preparatéw kosmetycznych pozwala na obnizenie
stezenia DHA [Durand 1995].

Wiasciwosei pigmentacyjne DHA wykorzystano réwniez w medycynie jako terapie
w leczeniu nabytego bielactwa skory, tzw. choroby vitiligo [Choquenet i in. 2009, Rogers
2005]. Schorzenie to nalezy do czgstych idiopatycznych zaburzen pigmentacji, spowo-
dowanych uszkodzeniem lub zniszczeniem melanocytéw naskérkowych, co w rezultacie
zmniejsza wytwarzanie melaniny. Objawem choroby jest pojawienie si¢ plam jasniejszych
od naturalnego kolorytu skory. Wigkszo$¢ dotychczasowych metod leczenia schorzenia
vitiligo to procesy dtugotrwate i niegwarantujace catkowitego ustapienia objawow. Dlatego
trwaja poszukiwania nowych, przebadanych i akceptowanych sposobdéw walki z ta choro-
ba. Badania przeprowadzone w grupie osob cierpiacych na bielactwo wykazaty, ze preparat
zawierajacy DHA wptywa na ztagodzenie skutkéw choroby u 80% pacjentow [Misterska
i in. 2009, Fesq i in. 2001]. Jak podaja Taylor i in. [1999], dihydroksyaceton stosowany
powierzchniowo moze wspomaga¢ fotochemioterapeutyczne metody leczenia tuszczycy.

Udowodniono [Obeid iin. 2006], ze DHA jest latwo przyswajalny przez organizm czto-
wieka. Stosowany jest jako substancja stodzaca i suplement diety, zwykle w polaczeniu
z pirogronianem wapnia, sodu lub potasu. Doustne albo dozylne podanie takiej miesza-
niny wywoluje silny efekt metaboliczny, zmniejsza taknienie, obniza masg ciata i tkanki
thuszczowej [Ivy 1998, Stanko, Arch 1996]. Przyjmowanie preparatow, ktore zawieraja
w swoim sktadzie DHA, wspomaga wzrost tkanki migsniowej u os6b uprawiajacych sporty
sitowe. Dodatkowo suplementacja diety mieszaning DHA i soli pirogronianu w stosunku
wagowym 3:1 opdznia zmeczenie podczas wysitku fizycznego [Omar i in. 2005, Stanko
iin. 1993].

Dihydroksyaceton wykazuje dzialanie antagonistyczne przy zatruciu cyjankami
[Cummings 2004]. Kwas cyjanowodorowy (HCN) i jego sole sa silnymi truciznami.
W organizmie czlowieka powoduja zablokowanie oksydazy cytochromowej, enzymu od-
powiadajacego za aktywacj¢ tlenu w tancuchu oddechowym. Dihydroksyaceton, wiazac
si¢ odwracalnie z jonami CN", przeciwdziata skutkom zatrucia. Tworzy cyjanohydryng,
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ktéra przeciwdziata blokowaniu przez aniony CN- oksydazy cytochromowej i innych he-
moprotein. Dihydroksyaceton przywraca zahamowana aktywnos$¢ mitochondriow, dodat-
kowo wspomaga odbudowanie poziomu ATP zanizonego przez cyjanki [Niknahad, Ghe-
lichkhani 2002].

Dihydroksyaceton moze by¢ réwniez wykorzystywany jako substrat podczas syntezy
biodegradowalnych zwiazkow posrednich, stosowanych do wytwarzania farmaceutykow,
a takze jako emulgator i plastyfikator w produkcji zywnosci i kosmetykéw [Weiser 1 in.
2011, Mishra i in. 2008, Lewis 2001]. Petni funkcj¢ zwiazku posredniego w syntezie me-
totreksatu, leku popularnego i skutecznego w terapii choréb nowotworowych [Gétgens
i in. 2007]. Zwiazek ten jest prekursorem w produkcji glikolu propylenowego, stosowa-
nego w przemysle kosmetycznym, gtéwnie do wyrobu past do zgbow, antyperspirantow
w sztyfcie oraz §rodkéw higieny rak [Bicker i in. 2005, Enders i in. 2005, Hekmat i in.
2003].

W ostatnich latach przeprowadzono badania [Djuranovic i in. 2006] nad przeciw-
pasozytniczymi wlasciwosciami DHA. Nalezacy do pierwotniakdéw zarodziec sierpowaty
(Plasmodium falciparum) wywotuje najciezsza odmiang malarii u ludzi. Nast¢pstwem
tej choroby sa cigzkie powiklania, a nawet $mier¢. Przeprowadzone badania dostarczyty
dowodow, ze 2,5 mM roztwér DHA hamuje aktywno$¢ dehydrogenazy gliceraldehydu
3-fosforanowego oraz cykl glikolizy u tych pierwotniakow w ciagu zaledwie 6 godzin od
zastosowania dawki. Podobny efekt zaobserwowano w stosunku do pasozyta krwi Try-
panosoma brucei (§widrowiec nagany), wywotujacego chorobg nagany. Pasozytuje on
w osoczu krwi, chtonce oraz ptynie moézgowo-rdzeniowym i jest przenoszony przez muchg
tse-tse. Roztwor zawierajacy 2 mM DHA powoduje zatrzymanie cyklu u 70% tego pier-
wotniaka. Takie dziatanie dihydroksyacetonu nie zostato do konca wyjasnione. Wiadomo
jedynie, ze jest zwigzane z pojawieniem si¢ pecherzykowatych struktur w cytoplazmie
komoérek T. brucei oraz zmianami strukturalnymi w obrgbie mitochondriow [Uzcategui
iin. 2007].

Najnowsze badania [Henderson i in. 2010] wykazatly, ze dihydroksyaceton moze by¢
znakomitym komponentem biomaterialow tamujacych krwotoki. Kowalencyjne zwia-
zanie DHA z glikolem polietylenowym (tzw. pegylacja) umozliwia otrzymanie specy-
ficznego biomateriatu (MPEG-pDHA), ktoéry w kontakcie z przecigta tkanka powoduje
gwalttowne zahamowanie krwawienia. Dzigki temu mozliwe jest skrocenie procesu go-
jenia ran pooperacyjnych. Badania in vivo przeprowadzone na szczurach sugeruja, ze
MPEG-pDHA moze znalez¢ zastosowanie w szerokim zakresie zabiegéw chirurgicznych
[Henderson i in. 2010].

OTRZYMYWANIE DIHYDROKSYACETONU

Istnieja dwie glowne metody otrzymywania dihydroksyacetonu: chemiczna oraz biotech-
nologiczna [Hekmat i in. 2003].

Synteza chemiczna moze przebiegaé na drodze katalitycznego utleniania glicerolu albo
jego kondensacji z weglanem wapnia. Chemiczne utlenianie glicerolu moze by¢ w sposob
kontrolowany ukierunkowane na wytwarzanie dihydroksyacetonu lub alkoholi pierwszo-
rzedowych [Painter i in. 2010]. Efektywnie dziatajacym katalizatorem tej reakcji jest bi-
zmut z domieszka platyny [Hu i in. 2010a, Bianchi i in. 2005, Dimitratos i in. 2005]. Elek-
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trokatalityczne utlenianie glicerolu mozna uzyskaé przy zastosowaniu elektrody srebra
i chlorku srebra o potencjale elektrycznym 1,1 V, umieszczonych w roztworze glicerolu
o pH 9,1. Wydajnos¢ reakcji jest niska (25%), a prowadzenie procesu powyzej 20 go-
dzin powoduje nadoksydacje DHA [Ciriminna i in. 2006]. Wytwarzanie DHA na drodze
kondensacji formaldehydu jest zwigzane z powstawaniem mieszaniny rozgalezionych
i nierozgatezionych aldehydow oraz ketonow [Gehrer i in. 1955]. Wydajnos$¢ reakcji jest
znaczna (82%), jednak oczyszczenie produktu z mieszaniny dodatkowych zwiazkow jest
kosztowne i sprawia, ze metoda jest ekonomicznie nieoptacalna [Ciriminna i in. 2006].

Duza konkurencj¢ dla chemicznej syntezy DHA stanowi metoda biotechnologiczna.
Polega ona na utlenianiu glicerolu do DHA przez drobnoustroje, gtownie bakterie octo-
we, ktore charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia dehydrogenazy glicerolowej [Xu i in.
2009, Claret i in. 1992].

Pierwsza mikrobiologiczna biotransformacj¢ glicerolu do dihydroksyacetonu prze-
prowadzono w 1896 r. Wykorzystano wowczas gatunek bakterii octowych Acetobacter
xylinum [Gillis i in. 1983]. W kolejnych latach prowadzono prace nad optymalizacja tego
procesu. Wyniki badan Virtanena i Nordlunda [1933] sugerowaly, ze optymalne stg¢zenie
substratu weglowego w podtozu produkcyjnym powinno wynosi¢ 6 —8%. Kluyver [1931]
wykazal, ze napowietrzanie hodowli komorek bakterii wyraznie skracato czas utlenienia
glicerolu do DHA, a wydajno$¢ reakcji w tym przypadku wynosita 95%. Przeprowadzone
w polowie lat 50. prace badawcze [Hauge i in. 1955], w ktorych do produkcji DHA wyko-
rzystano Acetobacter suboxydans, doprowadzily do stwierdzenia, ze wydajnos¢ procesu
byla tym mniejsza, im wigksza byta poczatkowa zawarto§¢ substratu w podtozu. Dowie-
dziono réwniez, ze optymalne pH tej przemiany powinno by¢ zawarte w przedziale 5,0-5,5.
Jednoczesnie wykazano, ze tylko komoérki bakterii znajdujace si¢ w koncowym okresie
fazy stacjonarnej zdolne byty do szybkiej i wydajnej oksydacji glicerolu. W opatentowa-
nej w roku 1978 biotechnologicznej przemianie glicerolu do DHA wykorzystano rowniez
bakterie 4. suboxydans [Charney, Montclair 1978]. Pomystodawca gwarantowat wysoka
wydajnos$¢ metody przy zachowaniu odpowiednich warunkéw hodowli i sktadu podtoza
(9-12% glicerolu oraz 0,5% hydrolizatu drozdzowego lub rybnego). Reakcja trwata 30
godzin, produkt izolowano z podtoza na drodze filtracji. W kolejnych etapach usuwano
jony nieorganiczne, zaggszczano roztwor i krystalizowano DHA. Rok p6zniej przeprowa-
dzono selekcje szczepdw bakterii octowych, pod katem produktywnosci dihydroksyace-
tonu. Wykazano, ze najwyzsza aktywnoscia dehydrogenazy glicerolowej (warunkujacej
utlenianie glicerolu do DHA) wyréznialy si¢ bakterie octowe z gatunkéw Gluconace-
tobacter xylinus oraz Gluconobacter oxydans ATCC 621. W przypadku tych szczepow
aktywnos¢ enzymatyczna GlyDH wynosita odpowiednio 7,95 oraz 6,20 pmol-min-cm
preparatu enzymatycznego. Aktywno$¢ specyficzna GlyDH byta jednakowa i wynosita
1,02 pmol'min"''mg"! biatka zawartego w preparacie [Nabe i in. 1979].

Pomimo wyselekcjonowania odpowiednich szczepow, ustalenia optymalnych pa-
rametréw prowadzenia reakcji utleniania glicerolu do DHA oraz dziatania dehydroge-
nazy glicerolowej problem odzyskania produktu z mieszaniny pohodowlanej powaznie
komplikuje pomys$lne zakonczenie procesu. Zanim nastapi wtasciwa krystalizacja DHA,
nalezy przeprowadzi¢ wielokrotna filtracjg, ewaporacj¢ oraz inkubacje roztworu popro-
dukcyjnego [Charney, Montclair 1978]. Fakley i Lindsay [1988] uwazali, ze poddanie
DHA typowej reakcji destylacji, powodowalo czg$ciowa dehydratacje tego zwiazku,
a wraz z DHA wytracaniu ulegaty inne cukry obecne w podlozu. Opracowali zatem me-
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tode oparta na cienkowarstwowej ewaporacji, ktora miata wyeliminowa¢ problem zanie-
czyszczenia koncowego produktu przez inne sacharydy. Inna koncepcja przemystowej
produkcji DHA dotyczyta powtérnego wykorzystania namnozonej wczesniej biomasy
bakterii octowych z rodzajow Gluconobacter lub Acetobacter [Ohrem, Haftung 1998].
Po uptywie kilkudziesigciu godzin hodowli wzrost tych drobnoustrojow ulegat zahamo-
waniu. Nie oznaczato to jednak utraty aktywnosci GlyDH. Komorki bakterii niezdolne do
dalszych podziatow wykorzystywano w catosci lub w czgsci w kolejnych cyklach produk-
cyjnych. Takie dziatania pozwolity na obnizenie naktadow finansowych produkcji DHA
[Ohrem, Haftung 1998]. Dzigki rozwojowi automatyki przemystowa produkcja DHA
odbywa sig¢ obecnie w bioreaktorach. Takie rozwigzanie umozliwia precyzyjna kontrolg
parametrow biotransformacji. Niestety, nie eliminuje probleméw zwiazanych z niedosta-
tecznym napowietrzeniem mieszaniny reakcyjnej [Boontawan, Stuckey 2006, Bauer i in.
2005, Klein i in. 2002, Maier, Buchs 2001]. Obecnie dihydroksyaceton wytwarzany jest
biotechnologicznie na drodze niecatkowitego utleniania glicerolu przez bakterie octowe
z gatunku Gluconobacter oxydans ATCC 621 [Dubin i in. 2007].

Metody zmierzajace do intensyfikacji biotransformacji glicerolu w DHA obejmuja
m.in. modyfikacje genetyczne bakterii octowych oraz immobilizacj¢ komorek tych bak-
terii. Wykorzystanie mikroorganizméw zrekombinowanych genetycznie wydaje si¢ by¢
skutecznym krokiem umozliwiajacym wydajna produkcje DHA. Najczg¢sciej doswiad-
czenia takie polegaja na klonowaniu genéw (warunkujacych utlenianie glicerolu lub syn-
tez¢ DHA), w wektorach do nadekspresji i nadprodukcji biatek zaangazowanych w te
procesy. Jedne z pierwszych prob zastosowania inzynierii genetycznej w usprawnieniu
tej reakcji obejmowaty konstrukcje szczepu G. oxydans DSM 2343, zdolnego do nad-
produkcji dehydrogenazy glicerolowej [Gétgens i in. 2007]. Przy poczatkowym stezeniu
glicerolu w podtozu na poziomie 550 mM mutant DSM 2343 wytworzyt 350 mM dihy-
droksyacetonu, natomiast szczep dziki 280 mM DHA. Inna mutacja [Li i in. 2010a,b] po-
legata na wprowadzeniu do komorek szczepu G. oxydans, plazmidu, ktory zawieral gen
kodujacy hemoglobing (vgb). Taka modyfikacja pozwolila na obnizenie zapotrzebowania
na tlen podczas hodowli zmutowanych bakterii. St¢zenie DHA otrzymane w wyniku bio-
transformacji prowadzonej z udziatem szczepu poddanego mutacji wynosito ok. 7 g-L-1.
Szczep dziki wytworzyt w tym czasie ok. 5 g DHA-L-1 podtoza, w ktérym poczatkowe
stezenie glicerolu wynosito 80 g-L-1, a temperatura oraz kwasowo$¢ czynna srodowiska
reakcji — odpowiednio 30°C i pH 6,0 [Liiin. 2010 a, b]. Genom bakterii mozna takze mo-
dyfikowa¢ za pomoca zwiazkéw chemicznych o wlasciwosciach mutagennych lub droga
fizyczna z wykorzystaniem promieniowania UV [Hu i in. 2010b, Gétgens i in. 2007].
Rozwiazania takie sg jednak obarczone ryzykiem zwiazanym z powrotem zrekombino-
wanych szczepéw do postaci sprzed mutacji, dalszymi spontanicznymi mutacjami badz
tez zahamowaniem rozmnazania cennego mutanta [Ma i in. 2010]. Moze to skutkowac
utrata nadanej mutantowi cechy, ktéra umozliwiata zwigkszona produkcj¢ DHA.

PODSUMOWANIE

Szacunkowa roczna produkcja dihydroksyacetonu wynosi 2000 ton w skali Swiatowej
[Pagliaro i in. 2007]. W roku 2005 wartos¢ sprzedanych kosmetykow samoopalajacych
w Polsce osiagneta kwotg 12 min PLN [Raport ACNielsen 2006]. Warto podkresli¢, ze
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sprzedaz kosmetykow stonecznych w Polsce jest $srednio 7-krotnie mniejsza niz w krajach
zachodnioeuropejskich. Pordwnanie naszego rynku kosmetykdéw z rynkami zachodnimi
pozwala przewidzieé, ze zapotrzebowanie na preparaty przyspieszajace proces opalania
bedzie dynamicznie rosto w najblizszych latach [Raport ACNielsen 2006]. Wiadomo
jednak, ze zastosowanie DHA nie ogranicza si¢ jedynie do przemyshu kosmetycznego.
Zwiazek ten doceniono w przemysle spozywczym, farmacji oraz medycynie. W ostat-
nich latach podejmowano badania nad przeciwpasozytniczym zastosowaniem DHA oraz
konstruowano biomateriaty o duzym znaczeniu w chirurgii, w ktérych dihydroksyaceton
stanowit niezbedny komponent. Na tej podstawie przewiduje si¢ dynamiczny wzrost za-
potrzebowania na DHA w najblizszej przysztosci. Naukowcy, a takze potentaci przemy-
stowi zauwazyli przewagg mikrobiologicznej metody produkcji DHA nad chemiczna.
Swiadomo$é zagrozen ekologicznych zwiazanych z chemiczna synteza DHA przyczyni-
fa si¢ do wypierania takiej metody pozyskiwania dihydroksyacetonu. Biotechnologiczne
utlenianie glicerolu do DHA przez bakterie octowe jest obecnie jedyna dopuszczong me-
toda. W Zakladzie Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW w Warszawie oraz
w innych placéwkach naukowych nadal trwaja badania nad optymalizacja biotechnolo-
gicznej metody otrzymywania DHA [Btazejak i in. 2011, Stasiak-Roézanska i in. 2011].
Prace takie obejmuja czgsto ustalenie optymalnych parametréw procesu (pH, st¢zenie
sktadnikéw podloza, wybor zrodla wegla, napowietrzanie, czas reakcji), zastapienie gli-
cerolu innym, tanszym substratem (np. produktem odpadowym z innego procesu), za-
stosowanie immobilizowanych komorek Iub preparatéw komorkowych o aktywnosci
GlyDH.
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DIHYDROXYACETONE - CHARACTERISTICS, APPLICATION
AND RECEIVE — A REVIEW

Abstract. Dihydroxyacetone (DHA) is ketotriose with reducing properties. It is used
mainly in food industry (a sweetener, a dietary supplement, emulsifier, plasticizer), cos-
metics (the active ingredient in self-tanning creams) and medicine (treatment of vitiligo
desease, a component of biomaterials stopped bleeding). Currently, dihydroxyacetone is
produced biotechnologically by incomplete oxidation of glycerol with acetic bacteria using
Gluconobacter oxydans ATCC 621 strain. The enzyme catalyzing this reaction is PQQ —
dependent glycerol dehydrogenase (GlyDH). The paper presents the physical and chemical
characteristic of DHA, its application and receive. It also describes methods for improving
the production of this compound, which have been developed over many years.

Key words: acetic bacteria, oxidation of glycerol, dihydroxyacetone
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SELEKCJA NISKOPROTEAZOWYCH MUTANTOW
TRICHODERMA REESEI M-7 DO PRODUKCJI
ENZYMOW ZEWNATRZKOMORKOWCH

Marta Wesotowska-Trojanowska, Zdzistaw Targonski

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Streszczenie. Dokonano selekcji 9 niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei M-7
do produkcji enzyméw zewnatrzkomoérkowych na podtozu z nierozcienczona serwatka
wzbogacong w sole mineralne. Hodowle fermentorowe prowadzono metoda ciagta w bio-
reaktorze Bioflo III firmy New Brunswick Scientific Co. Inc. o pojemnosci roboczej 5 dm?.
Stwierdzono odwrotnie proporcjonalne zaleznosci pomigdzy produkcja celulaz i ksylanaz
a proteaz w hodowlach niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei M-7 (M-7.6,
M-7.8, M-7.10).

Stowa kluczowe: celulazy, ksylanazy, proteazy, niskoproteazowe mutanty Trichoderma
reesei M-7, serwatka, hodowla ciagta

WSTEP

Grzyby z rodzaju Trichoderma badane byty w odniesieniu do réznych cech i zastosowan
oraz znane sa jako znakomici kolonizatorzy, ktorzy skutecznie walcza ze swoimi kon-
kurentami. Ustalono, ze wyzwalaja one potencjalnie niszczycielskie mechanizmy roz-
ktadu czgsto niejednorodnego podioza. Stad rozktad, filogeneza, mechanizmy obronne,
korzystne, jak i szkodliwe oddziatywania z gospodarzem, produkcja enzymow oraz ich
wydzielanie, rozwdj ptciowy i odpowiedz na warunki srodowiskowe (sktadniki odzyw-
cze, $wiatlo) badano dosy¢ szczegdtowo wsrod wielu gatunkow tego rodzaju. Stwier-
dzono, iz Trichoderma jest jednym z najlepiej przebadanych grzyboéw. Wydajne szczepy
tego gatunku sa ulepszane, a ich bronia sa metabolity wtorne z potencjalnym zastosowa-
niem jako nowy rodzaj antybiotykdw. Inzynieria genetyczna doprowadzita nie tylko do
znaczacego usprawnienia procesow przemystowych, ale takze jest obecnie uzupelniona
o dostepnos¢ cyklow pitciowych u Trichoderma reesei/Hypocrea jecorinia, co istotnie
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ulatwia zardwno badania przemystowe, jak i podstawowe. Celulazy wytwarzane przez
Trichoderma reesei — biotechnologiczny kon pociagowy rodzaju — to wazne produkty
przemysltowe, zwlaszcza w konteks$cie wytwarzania biopaliw drugiej generacji z odpa-
dow celulozowych [Schuster, Schmoll 2010].

Laktoza jako niedrogi, rozpuszczalny substrat, zapewnia dobra indukcje wytwarza-
nia celulaz przez Trichoderma reesei. Grzyb ten nie pobiera bezposrednio laktozy, lecz
jest ona hydrolizowana do zewnatrzkomorkowej glukozy i galaktozy, ktére sa nastepnie
wchlaniane [Chi-Ming i in. 2010]. Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ tego cukru, a takze
kwasu mlekowego, witamin oraz mikroelementow w serwatce, mozna ja z powodzeniem
wykorzysta¢ do tego celu. Powaznym problemem podczas hodowli Trichoderma reesei
zardwno w obecnosci czystej laktozy, jak i serwatki sa proteazy obecne w filtratach poho-
dowlanych grzyba, ktére powoduja posekrecyjne modyfikacje celulaz, obnizajac ich ak-
tywno$¢. Poprzez odpowiedni dobor warunkow hodowli, tzn. pH podtoza hodowlanego,
rodzaju i st¢zenia zrodla azotu oraz wegla, a takze rodzaju hodowli mozna otrzymywac
filtraty o niskich aktywnosciach proteaz [Janas i in. 2003].

W niniejszej pracy przeprowadzono selekcje tzw. niskoproteazowych mutantéw
Trichoderma reesei M-7 w celu oceny tych szczepow do produkcji enzymoéw zewnatrz-
komérkowych.

MATERIAL I METODY

Material biologiczny: mutanty Trichoderma reesei

W badaniach wykorzystano 9 niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei M-7,
pochodzacych z Katedry Mikrobiologii Przemystowej Uniwersytetu Marii Curie-Sklo-
dowskiej w Lublinie. Jako materiat do do§wiadczen wykorzystano ciecze pohodowlane
otrzymane w wyniku hodowli wyzej wymienionych mutantow. Mutanty przechowywano
na skosach brzeczkowych w temperaturze 2°C i okresowo przeszczepiano.

Podloza hodowlane

Do hodowli Trichoderma reesei wykorzystano pozywke, bedaca mieszaning pigciu czg-
$ci podloza Mandels-Weber [1969] z dodatkiem 0,7% laktozy i jednej czgsci nierozcien-
czonej serwatki. Sktad podtoza wg Mandels-Weber [1969] (mg - dm™ ) przedstawia si¢
nastgpujaco: KH,PO, (2000), MgSO, (300), (NH,),SO, (1400), CaCl, (300), Tween 80
(1000), ekstrakt drozdzowy (1000), roztwor mikroelementéw (0,5 cm® - dm™) zawiera-
jacy: FeSO, - 7TH,0 (5000 mg - dm”), MnSO, - H,O (1960 mg - dm*), ZnCl, (1660 mg
~dm™), CaCl, (2000 mg x dm?). Koficowa warto$¢ pH pozywki po sterylizacji ustalono
na poziomie 5,0.

Wstepne przygotowanie serwatki

Serwatke pobierano bezposrednio z linii produkcyjnej serow twarogowych i podpuszcz-
kowych w OSM Lublin. Nastgpnie poddawano ja sterylizacji w autoklawie w tempera-
turze 110°C przez 30 minut. Po ostudzeniu cato$¢ saczono przez saczek z wielokrotnie
ztozonej chusty nylonowej, w celu usunigcia czgsci frakceji biatkowych, a nastgpnie wyko-
rzystywano jako podtoze hodowlane wzbogacone w sole mineralne (NH,),SO, i MgSO,
-7 H,0 w stezeniu 1000 mg - dm?, dla kazdej soli. Koncowa warto$¢ pH pozywki po
sterylizacji ustalono na poziomie 4,5.

Acta Sci. Pol.



Selekcja niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei M-7... 31

Hodowle niskoproteazowych mutantéw Trichoderma reesei M-7

Przygotowanie inoculum do hodowli

Hodowle 9 niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei M-7 prowadzono w kol-
bach Erlenmayera o pojemnosci 0,5 dm?, zawierajacych 0,1 dm?® pozywki wg Mandels-
Weber [1969]. Jako Zrodlo wegla stosowano laktoze w stezeniu 4000 mg - dm. Kolby
zamykano korkami, bedacymi jednoczesnie filtrami mikrobiologicznymi i sterylizowano
w autoklawie w temperaturze 110°C przez 30 minut. Po ochlodzeniu pozywki szcze-
piono grzybnia Trichoderma reesei M-7, zawarta na kawatkach skosu brzeczkowego
o powierzchni 1 cm?. Nastgpnie umieszczano je w pokoju termostatowym na wstrzasarce
rotacyjnej (220 obr./min) i inkubowano w temperaturze 27°C, az do catkowitego wyko-
rzystania zrddta wegla (4-6 dob).

Hodowle ciagle w bioreaktorze

Hodowle ciaglte ww. szczepow prowadzono w bioreaktorze Bioflo III firmy New Brun-
swick Scientific Co. Inc. 0 pojemnosci roboczej 5 dm’. Bioreaktor napetniono pozywka,
w wyzej wymienionej iloSci, ktora stanowita nierozcienczona serwatka wzbogacona w sole
mineralne (NH,),SO, i MgSO, - 7TH,O w stezeniu 10 g/dm’, sterylizowano w autoklawie
w temperaturze 110°C przez 30 minut i szczepiono wczesniej przygotowanym inokulum
w iloéci 0,2 dm’. Po wyczerpaniu laktozy w podtozu bioreaktor zasilano w sposob ciagty
nierozcienczong serwatka, dostosowujac szybkos¢ zasilania do poszczegdlnych mutantdw,
wymieniajac od 700 do 1000 ml pozywki na dobg. Co 24 godziny nadmiar ptynu hodow-
lanego odbierano tak, by zachowa¢ wyjsSciowa ilo§¢ podtoza hodowlanego. Pobrane probki
ptynu pohodowlanego wirowano w wiréwce firmy Sigma Laboratory Centrifuge 4K 15 przy
predkosci 9000 obr/min przez 10 min, celem oddzielenia biomasy od roztworu, a w otrzy-
manym filtracie oznaczano aktywnoS$ci enzymatyczne i zawarto$¢ cukréw redukujacych.
Parametry pracy bioreaktora podczas hodowli byty nastgpujace: temperatura 27°C, pH 4,0,
predko$¢ obrotowa mieszadta 300 obr./min, napowietrzanie 0,8 dm3/min - dm? podtoza.

Metody analityczne

W filtracie pohodowlanym oznaczano zawartosci cukrow redukujacych metoda Miller
[1959] z uzyciem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego, zawartosci bialka obliczano wg metody
Lowry i in. [1951] oraz okreslano nastgpujace aktywno$ci enzymow: ogdlna aktywnosé
celulolityczna wobec bibuly filtracyjnej jako substratu wg metody opisanej przez Ghose
[1987] 1 wyrazono w jednostkach FPU, aktywnosci ksylanolityczne wg metody Biely
i wsp. [1980], aktywnosci proteolityczne wg metody podanej przez Lovrien i wsp. [1985].

WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku hodowli wytrzasarkowych 9 mutantdéw otrzymano filtraty pohodowlane,
w ktérych oznaczono aktywnosci celulaz, ksylanaz, proteaz i zawartosci biatka. Filtraty
charakteryzowaty si¢ rozna aktywnoS$cia enzymatyczna, co przedstawiono na rysunkach
1-4. Do dalszych badan wybrano trzy mutanty, tj. Trichoderma reesei M-7.6 1 Trichoder-
ma reesei M-7.10, ktorych filtraty wykazywaty niska aktywnos$¢ proteolityczna i w celu
zrdéznicowania — Trichoderma reesei M-7.8 o najwyzszej aktywnosci proteolitycznej. Jest
rzecza interesujaca, iz badane mutanty wykazywaty nie tylko zréznicowany stosunek
aktywnosci celulaz do proteaz, ale takze celulaz do ksylanaz, co moze by¢ przedmiotem
dalszych badan wykraczajacych poza obszar niniejszej pracy.
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Rys. 1. Aktywnosci celulaz FPU filtratow pohodowlanych uzyskanych w wyniku hodowli wstrza-
sanej mutantow Trichodrema reesei
Fig. 1. FPU cellulase activities of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma
reesei mutants
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Aktywnosci ksylanaz filtratow pohodowlanych uzyskanych w wyniku hodowli wstrzasa-
nej mutantdw Trichodrema reesei

Xylanase activities of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma
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Rys. 3. AktywnoSci proteaz filtratow pohodowlanych uzyskanych w wyniku hodowli wstrzasanej
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Fig. 3. Protease activities of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma
reesei mutants
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Fig. 4. Protein contents of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma reesei
mutants
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Hodowlg niskoproteazowego mutanta Trichoderma reesei M-7.6 prowadzono metoda
ciagta na nierozcienczonej serwatce, wzbogaconej w (NH4),SO, i MgSO, - 7H,O. Czas
trwania hodowli wynosit 22 doby. Z uwagi na zbyt niskie pH wyjsciowe podtoza hodow-
lanego — w pierwszych dniach hodowli obserwowano minimalne namnozenie grzybni
Trichoderma reesei. Zgodnie z tabela 1 aktywnosci celulaz FPU wykazuja wzrost od 6.
doby hodowli (0,24 pmol/ml - min FPU), osiagajac w 9. dobie 0,42 j. FPU. Od 10. do 14.
doby aktywnosci te wykazywaty podobne wartosci, osiagajac 0,49-0,51 j. FPU. Po tym
czasie ponownie wzrosty do wartosci 0,7 j. FPU w 17. dobie. Od 18. doby zanotowano
spadek aktywnosci FPU. Aktywnosci ksylanolityczne filtratow pohodowlanych rosty od
5. doby hodowli (0,39 pmol/ml - min), osiagajac warto§¢ maksymalna w 11. dniu ho-
dowli (2,94 pmol/ml - min), za$ aktywnosci proteolityczne utrzymywaty si¢ w granicach
17,26-18,76 jednostek, osiagajac wartos¢ maksymalna w 16. dobie (19,88 jednostek).
Zawartosci biatka utrzymywaty si¢ na podobnym poziomie (ok. 2 mg/ml) przez caty czas
trwania hodowli.

Tabela 1. Aktwnosci enzmatyczne filtratow pohodowlanych otrzymanych w wyniku hodowli cia-
glej mutanta Trichoderma reesei M-7.6

Table 1. Enzymatic activities of culture filtrates obtained from the continuous culture 7richoder-
ma reesei M-7.6

Czas Zawar,toéé Aktywnosci Aktywnosci Zawartosci Aktywnosci
hodowli ‘e d:ll(ll(;;gch FPU . proteaz biatka ksylanaz .
[doby] [mg/ml] [wmol/ml - min] [AA/m] - 10°] [mg/ml] [umol/ml - min]

1 28,00 0,00 12,96 2,049 0,00

2 24,20 0,00 11,95 1,994 0,00

3 24,20 0,00 14,96 1,570 0,00

4 24,03 0,00 13,58 - 0,00

5 18,97 0,00 16,22 1,725 0,00

6 18,56 0,24 17,48 1,994 0,39

7 15,96 0,30 18,76 1,985 1,59

8 15,35 0,35 18,47 2,151 1,21

9 11,42 0,42 17,26 2,061 2,02

10 8,72 0,50 17,80 2,089 2,06

11 4,63 0,51 18,25 1,996 2,54

12 2,12 0,50 18,17 2,266 2,94

13 1,93 0,49 18,44 2,256 2,19

14 1,78 0,64 - 1,949 2,79

15 1,56 0,68 18,67 2,208 2,06

16 1,77 0,66 17,43 2,368 1,79

17 1,64 0,70 19,88 2,120 1,82

18 1,96 0,55 16,20 2,132 1,78

19 1,92 0,54 17,55 2,163 1,41
20 1,80 0,61 17,58 2,089 1,46
21 2,09 - - - -
22 2,34 - - - —
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Hodowle ciagta mutanta Trichoderma reesei M-7.8 prowadzono w bioreaktorze na
podtozu z serwatka wzbogacona w sole mineralne przez 20 dob.

Tabela 2. Aktywnos$ci enzmatyczne filtratow pohodowlanych otrzymanych z hodowli ciagtlej
mutanta Trichoderma reesei M-7.8.

Table 2. Enzymatic activities of culture filtrates obtained from the continuous culture of Tricho-
derma reesei M-7.8.

Zawartos¢

Czas cukrow Aktywnosci Aktywnosci Zawartosci Aktywnosci
hodowli redukuiacych FPU proteaz biatka ksylanaz
[doby] [mg}f’r‘l g [umol/ml - min]  [AA/ml - 10°] [mg/ml] [wmol/ml - min]

5 19,10 0,000 14,29 7,750 0,00
6 15,13 0,000 12,79 4,875 0,00
7 12,12 0,000 12,52 4,875 0,00
8 9,61 0,162 12,85 4,875 0,25
9 7,15 0,233 13,94 5,750 0,71
10 5,59 0,233 11,88 4,875 1,91
11 3,31 0,307 12,47 4,875 1,59
12 1,43 0,366 11,21 3,960 2,28
13 1,77 0,419 12,72 3,960 2,24
14 1,48 0,481 8,39 4,735 1,74
15 2,26 0,356 10,05 3,790 1,77
16 1,48 0,358 9,78 3,790 2,08
17 0,89 0,344 9,83 3,305 1,88
18 1,17 0,292 9,63 3,405 2,02
19 1,79 0,333 9,78 3,270 1,46
20 1,42 0,337 - 3,370 -

W poczatkowym okresie hodowli ciaglej nie obserwowano znaczacego namnazania
grzybni, jak rowniez filtraty pohodowlane nie wykazywaly aktywnosci celulolitycznych
i ksylanolitycznych. Jak wynika z danych w tabeli 2, aktywnosci celulaz FPU mutanta
M-7.8 w kolejnych dobach hodowli rosty, uzyskujac wartos¢ maksymalna w 14. dobie
(0,481 j. FPU). Po tym czasie aktywnosci celulolityczne utrzymywaty si¢ na podobnym
poziomie i oscylowaty w granicach 0,292—0,358 j. FPU, natomiast aktywnosci ksylanaz
osiagnely warto$¢ maksymalna w 12. dobie hodowli (2,28 pumol/ml - min.). Nastgpnie
zanotowano niewielki spadek tych aktywnosci, ktory w 19. dobie osiagnat warto§¢ mini-
malna 1,46 pmol/ml x min. Do 9. dnia hodowli aktywnosci proteolityczne byty wysokie
i wynosily 12,52—14,29 jednostek. Po tym czasie nastapit znaczny spadek ich warto$ci
i aktywnosci proteaz osiagnety minimum w 14. dobie (8,39 jednostek). Od 15. doby ak-
tywnosci proteolityczne nieznacznie wzrosly i utrzymywaty si¢ na podobnym poziomie
do konca hodowli (9,63—10,05 jednostek). Zawartosci biatka osiagnety wartos¢ maksy-
malna w 5. 1 9. dobie (5,75 mg/ml). Od 10. doby zawartosci te zaczely obnizac sig, osia-
gajac wartos¢ minimalna 3,27 mg/ml w 19. dobie hodowli.
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Hodowlg ciagla niskoproteazowego mutanta Trichoderma reesei M-7.10 prowadzono
w fermentorze w warunkach jak dla poprzednich mutantéw. Czas trwania hodowli wy-
nosit 22 doby.

Z tabeli 3 wynika, ze aktywno$ci celulaz FPU mutanta M-7.10 rosty, osiagajac war-
to$¢ maksymalna 0,983 j. FPU w 17. dobie. Po tym czasie aktywnosci byty nieco nizsze
i ksztattowatly si¢ na poziomie 0,731 j. FPU w 21. dobie hodowli. Do 9. doby hodowli nie
zanotowano aktywnosci ksylanolitycznych w filtratach pohodowlanych, lecz aktywnosci
te osiagnely warto§¢ maksymalng 2,656 pmol/ml - min. w 13. dobie hodowli. Po tym
czasie zaobserwowano spadek aktywnosci ksylanaz do wartosci 1,864 pmol/ml - min.
w 21. dobie hodowli. Aktywnosci proteolityczne do 12. doby oscylowaly w granicach
9,65-13,7 jednostek, osiagajac wartos¢ maksymalng w 20. dniu hodowli (35,18 jedno-
stek). Wzrost aktywnosci proteolitycznych byt negatywnie skorelowany z aktywnoS$cia
celulaz filtratow pohodowlanych, a mégt by¢ spowodowany zmiana warunkéw hodowli,
bedacych wynikiem zakldcenia pracy bioreaktora. St¢zenia biatka ksztaltowaly si¢ na
poziomie 1,504—1,966 j. do 11. dnia hodowli. Po tym czasie zawarto$ci biatka systema-
tycznie rosty, osiagajac wartos¢ maksymalng 2,787 mg/ml w 21. dobie hodowli (tab. 3).

Podsumowujac ten etap selekcji niskoproteazowych szczepow celem intensyfikacji
produkcji celulaz, nalezy stwierdzié, iz przyjete zatozenia okazaty si¢ shuszne. W tescie
selekcyjnym (rys. 3) mutant Trichoderma reesei M-7.10 charakteryzowat si¢ najnizsza
zdolnoscia do produkcji proteaz, a z kolei podczas hodowli ciaglej na serwatce nieroz-
cienczonej filtraty pohodowlane tego szczepu po hodowli ciagtej wykazywaty najwyzsze
aktywnosci celulolityczne FPU. Natomiast szczep Trichoderma reesei M-7.8, ktory w te-
Scie selekcyjnym wykazywat najwyzsze zdolnosci do syntezy proteaz w hodowli ciagtej
na nierozcienczonej serwatce, okazal si¢ najstabszym producentem celulaz pomimo tego,
iz w filtratach stwierdzono stosunkowo niskie aktywno$ci proteaz.

Nalezy wigc przypuszczaé, iz optymalizacja produkcji celulaz na nierozcienczonej
serwatce z uzyciem mutanta Trichoderma reesei M-7.10 pozwolitaby na zblizenie si¢
do wydajnosci celulaz, jakie Wesotowska-Trojanowska i in. [2005] uzyskali na podlozu
Mandels-Weber [1969] po hodowli Trichoderma reesei M-7 na 4% laktozie. Jednak tych
badan na tym etapie nie podjgto.

Jedna z przyczyn niskiej aktywnosci celulolitycznej i ksylanolitycznej w filtratach,
otrzymanych po hodowli Trichoderma reesei M-7 na serwatce, mogta by¢ nadmierna pro-
dukcja proteaz, ktore mogly powodowaé degradacje celulaz i ksylanaz. W zwiazku z po-
wyzszym, przeprowadzono selekcje tzw. niskoproteazowych mutantdow Trichoderma reesei
M-7. Wstepnej oceny tych mutantow dokonano w wyniku hodowli na pozywce serwatko-
wo-mineralnej. Sposrod 11 mutantéw do dalszych badan wybrano trzy, tj. Trichoderma
reesei M-7-6 1 Trichoderma reesei M-7.10, ktorych filtraty wykazywaly niska aktywnos¢
proteolityczng i dla zréznicowania Trichoderma reesei M-7-8 0 najwyzszej aktywnoSci pro-
teolitycznej. Hodowle wszystkich ww. mutantéw prowadzono metoda ciagla.

Podsumowujac ten etap pracy, nalezy stwierdzi¢, ze zgodnie z wczes$niejszymi za-
lozeniami mutant Trichoderma reesei M-7.10 charakteryzowat si¢ najnizsza zdolnoscia
do produkcji proteaz, za§ podczas hodowli ciaglej na nierozcienczonej serwatce w filtra-
tach pohodowlanych tego szczepu zanotowano najwyzsze aktywnosci FPU. Drugi z ko-
lei szczep — Trichoderma reesei M-7.8 w tescie selekcyjnym odznaczal si¢ najwigksza
zdolnoscia do syntezy proteaz, natomiast w czasie hodowli ciaglej na nierozcienczonej
serwatce okazat si¢ najstabszym producentem celulaz.
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Tabela. 3. Aktywnosci enzymatyczne filtratéw pohodowlanych otrzymanych w wyniku hodowli
ciagtej mutanta Trichoderma reesei M-7.10

Table. 3. Enzymatic activities of culture filtrates obtained from the continuous culture of Tricho-
derma reesei M-7.10

Czas Zawar,toéé Aktywnosci Aktywnosci Zawartosci Aktywnosci
hodowli ‘e dillilflgzz;ch FPU . proteaz biatka ksylanaz .
[doby] [mg/ml] [umol/ml - min] [AA/ml - 10°%] [mg/ml] [umol/ml - min]
1 23,40 0,096 9,16 1,966 0,000
2 24,20 0,003 9,83 1,923 0,000
3 24,20 0,000 9,65 1,939 0,000
4 24,03 0,000 10,05 1,870 0,000
5 18,97 0,000 12,67 1,573 0,000
6 18,56 0,000 13,88 1,625 0,000
7 15,96 0,000 14,05 1,504 0,000
8 15,35 0,000 14,34 1,808 0,000
9 11,42 0,110 13,97 1,678 0,000
10 8,72 0,132 14,47 1,711 0,000
11 4,63 0,344 12,86 1,656 0,948
12 2,12 0,492 14,86 2,030 1,681
13 1,93 0,635 13,70 2,220 2,081
14 1,78 0,723 15,92 2,304 2,656
15 1,56 0,711 17,85 2,208 2,213
16 1,77 0,759 17,70 2,463 2,133
17 1,64 0,983 18,69 2,547 1,896
18 1,96 0,914 18,07 2,620 1,975
19 1,92 0,804 26,00 2,716 2,350
20 1,80 0,921 26,44 2,828 2,156
21 2,09 0,821 35,18 2,787 2,292
22 2,34 0,731 - - 1,864

Fiedurek i in. [1998] przeprowadzili indukcj¢ mutantow przez naswietlanie zawie-
siny konidiow mutanta 7. reesei M-7 promieniami UV oraz poddali je dziataniu 0,01%
roztworu nitrozoguanidyny. Selekcji mutantow o ostabionej syntezie proteaz dokonali
na podtozu agarowym z dodatkiem zZelatyny. Sposréd 960 przetestowanych mutantow
wybrali 10, ktorych zdolnosci do syntezy enzymoéw celulolitycznych i proteolitycznych
sprawdzili podczas hodowli prowadzonych w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 500
cm® na podtozu wg Mandels-Weber z dodatkiem 1% laktozy oraz na serwatce. Aktyw-
nosci proteolityczne oznaczane po hodowli 9 mutantéw Trichoderma reesei w obecnosci
laktozy jako zrodia wegla byty od 25 do 75% nizsze od szczepu wyjsciowego. Jedynie
u mutanta oznaczonego symbolem M-7-8 aktywno$¢ ta byta zblizona i wynosita 7,34 U/
cm? - 10%. Aktywnosci celulolityczne filtratow wszystkich mutantéw byly znacznie nizsze
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(od 40 do 90%) od Trichoderma reesei M-7. Natomiast aktywnosci uzyskane po hodowli
mutanta M-7 na serwatce byly ponad 2,5-krotnie wyzsze od oznaczonych po hodowli
w obecnosci 1% laktozy przy jednoczesnym obnizeniu aktywnosci celulolitycznej o ok.
19% (0,872 FPU/cm?). Osiem otrzymanych niskoproteazowych mutantow charakteryzowato
si¢ nizszymi (31-57,5%) od mutanta wyj$ciowego aktywnos$ciami proteolitycznymi cie-
czy pohodowlanych. Mutant M-7.1 syntetyzowat proteazy o zblizonych aktywnoS$ciach,
natomiast w filtracie pohodowlanym M-7.8 stwierdzono o 27% wyzsze aktywnosci pro-
teolityczne od M-7. Dwa sposrod mutantéw (M-7.5 i M-7.10) o nizszych od wyjsciowego
aktywnos$ciach proteolitycznych charakteryzowatly si¢ nieznacznie wyzszymi aktywno-
$ciami celulolitycznymi filtratow. U pozostatych mutantéw aktywnosci te byly od 7,4 do
92,6% nizsze od otrzymanych podczas hodowli mutanta wyjsciowego na serwatce. Dane
te potwierdzaja, iz rodzime proteazy odgrywaja wazna rol¢ w nagromadzaniu celulaz
i ksylanaz w filtratach pohodowalnych mutantéw Trichoderma reesei.

WNIOSKI

1. Stwierdzono odwrotnie proporcjonalne zaleznosci pomigdzy produkcja celulaz
i ksylanaz a proteaz w hodowlach tzw. niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei
M-7 (M-7.6, M-7.8 1 M-7.10).

2. Hodowla ciagla niskoproteazowego mutanta Trichoderma reesei M-7.10 na nie-
rozcieficzonej serwatce wzbogaconej w (NH,),SO, i MgSO, x 7H,O odznaczata sig naj-
wigksza aktywnoscia celulolityczna (0,983 j. FPU) w 17. dobie, natomiast aktywnoscia
ksylanolityczng 2,081 umol/ml - min.w 13 dobie.
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SELECTION OF LOW-PROTEASE MUTANTS OF TRICHODERMA REESET
M-7 FOR THE PRODUCTION OF EXTRACELLULAR ENZYMES

Abstract. An evaluation was made of the ability of 9 low-protease mutants of Trichoderma
reesei M-7 to produce extracellular enzymes on a medium with whey enriched with mineral
salts. Cultures were carried out using batch and continuous culture methods. Inversely pro-
portional relationships between the activity of cellulases and xylanases as well as the activ-
ity of proteases in filtrates obtained from cultures of low-protease mutants of 7Trichoderma
reesei M-7 were not found unambiguously in batch cultures. In continuous cultures, in turn,
the highest activities were shown by filtrates of mutants of Trichoderma reesei M-7 which
exhibited the lowest ability to produce extracellular proteases in batch cultures.

Key words: cellulases, xylanases, proteases, low-protease mutants of Trichoderma reesei
M-7, whey, continuous culture
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