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WYBRANE ASPEKTY NABYWANIA U ROSLIN
ODPORNOSCI TYPU SAR

Urszula Ztotek, Wiestaw Wojcik

Akademia Rolnicza w Lublinie

Streszczenie. Odporno$¢ nabywana przez rosliny mozna ogoélnie podzieli¢ na lokalna
i systemowa. Rozpatrujac odpornos¢ systemowa wyrdzniamy dwa gltéwne jej typy, tj.
nabyta odpornos¢ systemiczng (SAR) i indukowana odpornos¢ systemiczng (ISR).
Efekty obydwu tych typoéw odporno$ci sa podobne — ekspresja genow zwiazanych z pro-
dukcja bialek PR. Réznice pomigdzy SAR i ISR dotycza gtownie mechanizmoéw ich na-
bywania, czemu poswigca sig ostatnio coraz wigcej uwagi. W niniejszej pracy omowiono
wybrane aspekty nabywania odpornosci typu SAR, obejmuja one:

— udzial w tym procesie biatek wiazacych kwas salicylowy,

—  funkcjonowanie fosforylacji w btonie cytoplazmatycznej,

—  aktywnos¢ kanalow wapniowych w blonie cytoplazmatyczne;j,

—  aktywacje biatek G,

—  udziat reaktywnych form tlenu (RFT).

Stowa kluczowe: nabyta odpornos¢ systemiczna, indukowana odpornosé systemiczna,
bialka PR, kwas salicylowy, geny odpornosci, geny wirulencji

Ochronie roslin przed patogenami stawiane sa ostatnio coraz wigksze wymagania.
Dotycza one nie tylko ilo$ci uzyskanego plonu, ale kladzie si¢ obecnie nacisk takze na
jako$¢ uzyskanego produktu oraz na ochron¢ srodowiska. Dlatego tez coraz wigcej
uwagi poswigca si¢ badaniom mechanizméw odpornosciowych — konstytutywnych
i indukcyjnych — jakimi dysponuja rosliny [Pospieszny 2000a i b].

OdpowiedzZ rosliny na dziatanie patogenu moze mie¢ charakter lokalny badz syste-
mowy. Pierwsza reakcja na atak patogenu jest czgsto reakcja nadwrazliwosci (HR, hy-
persensitive response) wywotywana przez rosling w celu ograniczenia rozprzestrzenia-
nia si¢ patogenu, a objawiajaca si¢ lokalna martwica komoérek wokot zakazonego miej-
sca. Wynikiem HR oprocz zamierania tkanek sa czgsto zmiany w metabolizmie rosliny
prowadzace do produkcji metabolitow uruchamiajacych mechanizmy wytwarzania
odpornosci systemicznej [Kombrink i Schmelzer 2001, Ollerstaml i in. 2002].

Adres do korespondencji — Corresponding author: Urszula Ztotek, Katedra Biochemii i Chemii
Zywnosci, Akademia Rolnicza, ul. Skromna 8, 20-704 Lublin, e-mail: urszula.zlotek@ar.lublin.pl



4 U. Ziotek, W. Wojcik

Odporno$¢ systemiczng nabywana przez rosliny mozna podzieli¢ na dwa glowne typy:
—  nabyta odpornos¢ systemiczna (SAR, systemic acquired resistance),

-  indukowana odpornos$¢ systemiczna (ISR, induced systemic resistance).

Istota obydwu wyzej wymienionych typéw odpornosci jest uruchomienie w roslinie
naturalnych mechanizméw obronnych zabezpieczajacych ja przed licznymi i r6znorod-
nymi patogenami i szkodnikami [Pospieszny 2000b, Handschuh 1999]. Roznice migdzy
SAR i ISR dotycza migdzy innymi szlakow ich nabywania. Odpornos¢ typu SAR jest
indukowana poprzez kwas salicylowy i jego metabolity funkcjonalne lub nabywana w
wyniku lokalnej infekcji patogenu. Odporno$é typu ISR jest wzbudzana przez niepato-
genne bakterie kolonizujace korzenie roslin (np. Pseudomonas sp.), jak rdOwniez czynni-
ki abiotyczne takie jak etylen, kwas arachidonowy, kwas jasmonowy, kwas abscysyno-
wy [Pospieszny 2000b, Starck 1999, Pieterse i in. 2000, Watanabe i in. 2001]. O rézni-
cach w mechanizmie nabywania tych dwoch typow odpornosci §wiadczy tez fakt, ze
rolg czasteczki sygnalowej w SAR pelni kwas salicylowy (SA, salicylic acid) i nadtle-
nek wodoru, natomiast w alternatywnej do SAR — indukowanej odpornos$ci systemicz-
nej (ISR) rolg sygnatowa przypisuje si¢ dwom niezaleznym czasteczkom — sa to kwas
jasmonowy i etylen [Pospieszny 2000b, Handschuh 1999, Starck 1999].

Fakt, iz kwas salicylowy pelni wazna funkcjg sygnatowa w SAR, udokumentowano
juz dosy¢ dawno. Obnizony poziom kwasu salicylowego powoduje, ze nie rozwija si¢ w
tych roslinach systemiczna odporno$é typu SAR, co powoduje, Ze sa one bardziej wraz-
liwe na grzyby, bakterie i wirusy [Pospieszny 2000b, Friedrich i in. 1995, Mauch-Mani
i Métraux 1998, Pieterse 2000, Swiderski i Swiderska 1999].

Kazdy z patogenow moze wywotac infekcje u ograniczonej liczby roslin. Hipoteza
»gen-gen” zaklada, ze gen wirulencji (Avr) w genomie patogenu, odpowiada genowi
odpornosci (R) w roslinie. Taki uklad nazwano niekompatybilnym, a odporno$¢ uru-
chamiang na tej drodze okre$la si¢ jako ,,host”. Natomiast w uktadzie kompatybilnym
nie ma wzajemnie odpowiadajacych sobie gendw (R-Avr), a mechanizm uruchamiajacy
odpornos$¢ nazwano ,,nonhost”. Z odporno$cia tego typu mamy do czynienia, gdy jeden
gatunek roslin wykazuje odpornos¢ na wiele gatunkow patogendéw gtownie w wyniku
konstytutywnie wytwarzanych zwiazkéw przeciwbakteryjnych i réznorodnych barier
ochronnych, jakimi te rosliny dysponuja. Odporno$¢ ,,nonhost” mozna okresli¢ jako typ
odpornosci statej i ilosciowej w odroznieniu od ,,host”, ktora opisuje si¢ jako odpornosé
jako$ciowa i uruchamiana w odpowiedzi na niekompatybilne patogeny [Mysore i Ryu
2004, Heath 2000, Gurr i Rushton 2005].

Geny R koduja biatka represorowe wchodzace w interakcje z produktami ekspresji
gendéw Avr i w ten sposob powoduja przekazywanie sygnatu do wytwarzania odporno-
$ci systemowe;j.

Wykorzystujac podobienstwa w strukturze i lokalizacji produktéw gendéw R podzie-
lono je na cztery klasy:

I.  Geny kodujace biatka zlokalizowane w cytoplazmie, zawierajace sekwencj¢ wia-
zacg nukleotydy oraz domeng z licznymi powtdrzeniami bogatymi w leucyng zlo-
kalizowana na C-koncu tegoz biatka — geny NB-LRR (nucleotide binding — leucine
reach repeat), ktore podzielono na dwie podgrupy:

a. Geny kodujace biatka zawierajace na N-koncu domeng zwinigtego kigbka —
geny CC-NB-LRR (coiled-coil- nucleotide binding — leucine reach repeat).

b. Geny kodujace biatka zawierajace na N-koncu domeng podobna do transbto-
nowych receptorow Toll i interleukiny-1 — geny TIR-NB-LRR (toll and inter-
leukin-1 transmembrane receptors — nucleotide binding — leucine reach repeat).

Acta Sci. Pol.
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II. Geny kodujace biatka o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej, np. gen Pto
wyizolowany z pomidora nadajacy odporno$¢ na bakteri¢ Pseudomonas syringae
pv tomato.

III. Geny kodujace biatka z wewnatrzkomorkowa domena LRR i cytoplazmatyczng
domena o aktywnosci kinazy. Przyktadem tej grupy genéw jest gen Xa2l z ryzu
zapewniajacy odporno$¢ na patogen bakteryjny Xanthomonas oryzae pv oryzae.

IV. Geny podobne do genéw grupy III — kodujace biatka z wewnatrzkomoérkowa do-
mena LRR, ktorych C-koniec rowniez zakotwiczony jest w blonie cytoplazma-
tycznej, ale w odréznieniu od poprzedniej grupy bialka te nie zawieraja domeny
cytoplazmatycznej o aktywnosci kinazy. Przyktadem genow tej grupy sa geny po-
midora — Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-9 nadajace odporno$¢ na patogena grzybowego Cla-
dosporium fulvum [Krzymowska 1998, Gebhardt 1997, Jones 1996, Jones 2001,
Tor 1 in. 2004, Gurr i Rushton 2005].

Roslina zaopatrzona w gen R reaguje na specyficzny elicytor, ktory jest produktem
genu Avr. Umiejscowienie receptora wigzacego te unikalne czasteczki sygnalowe jest
ciagle jeszcze dyskutowane — najczeSciej lokalizowany jest on w blonie cytoplazma-
tycznej, cho¢ nalezy wzia¢ pod uwage rowniez inne miejsca, tzn. Sciang komorkowa,
cytozol czy niektore sktadniki wewnatrzkomérkowe [Mauch-Mani i Métraux 1998,
Plazek 1999, Blumwald 1 in. 1998, Ji i in. 1998, Somssich i Hahlbrock 1998]. Przykta-
dem takiej zalezno$ci jest gen Pto (z grupy genow R) wyizolowany z pomidora, ,,kore-
spondujacy” z genem AvrPto z Pseudomonas syringae pv tomato, jak rébwniez gen Prf
wyizolowany z tej samej rosliny, ktéremu odpowiada ten sam gen Avr z Pseudomonas
syringae pv tomato. Produkty genow Pto i Prf sa biatkami rézniacymi si¢ struktura.
Produkt genu Pto jest biatkiem o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej. Produkt
genu Prf nalezacego do I klasy gendw R jest bialkiem zawierajacym sekwencje¢ wiazaca
nukleotydy (NB), liczne powtdrzenia bogate w leucyng (LRR) oraz na N-koncu biatka
domeng suwaka leucynowego (LZ, leucine zippers). Rola tych charakterystycznych
domen biatkowych wystepujacych w produktach wyzej wymienionych genéw dowodzi,
iz pierwszym elementem uruchomienia kaskady reakcji prowadzacych do wywotania
odpornosci sa interakcje pomigdzy biatkami — produktami genéw odpornosci R 1 genow
Avr [Krzymowska 1998, Blumwald 1998]. Shan i in. [2000] zidentyfikowali w biatku
AVRPTO z Pseudomonas syringae pv tomato dwa roézne regiony specyficznie oddziatu-
jace z biatkiem PTO z pomidora i tytoniu. Biatko PTO jako kinaza posiada zdolnosé
fosforylacji innych biatek wilaczanych w szlak indukcji odpornosci systemicznej
(np. biatka PTI1 z pomidora), co sugeruje wazng rolg procesu fosforylacji w przekazy-
waniu sygnatu o infekcji [Krzymowska 1998, Blumwald 1998, Sessa i in. 2000 ]. W
przypadku biatka PRF nie stwierdzono bezposredniego oddziatywania tegoz biatka z
biatkiem AVRPTO. Motywy LRR biora udzial w oddziatywaniach m.in. biatko-biatko
— przypuszcza sig, ze domena ta umozliwia interakcje biatka kodowanego przez gen R z
kolejnymi biatkowymi sktadnikami w kaskadzie przekazywania sygnatu. Domeny NB
i LZ umozliwiaja oddzialtywanie migdzy biatkami poprzez tworzenie konformacji zwi-
nigtego kigbka [Blumwald i in. 1998, Krzymowska 1998].

Nowsze badania doprowadzity do powstania hipotezy straznikéw (guard hypothesis)
bgdacej niejako uzupehieniem teorii ,,gen-gen”. Zgodnie z zatozeniami tej hipotezy
biatko R aktywuje odpornos¢ dopiero po interakcji z innym roslinnym biatkiem (,,straz-
nikiem”), ktoére na skutek ataku przez patogen jest modyfikowane [Van der Hoorn i in.
2002, McDowell i Woffender 2003, Hammond-Kosack i Parker 2003].

Biotechnologia 6(2) 2007
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W ostatnich latach prowadzonych jest wiele badan na temat mechanizméw nabywa-
nia odpornosci typu SAR. Poniewaz istnieje duza réznorodnos$¢ uktadow patogen —
ro§lina, a takze ogromna réznorodnos¢ elicytoréw stymulujacych receptory blonowe
ro$liny, uniwersalno$¢ tych mechanizméw moze dotyczy¢ tylko pewnych zasad trans-
misji sygnatow wiodacych do ekspresji specyficznych genéw obronnych (Pr) [Flory-
szak-Wieczorek 1999].

Dlatego tez w pracy tej poruszono niektore tylko procesy biorace udzial w wytwa-
rzaniu tego typu odpornosci, a mianowicie:

— rola biatek wiazacych kwas salicylowy,

—  lancuch fosforylacji w blonie cytoplazmatycznej,

— aktywacjg kanatow wapniowych w btonie cytoplazmatycznej,

— aktywacjg biatek G,

—  wybuch oddechowy i udzial reaktywnych form tlenu ( RFT) w nabywaniu SAR
[Plazek 1999, Floryszak-Wieczorek 1999, Scheel 1998].

Jedne z pierwszych hipotez dotyczacych dziatania kwasu salicylowego jako pier-
wotnego mediatora w przekazywaniu sygnatu dla SAR moéwily o inhibicji katalazy
przez SA. Zahamowanie aktywnosci katalazy wigzato si¢ z kolei ze wzrostem stezenia
nadtlenku wodoru ( H,O,) i innych reaktywnych form tlenu w tkankach. Nadtlenek
wodoru i1 inne odmiany RFT dziataja w tym modelu nabywania SAR jako wtorne prze-
kazniki w transdukcji sygnatu, prowadzac do ekspresji genéw Pr [Mauch-Mani i Métr-
aux 1998].

Hipoteza ta w toku dalszych badan zastala jednakze zakwestionowana, poniewaz
pojawity si¢ doniesienia sugerujace, ze:

— indukcja biatek PR (doktadniej PR-1) nie byta efektem dzialania SA na katalaze,

— aktywno$¢ katalazy nie zawsze spadata po inokulacji patogenem,

— poziom SA w tkankach ro§lin po stymulacji odpornosci jest zbyt maty, aby mogt
hamowac¢ aktywno$¢ katalazy,

—  wysokie st¢zenia H202 stymuluja produkcj¢ kwasu salicylowego.

Inhibicja katalazy przez SA okazala si¢ ponadto tylko przyktadem inhibicji enzy-
moéw, ktorych grupy prostetyczne zawieraja Fe*' zwiazane hemowo lub niechemowo.
Kwas salicylowy reaguje bowiem z Fe’" oddajac elektrony i w ten sposéb powstaja
bardzo reaktywne rodniki salicylowe [Bostock 1999, Mauch-Mani i Métraux 1998,
Swiderski i Swiderska 1999, Farmer i in. 2003].

Obecnie mowi sig o trzech typach biatek wiazacych kwas salicylowy — biatka SABP
(salicylic acid-binding protein), ktore zidentyfikowatla grupa badawcza prof. Klessiga:

I typ — wyizolowane z tytoniu cytoplazmatyczne biatko o aktywnosci katalazy.

II typ (SABP2) — to wyizolowane réwniez z cytoplazmy tytoniu biatko o masie 25 kDa,
posiadajace duzo wigksze od katalazy powinowactwo do SA. Badania biochemiczne
wykazaty, ze SABP2 posiada aktywno$¢ esterazows, a stymulowane kwasem salicylo-
wym, rowniez aktywnos¢ lipazy.

III typ (SABP3) — to zidentyfikowane w chloroplastach tytoniu biatko o aktywnoSci
anhydrazy weglanowej. Badania tego enzymu u drozdzy wykazaly, iz posiada on ak-
tywno$¢ antyoksydacyjna [Dempsey i Klessig 1995, Forouhar i in. 2005, Kawano i in.
2004, Kumar i Klessig 2003].

Acta Sci. Pol.
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UDZIAL FOSFORYLACJI W NABYWANIU ODPORNOSCI

Badania in vivo wskazuja, ze kaskada fosforylacji jest wlaczona w szlak obrony
przed patogenami droga SAR na réznych poziomach. Fosforylacja zainicjowana moze
by¢ juz przez receptor o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej. Fosforylacja tego
biatka moze aktywowac caly szlak sygnalowy uruchamiajacy odpornos¢ poprzez induk-
cje syntezy kwasu salicylowego [Blumwald i in. 1998, Scheel 1998, Sessa i in. 2000].

Zidentyfikowano takze bialka oddzialujace z kinaza bgdaca produktem genu Pto
pomidora — biatka te sa przypuszczalnymi aktywatorami genéw Pr na poziomie tran-
skrypcji [Scheel 1998, Blumwald i in. 1998, Zhou i in. 1997].

Odkad okazato sig, ze zarowno SA, jak i patogeny (np. wirus mozaiki tytoniowej)
aktywuja kinaz¢ MAP (mitogen-activated protein kinase), pojawilo si¢ przypuszczenie,
iz enzym ten wlaczany jest w szlak transdukcji sygnatu w SAR [Mauch-Mani i Métraux
1998].

Jako czynniki przekazywania sygnalu do nabywania odpornosci u roslin zidentyfi-
kowano dos$¢ duza klasg kinaz wykazujacych homologig do kinaz aktywowanych przez
mitogen (kinaz MAP). W komorkach pietruszki traktowanych oligopeptydowym elicy-
torem wykazano aktywacj¢ kinazy MAP wrazliwej na elicytor, ktdra nazwano kinaza
ERM (elicitor-responsive MAP kinase) [Scheel 1998, Ligtering i in. 1997]. Po aktywa-
cji kinaza ERM transportowana jest do jadra komérkowego gdzie moze by¢ wiaczana w
aktywacjg¢ genow. Przypuszcza sig, ze kilka czynnikow transkrypcyjnych w odpowiedzi
obronnej rosliny regulowanych jest wtasnie przez fosforylacjg. Z tytoniu wyizolowano z
kolei kinaze indukowana przez salicylany, zwana kinaza SIP (salicylate-responsive
MAP kinase) oraz kinazg indukowana zranieniem (WIPK — wound-induced protein
kinase). Udziat kinazy SIP w transdukcji sygnatu potwierdzaja badania, w ktorych za-
stosowano biologicznie aktywne analogi aktywujace ten rodzaj kinazy MAP. Udowod-
niono, iz pod wptywem tej kinazy zachodzi indukcja biatek PR [Scheel 1998, Maleck
i Lawton 1998, Zhang i Klessig 1997, Suzuki 2002].

W ostatnich latach do$¢ duzo uwagi w badaniach mechanizméw nabywania odpor-
nosci u roslin poswigca si¢ aktywowanym przez SA produktom genoéw Npr-1 (no PR
expresion), zwanych tez genami Nim (non-inducible immunity). Geny Npr kontroluja
procesy nabywania SAR, ktore uruchamiane sa przez kwas salicylowy w odréznieniu
od gendow Cpr (constitutive PR) regulujacych procesy zachodzace w tkankach przed
wzrostem poziomu SA. Produktami tych genow (Npr) sa regulatorowe biatka wlaczane
w transdukcje sygnalu w SAR — sa to biatka zawierajace cztery regiony podobne do
domen ankirynowych z homologia do Iy-B, to jest inhibitora transkrypcji genow zwia-
zanych z odpowiedzia immunologiczna ssakow [Swiderski i Swiderska 1999, Krzy-
mowska 1998, Dong 2001, Pieterse i Van Loon 2004].

Inne badania sugeruja z kolei udziat tancucha redox w aktywacji genow Npr. Po in-
fekcji patogenem nastgpuje akumulacja SA i srodowisko komorki rosliny nabywa bar-
dziej redukujacego charakteru prawdopodobnie w wyniku akumulacji antyoksydantow.
W tych warunkach NPR-1 jest przeksztalcany z nieaktywnego kompleksu oligomerycz-
nego w aktywny stan monomeryczny poprzez redukcje wewnatrzczasteczkowych grup
disulfidowych pochodzacych z cysteiny. Monomeryczny NPR-1 transportowany jest do
jadra komorkowego, gdzie oddziatuje z TGA, co daje aktywacjg¢ genow Pr-1 [Pieterse
i Van Loon 2004].

Biotechnologia 6(2) 2007
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UDZIAL BIALKA G W ZAPOCZATKOWANIU KASKADY REAKCJI
PROWADZACYCH DO SAR

Proponowane modele transdukcji sygnatu w SAR podkreslaja istotng rolg biatka G
w poczatkowych etapach nabywania odpornosci. Biatka G mozna sklasyfikowaé w
dwoch rodzinach:
—  heterotrimeryczne biatka G zbudowane z trzech podjednostek: a, B, ¥
— male monomeryczne biatka G zawierajace tylko podjednostke a.

Obydwie wymienione rodziny biatek G wspolpracujg z guanozynotrojfosforanem
(GTP). Miejsca wiazania GTP znajduja si¢ w podjednostce o [Blumwald i in. 1998].

Niektorzy autorzy podkreslaja, ze bialko G aktywuje fosfolipaze C, ktora uwalnia z
4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP,) 1,4,5-trifosforan inozytolu (IP;) i diacylo-
glicerol (DAG). IP; i DAG uznawane sa za wtorne przekazniki w komorkowej odpo-
wiedzi na elicytor, w ktorej koncowym etapem jest fosforylacja biatek aktywujacych
ekspresjg genow Pr [Plazek 1999].

Inne badania dowodza o stymulacji kanatow wapniowych w blonie cytoplazmatycz-
nej droga aktywacji biatka G [Suharsono i in. 2002].

UDZIAL AKTYWACJI KANALOW WAPNIOWYCH W INDUKCJI
ODPORNOSCI TYPU SAR

W badaniach odpornosci u pietruszki zidentyfikowano specyficzny elicytor, ktory
po przylaczeniu do odpowiadajacego mu receptora w tej roslinie powoduje otwarcie
btonowych kanatéw jonowych, co wplywa na wzrost poziomu wapnia cytoplazmatycz-
nego [Zimmermann i in. 1997].

Inny przepuszczalny dla Ca** kanat byt aktywowany u pomidora w odpowiedzi na
specyficzny elicytor z Cladosporium fulvum [Gelli i in. 1997].

Wzrost stezenia wapnia cytoplazmatycznego obserwowano tez w tytoniu, w odpo-
wiedzi na rdzne elicytory.

Istnieja hipotezy méwiace, iz otwarcie kanatow wapniowych nastgpuje bezposred-
nio po zwiazaniu elicytora, inne hipotezy sugeruja, ze nast¢puje to poprzez aktywacje
biatek G [Blumwald i in. 1998 ].

Wzrost poziomu wapnia cytoplazmatycznego prowadzi do ,,wybuchu oddechowe-
g0” 1 wzrostu zawarto$ci w tkankach H,0O, i innych reaktywnych form tlenu, ktore to
przez wielu autoréw uwazane sa za wtorne przekazniki w procesie nabywania odporno-
$ci typu SAR [Pietras i in. 1997, Romeis i in. 2000].

UDZIAL H,0, W NABYWANIU ODPORNOSCI TYPU SAR

Jedna z wczesnych odpowiedzi rosliny na atak patogena jest generowanie reaktyw-
nych form tlenu, co porownywane jest przez wielu autorow do wybuchu tlenowego w
granulocytach obojgtnochtonnych ssakow [Kuzniak i Urbanek 1999, Milosevic i Slusa-
renko 1996, Van Breusegem i in. 2001]. Badania dowodza, ze RFT z ,,wybuchu odde-
chowego” powstaja gltéwnie przy udziale enzymow takich jak oksydaza ksantynowa
czy blonowa oksydaza NADPH. Aktywnos¢ tego enzymu regulowana jest u roslin na
drodze fosforylacji i defosforylacji przez odpowiednie kinazy i fosfatazy biatkowe
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biorace udziat w szlaku transdukcji sygnatu [Somssich i Hahlbrock 1998, Pietras i in.

1997, Milosevic i Slusarenko 1996, Low i Merida 1996]. Czasteczkami produkowanymi

w wyniku dziatania tych enzymoéw sa gltéwnie: anionorodnik nadtlenkowy (O, ™), kto-

rego produkcje przez btonowa oksydazg NADPH stwierdzono np. u ziemniaka po in-

dukcji przez Phytophora infestans, a takze H,O, produkowany przez wymienione wyzej

enzymy [Milosevic i Slusarenko 1996].

W uktadach in vitro wykazano, ze generowanie H,O, w warunkach stresu biotycz-
nego przebiega dwufazowo:

— I faza nastgpuje w kilka minut po infekcji i jest niespecyficzna,

—  1II faza trwa do kilku godzin po infekcji, jest odpowiedzialna za reakcje nadwrazli-
wosci 1 ma charakter specyficzny, tzn. wystgpuje tylko w interakcji z patogenem
niekompatybilnym [Kuzniak i Urbanek 1999].

Rola H,0, jako przekaznika sygnalu w SAR byta dyskutowana odkad zauwazono,
ze:

—  kwas salicylowy inaktywuje katalazg i inne enzymy usuwajace H,O,,

—  w wyniku dziatania kwasu salicylowego nastgpuje wzrost poziomu H,0,,

—  H,0; i uktady produkujace nadtlenek wodoru indukuja SAR [Van Camp i Van
Montagu 1998].

Stad tez uwaza si¢ obecnie, ze H,O, z wybuchu oddechowego petni rolg wtornego
przekaznika sygnatlu w procesie nabywania przez rosling odpornosci systemiczne;j.
Podwyzszony poziom RFT indukuje bowiem dzialanie gendéw kodujacych biatka PR.
Drugi model wskazuje na H,O, jako na sygnat nadrzedny w stosunku do kwasu salicy-
lowego w systemie przekazywania sygnalow w SAR — wykazano bowiem, ze egzogenny
H,0, indukuje akumulacj¢ kwasu salicylowego w lisciach tytoniu, aktywujac hydroksy-
laze kwasu benzoesowego katalizujaca ostatni etap syntezy tego zwiazku [Swiderski
i Swiderska 1999].

Reasumujac podkresli¢ nalezy, ze H,O, generowany w warunkach stresu biotyczne-
go jest nie tylko negatywnym skutkiem infekcji, ale pelni takze rol¢ uniwersalnego
sygnatu redoks wykorzystywanego przez rosling do indukcji odpornosci systemiczne;.

Ostatecznym efektem wyzej opisanych mechanizméw jest ekspresja gendéw Pr, co
daje ro$linie odporno$¢ na patogeny. Do zwiazkow warunkujacych t¢ odpornosé zali-
czy¢ mozemy enzymy, tj. chitynaze, B-1,3-glukanaze, peroksydazy, a takze liczna grupg
zwiazkow niskoczasteczkowych okreslanych mianem fitoaleksyn [Gawlik i Wojcik
1997, Ku¢ 1997].

Wykorzystujac SAR jako metodg ochrony roslin przed patogenami nalezy si¢ zasta-
nowi¢, czy produkty genéw Pr w procesie nabywania odpornosci moga mie¢ wplyw na
jako$¢ wytworzonego surowca roslinnego.
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SOME ASPECTS OF MECHANISMS OF ACQUIRING IMMUNITY
IN PLANTS

Summary. Resistance in plants may be divided into local and systemic. The systemic re-
sistance can be in two types: systemic acquired resistance (SAR) and induced systemic
resistance (ISR). Effects of both these types of resistance are similar — it is expression of
pathogenesis-related proteins (of PR proteins). The differences between SAR and ISR are
connected mainly with mechanisms of their acquisition, to which more and more attention
has been paid recently. In the article selected some aspects of mechanisms of SAR acqui-
sition are discussed in which the following factors take part:

— salicylic-acid-binding protein

—  phosphorylation chain in the cytoplasmatic membrane

— activation of calcium channels in the cytoplasmatic membrane

— activation of G proteins

—  oxygen burst

Key words: systemic acquired resistance, induced systemic resistance, salicylic acid,
pathogenesis-related proteins, resistance gene, avirulence gene
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BIOSYNTEZA FITAZ, FOSFATAZ ORAZ CELULAZ
1 KSYLANAZ W HODOWLACH GRZYBOW
STRZEPKOWYCH W PODLOZU STALYM

Anita Rywinska, Danuta Witkowska, Michat Piegza,
Matgorzata Jarosz, Justyna Salamon

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W pracy przebadano cztery szczepy grzybow strzgpkowych Aspergillus
niger 551, Aspergillus cervinus 219, Rhizopus nigricans 500 i Trichoderma reesei M7-1
pod wzgledem uzdolnien do biosyntezy fitaz, fosfataz oraz enzymow towarzyszacych, tj.
celulaz i ksylanaz, w hodowlach w podtozu statym (solid state fermentation — SSF). Jako
zrodto wegla wykorzystano wystodki buraczane, otrgby pszenne oraz zmielona fasolg.
Przeprowadzono 14-dniowe procesy hodowlane przy statym poziomie wilgotnosci wyno-
szacym 63%.

Wszystkie grzyby syntetyzowaly fitazy, fosfatazy, celulazy i ksylanazy, przy czym warto-
$ci aktywnosci ksztattowaty si¢ na réznym poziomie w zaleznosci od szczepu, zrodla we-
gla, jak iczasu procesu. Najwigkszymi uzdolnieniami do biosyntezy zaréwno fitaz, jak
i fosfataz charakteryzowal si¢ szczep A. niger 551. Podloze z wystodkami buraczanymi
najbardziej sprzyjalo produkeji enzymoéw defosforylujacych; najwyzsze uzyskane w tych
warunkach aktywnoéci wynosity dla fitaz w 3 dobie — 15,20 U g™ (4. niger 551) i fosfataz
w 12 dobie — 39,35 U g (T. reesei M7-1). Otreby pszenne byly najefektywniejszym zro-
dlem wegla w biosyntezie zardwno ksylanaz, jak i celulaz. Najwyzsza aktywnos¢ ksyla-
naz uzyskano z udziatem szczepu R. nigricans 500, 279,5 U g (3 doba), natomiast celu-
laz — w hodowli szczepu T, reesei M7-1, 12,9 U g (5 doba).

Stowa kluczowe: grzyby strz¢pkowe, fitazy, fosfatazy, celulazy, ksylanazy, solid-state

WSTEP

Hodowle mikroorganizmoéw w podtozu statym (solid state fermentation, SSF) znane
byty juz w czasach starozytnych. Zupeknie ignorowane i zapomniane podczas II wojny
swiatowej, ponownie przykuly uwage badaczy w latach 1950-1960, kiedy to udoku-
mentowano otrzymanie steroidow w reakcji transformacji przy uzyciu kultur grzybow.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Anita Rywinska, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnos$ci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C. K. Norwida 25/27,
50-375 Wroctaw, e-mail: aryw@ozi.ar.wroc.pl
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W latach 1960-1970 z powodzeniem wykorzystano ten typ hodowli do produkcji my-
kotoksyn. Nastepnym osiagnigciem byta produkcja biatka wzbogacajacego pasze dla
bydta, przy czym proces ten potaczono z utylizacja odpaddéw rolno-spozywczych, co z
innej strony wywotato zainteresowanie srodowiska naukowego [Holker i in. 2004].

Dotychczas hodowle SSF prowadzone byly na mata skalg, ze wzgledu na takie pro-
blemy, jak m.in. utrzymanie dostatecznej wilgotnosci, odpowiedniego pH, ekstrakcja
czy oczyszczanie koncowych produktow. Z drugiej strony, system SSF ma tez wiele
zalet, ktore przemawiaja za tym, aby hodowle wglebne zastapi¢ w przysztosci hodow-
lami w podlozu statym. Korzysci te moga mie¢ wydzwigk biologiczny oraz zwiazany
z techniczng strong procesu. Zalety biologiczne to gldwnie utylizacja substancji statych,
mozliwos$¢ stosowania mieszanych kultur mikroorganizmow, w tym ,,dzikich” szcze-
péw, znaczace obnizenie albo calkowity zanik hamowania katalitycznego. Do zalet
zwiazanych z technicznymi aspektami produkcji mozna zaliczy¢ mniejsze zuzycie wo-
dy, energii potrzebnej do ogrzewania, latwiejsze napowietrzanie, brak konieczno$ci
stosowania substancji antypienigcych i przede wszystkim mozliwo$¢ uzycia tanich oraz
ogodlnodostgpnych Zrodet wegla i energii. Odpady z przemystu rolno-spozywczego
idealnie speniaja te wymagania zardwno pod wzgledem ekonomicznym, jak i ekolo-
gicznym [Krishna i Nokes 2001]. W ostatniej dekadzie zostaly wykorzystane do pro-
dukcji wielu warto$ciowych zwiazkow, takich jak: antybiotyki, alkaloidy, roslinne regu-
latory wzrostu, kwasy organiczne, biopestycydy, biosurfaktanty, a takze enzymy [Pan-
dey i in. 2000].

Pomimo ze okoto 90% wszystkich enzymoéw pochodzenia mikrobiologicznego pro-
dukowanych jest w hodowlach wglgbnych (SmF), dane literaturowe wskazuja wiele
przykladow, w ktorych biosynteza przebiegata znacznie wydajniej w systemie SSF
[cyt. za Pandey i in. 2001]. Wzrastajace mozliwosci aplikacyjne enzymow wywoluja
coraz wigksze zainteresowanie osrodkéw naukowych procesami SSF wykorzystywa-
nymi do ich syntezy. Jednym z takich obszarow badawczych jest wykorzystanie enzy-
mow pochodzenia mikrobiologicznego w produkcji pasz zwierzecych, w celu lepszego
wykorzystania wszystkich zawartych w nich sktadnikow. Wsrod tych enzymow szcze-
g6lna role odgrywaja enzymy defosforylujace, fitazy i fosfatazy, a takze ksylanazy
icelulazy ultatwiajace hydroliz¢ nieskrobiowych polisacharydow takich jak ksylan
i celuloza [Brugger i in. 2004, Kdnig i in. 2002].

Celem pracy jest charakterystyka procesu biosyntezy enzymow defosforylujacych
fityniany, a takze fosfataz oraz enzymoéw towarzyszacych, tj. ksylanaz i celulaz z udzia-
tem grzybow strzgpkowych w hodowlach SSF z roznymi zrodtami wegla.

MATERIALY I METODY

Mikroorganizmy. Przedmiotem badan byly cztery szczepy grzybdw strzgpkowych
Aspergillus niger 551, Aspergillus cervinus 219, Rhizopus nigricans 500 i Trichoderma
reesei M7-1.

Szczepy przechowywano na skosach PDA (potato dextrose agar) w temperaturze
4°C 1 przeszczepiano raz w roku.

Grzyby pochodza z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zyw-
no$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Podloza. Wykorzystano podfoze mineralne o sktadzie (g dm™): NHNO; (23),
MgSO,4 x 7H,0 (4,6), NaCl (4,6). Jako zrodto wegla stosowano: wystodki buraczane,
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otrgby pszenne oraz zmielong fasolg w ilosci 10 g (sterylizowane dwukrotnie z dodat-
kiem 5 cm’® wody).

Warunki prowadzenia hodowli. Hodowle prowadzono w kolbach Erlenmayera
zawierajacych 10 g zrodta wegla i 10 cm® podloza mineralnego, przy wilgotnosci
utrzymywanej, poprzez codzienne uzupetianie wody, na poziomie 63%. Kolby inku-
bowano w temperaturze 25 °C-26 °C.

Po 3,5, 7,10, 12 i 14 dobach zawartos¢ kolb z przerosnigtym grzybnia podtozem
ekstrahowano przy uzyciu 100 cm® 0,1% roztworu Tween’u 80. Cala zawarto$é kolb
wstrzasano przy 168 rpm, w temperaturze 25 °C przez 60 minut. Tak otrzymang zawie-
sing poddano wirowaniu na wirowce MPW-52 (10000 x g przez 10 min), a nastgpnie
przesaczono. Uzyskany w ten sposob ekstrakt poddano dalszej analizie.

Inokulum kazdorazowo stanowila zawiesina zarodnikow (1 cm®) uzyskana poprzez
zmyw ze skosu 1% roztworem Tween 80. Gesto$¢ zawiesiny wynosita okoto 10° zarod-
nikéw w 1 cm’ .

METODY ANALIYCZNE

Oznaczanie aktywnoSci fitaz. Aktywnos¢ fitaz oznaczano wobec 1% roztworu soli
sodowej kwasu fitynowego (0,1 g soli sodowej kwasu fitynowego w 10 cm® 0,1 M
buforu octanowego o pH 5.11). Reakcje enzymatyczna prowadzono w enzymatycznie
czystych proboéwkach przez 30 min w temperaturze 55 °C. Mieszanina reakcyjna zawie-
rata: w probach wlasciwych 600 puL substratu, 200 pL roztworu badanego enzymu oraz
200 pL 25mmol CaCl,. Reakcjg przerywano przez dodanie 1 cm® 5 % roztworu kwasu
trojchlorooctowego (TCA). W probach kontrolnych roztwoér enzymu wprowadzano po
dodaniu TCA.

Po zakonczeniu reakcji enzymatycznej w probach oznaczono zawarto$ci uwolnio-
nych fosforané6w metoda Fiske-Subbarowa [1925] wobec standardu zawierajacego
80 pg-cm™ fosforanu.

Aktywnosci fitaz wyrazono jako ilo§¢ pumoli uwolnionych fosforanow w czasie 1
minuty w przeliczeniu na 1 g zrodla wegla w podtozu (U g™).

Oznaczanie aktywnosci fosfataz. Aktywnos$¢ fosfataz oznaczano wobec 0,15%
roztworu dwusodowego fosforanu 4-nitrofenolu (0,15 g soli w 100 cm® 0,2 M buforu
octanowego o pH 5.11). Reakcjg enzymatyczng prowadzono przez 30 min w temperatu-
rze 37 °C. Mieszanina reakcyjna zawierata: w probach witasciwych 250 pL substratu i
250 pL roztworu badanego enzymu. Reakcje przerywano przez dodanie 0,5 cm® 0,05 M
NaOH. W probach kontrolnych roztwor enzymu wprowadzano po dodaniu NaOH. Ilos¢
uwolnionego p-nitrofenolu mierzono przy dlugosci fali 405 nm wobec proby Slepej,
ktora zawierata 0,5 cm® 0,2 M buforu octanowego i 0,5 cm® 0,05 M NaOH.

Aktywnos¢ fosfataz wyrazono w pmolach powstalego p-nitrofenolu w czasie 1 mi-
nuty w przeliczeniu na 1 g zrodta wegla (U g™).

Oznaczanie aktywnoSci celulaz. Aktywno$¢ celulaz oznaczano w obecnosci — 1%
roztworu karboksymetylocelulozy (30 min, temp. 50 °C, pH 4,8) i wyrazano w pmolach
cukrow redukujacych oznaczanych metoda z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS)
[Miller 1959] DNS (glukoza jako standard), uwalnianych z substratu w ciagu 1 minuty
w przeliczeniu na 1 g zrédta wegla (U g™).

Oznaczanie aktywnosci ksylanaz. Aktywnos¢ ksylanaz oznaczano wobec substratu
— 1% roztworu ksylanu brzozowego (30 min, temp. 50 °C, pH 4,8) i wyrazano w pmolach
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cukrow redukujacych oznaczanych z DNS (w przeliczeniu na ksylozg), uwalnianych z
substratu w ciagu 1 minuty w przeliczeniu na 1 g zrédta wegla (U g™).

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

W niniejszej pracy poddano ocenie uzdolnienia czterech szczepow grzybow strzgp-
kowych, Aspergillus niger 551, Aspergillus cervinus 219, Rhizopus nigricans 500
i Trichoderma reesei M7-1 do wytwarzania fitaz, fosfataz, celulaz i ksylanaz w hodow-
lach solid state fermentation (SSF). Jako zrédlo wegla w tych procesach wykorzystano
wystodki buraczane, otrgby pszenne oraz zmielong fasolg.

W tabelach 1-3 przedstawiono najwyzsze, uzyskane przez szczepy, aktywnosci fitaz
i fosfataz, odczyn $rodowiska hodowlanego oraz zawarto§¢ fosforandw w ekstraktach
uzyskanych z dnia hodowli odpowiadajacego maksymalnej aktywnosci.

W podtozu zawierajacym wystodki buraczane (tab. 1) wysokie aktywnosci zarowno
fitaz, (15,2 U g"), jak i fosfataz (37,55 U g') uzyskano z udziatem szczepu 4. niger
551. Interesujacy jest fakt, ze grzyby T. reesei M7-1 1 R. nigricans 500 syntetyzowaty
wydajnie fosfatazy przy bardzo niskim poziomie fitaz.

Tabela 1. Produkcja fitaz i fosfataz przez rézne szczepy grzybow strzgpkowych w hodowlach
solid state zawierajacych wystodki buraczane jako Zrodto wegla

Table 1. Phytase and phosphatase production by different strains of filamentous fungi in solid
state cultures with beet pulp as a carbon source

Aktywnosé Zawartos¢ Aktywnos¢ Zawartos¢
fitaz Czas fosforanow fosfataz Czas fosforanow
Szczep [Ug']  [doba] ., [mgg] [Ugl  [doba] . [mgg']
Strain Phytase Time P Amounts of | Activity of  Time P Amounts of
activity [day] phosphate | phosphatase  [day] phosphate
Ug' [mg g] [Ug'] [mg g"]
A. niger 551 15,20 3 4,2 8,07 37,55 3 4,2 8,07
A. cervinus 219 1,63 14 49 7,39 14,91 7 4,0 7,28
R. nigricans 500 1,14 14 35 0,85 26,47 5 32 0,84
T. reesei M7-1 0,055 12 39 0,17 39,35 12 39 0,17

Szczep A. niger 551 wyrdzniat si¢ sposrod innych badanych szczepow réwniez naj-
wyzsza aktywnoscia fitaz w hodowlach na podtozu z otrgbami pszennymi, chociaz
dwukrotnie nizsza niz w podtozu z wystodkami (tab. 2). Ten sam szczep syntetyzowal
takze znaczne ilosci fosfataz, 34,5 U g'. Podloze z otrebami byto rowniez sprzyjajace
dla produkcji fitaz przez szczep T. reesei M7-1, ktéry w podtozu z wystodkami bura-
czanymi wykazal minimalne aktywnosci. W przypadku szczepdéw A. cervinus 219
i R. nigricans 500 najwyzsze aktywnosci fitaz uzyskano w koncowych dobach hodowli
i wynosity one, odpowiednio 1,59 U g i 1,46 U g™ Tloé¢ wydzielanych przez te szcze-
py fosfataz nie przekraczata 6,77 U g™

W podlozu ze zmielona fasola, jako producenci fitaz, wyrdzniaty si¢ tylko szczepy
A. niger 551 oraz A. cervinus 219, natomiast fosfatazy wydajnie syntetyzowat tylko
pierwszy z wymienionych szczepow (tab. 3).
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Tabela 2. Produkcja fitaz i fosfataz przez rézne szczepy grzybow strzgpkowych w hodowlach
,.solid state” zawierajacych otrgby pszenne jako zrodto wegla

Table 2. Phytase and phosphatase production by different strains of filamentous fungi in ,,solid
state” cultures with wheat bran as a carbon source

Aktywnosé Zawarto$¢ Aktywnosé Zawarto$¢
fitaz Czas fosforanow fosfataz Czas fosforanow
Szezep [Ug'l [doba] . [mgg’] [Ug'l  [doba] . [mgg’]
Strain Phytase Time P Amounts of | Activity of Time Amounts of
activity [day] phosphate phosphatase [day] phosphate
[Ug'] [mg g [Ug'] [mg g
A. niger 551 6,29 12 7,3 8 34,5 3 6,7 8,08
A. cervinus 219 1,59 14 7,1 6,42 4,10 5 6,1 6,22
R. nigricans 500 1,46 14 6,6 8,53 6,77 7 6,2 8,5
T. reesei M7-1 2,02 12 7,7 6,72 12,57 14 7,5 6,72

Tabela 3. Produkcja fitaz i fosfataz przez rézne szczepy grzybow strzgpkowych w hodowlach
,,solid state” zawierajacych fasolg jako zrodto wegla

Table 3. Phytase and phosphatase production by different strains of filamentous fungi in ,,solid
state” cultures with bean as a carbon source

Aktywnosc Zawartos$¢ Aktywnos¢ Zawartos$¢
fitaz Czas fosforanow fosfatazy Czas fosforanow
Szczep [Ug'l [doba] . [mgg’] (Ug'l  [doba] . [mgg’]
Strain Phytase Time P Amounts of | Activity of Time P Amounts of
activity [day] phosphate phosphatase  [day] phosphate
[Ugh [mg g [Ug [mgg']
A. niger 551 3,61 3 4,5 8,26 17,98 14 5,2 8,13
A. cervinus 219 3,18 12 53 6,38 2,53 12 53 6,38
R. nigricans 500 0,028 7 5,4 0,080 0,19 14 5,5 0,086
T. reesei M7-1 0,13 12 7,6 0,81 1,37 14 7,5 0,81

Dobér wlasciwego zrodta wegla, spelniajacego jak najwigcej wymagan efektywne;j
hodowli mikroorganizméw, stanowi podstawowy przedmiot badan wielu osrodkow
naukowych z dziedziny biotechnologii. Wykorzystane w niniejszej pracy wystodki
buraczane oraz otrgby pszenne, obok miazszu owocow, stomy, zmielonych nasion, kolb
kukurydzianych sa najczeSciej stosowanymi, w procesach hodowlanych z udzialem
mikroorganizméw, odpadami z przemystu rolno-spozywczego [Holker i wsp. 2004].
Jednak, jak podaja dane literaturowe, substraty przeznaczone do produkc;ji fitaz powin-
ny by¢ bogate w fityniany, stad w tych procesach najczesciej wykorzystywane sa otrgby
pszenne, maka sojowa, kukurydziana, z ryzu oraz zmielony rzepak, zwlaszcza odmiany
»canola” [Liu i in. 1998, Pandey i wsp. 2001, Purva i Banerjee 2004, Chantasartrasamee
i wsp. 2005, Nagashima i wsp. 1999]. W dostgpnym pismiennictwie nie ma wiele da-
nych na temat stosowania do biosyntezy fitaz fasoli. Wzmianke o takim substracie zna-
leziono w pracy Mandviwala i Khire [2000], ktorzy wykorzystali make z czarnej fasoli.
Uzyskana przez szczep A. niger NCIM 563 aktywnos$¢ na tym zrédle wegla byta wyso-
ka i wynosita 84,7 U g”'. Podobnie wcze$niejsze badania autoréw niniejszego opraco-
wania wskazaty ten substrat jako najlepszy, w hodowlach wglgbnych, dla szczepow
A. niger 551 1 A. cervinus 219 [Witkowska i in. 2007]. W stosunku do wynikow, jakie
uzyskaly te szczepy, w nieco innych warunkach w hodowli SSF ze zmielona fasola,
aktywnosci prezentowane w niniejszej pracy sa ponad 5-krotnie wyzsze.
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Mandviwala i Khire [2000] uzyskali wysokie wartosci aktywnoéci fitaz, tj. ~80 U g,
w hodowlach SSF z otrgbami pszennymi z udziatem grzyboéw 4. niger NCIM 563. Na-
tomiast Bogar i wsp. [2003] w hodowlach A. ficuum NRRL 3135 oraz R. oligosporus
NRRL 5905 osiagneli wartosci, porownywalne z otrzymanymi w niniejszej pracy, od-
powiednio 15,29 Ug™" 10,78 U g”'. Nieco wyzsza aktywnos¢ fitaz, 25 U g”' oraz fosfa-
taz, 42 U g”', autorzy uzyskali na podtozu (z otrgbami) wzbogaconym roztworem skro-
bi. Otreby pszenne (10 g i 6,5 cm® wody destylowanej) w swoich badaniach wykorzy-
stal rowniez Chantasartrasamee i wsp. [2005]. Uzyskana przez szczep A. oryzae AK9
aktywno$¢ fitaz wynosita 1,8 U g, a po wzbogaceniu podtoza dodatkowo w 2 g maki
ryzowej 4,5 U g

Na podstawie wczesniejszych wynikéw [Rywinska i in. 2006, Witkowska i in. 2007]
w niniejszej pracy zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ czternastodniowe procesy hodowlane.
Tak dtugi czas nie byl konieczny w przypadku szczepu A. niger 551, ktory w wigkszo-
$ci przeprowadzonych hodowli maksimum aktywno$ci uzyskiwal w poczatkowych
dobach (tab. 1-3). Szczegdlnie w podlozu z wystodkami buraczanymi maksimum ak-
tywnosci zarowno fitaz, jak i fosfataz przypadato na 3 dobg. W §rodowisku zawieraja-
cym otrgby réwniez na poczatku hodowli szczep ten osiagnal maksymalna aktywno$é
fosfataz. Natomiast w podtozu z fasola po 3 dobie znaczaco obnizala si¢ biosynteza
fitaz (dane nieprezentowane). Tak krotki czas hodowli (3—4 dni) stosowali w swojej
pracy Bogar i wsp. [2003]. Nagashima i wsp. [1999] oraz Chantasartrasamee i wsp.
[2005] prowadzili cztero- i pigciodniowe hodowle, natomiast eksperyment Mandviwala
i Khire [2000] trwat osiem dni, a najwyzsza aktywnos$¢ szczep uzyskal w 7 dobie. W
prezentowanej pracy kilkakrotnie odnotowano staly wzrost aktywnosci fitaz i fosfataz,
az do 12 lub 14 doby (tab. 1-3). Na uwage zashuguja wyniki uzyskane z udzialem
szczepu T. reesei M7-1, ktory przy generalnie niskich aktywnosciach fitaz produkowat,
zwlaszcza w koncowych dobach, znaczne ilosci fosfataz. Najwyzsza aktywno$¢ tych
enzyméw, 39,35 U g, szczep uzyskal w podiozu z wystodkami buraczanymi w 12
dobie, co sugeruje, iz czas eksperymentu powinien by¢ dobierany indywidualnie, nie
tylko pod katem szczepu, syntetyzowanych enzymdw, ale rowniez zrodta wegla.

O efektywnej biosyntezie enzymow decyduje nie tylko rodzaj Zzrodia wegla oraz
czas hodowli, ale rowniez odczyn ekstraktu pohodowlanego. W niniejszej pracy naj-
wyzsze pH (okoto 7) obserwowano u wszystkich badanych grzybow, w hodowlach z
otrgbami (tab. 2). W pracy Bogar i wsp. [2003] w o$miodniowej hodowli na otrgbach
odczyn ekstraktu wahat si¢ migdzy pH 4.0 a 7.0, przy czym najwyzsze aktywnoSci
przypadaly na doby, w ktorych pH zblizato si¢ do 7.0, podobnie jak w niniejszej pracy.
Generalnie jednak, najwyzsze aktywnosci syntetyzowanych enzyméw zaréwno fitaz,
jak i fosfataz uzyskano w podtozu z wystodkami, co odpowiadato, jak wynika z tabeli 1,
nizszemu pH $rodowiska (3.0 — 4.9).

W ekstraktach pohodowlanych sprawdzono takze poziom fosforandéw (tab. 1-3).
Podloze mineralne stosowane w hodowlach nie zawierato zadnego zrédia fosforu, tak
wigc obecnos$¢ fosforanow w ekstraktach byla bezposrednio zwigzana z ich uwalnia-
niem z substratow stosowanych jako zrédto wegla. Stwierdzono, ze ilo$¢ oznaczonych
fosforanéw byta szczeg6lnie niska < 1 mg g w hodowlach grzyboéw R. nigricans 500 i
T. reesei M7-1 w podtozach z fasola i wystodkami buraczanymi, te szczepy w tych
podtozach produkowaly bardzo niewielkie ilosci fitaz. We wszystkich pozostalych wa-
riantach hodowlanych poziom oznaczonych fosforanéw wynosit od 6,15 do 8,79 mg g™
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Szczepy grzybow w omawianych hodowlach solid state wykazywaly takze uzdol-
nienia w kierunku produkcji ksylanaz i celulaz. Jak wynika z rysunku 1 najlepszym
zrddlem wegla dla biosyntezy ksylanaz, inaczej niz w przypadku fitaz i fosfataz, byty
otrgby pszenne. Sposroéd grzybow nalezacych do rodzaju Aspergillus zdecydowanie
lepszym producentem ksylanaz okazat si¢ szczep A. niger 551, dla ktdrego najwyzsza
aktywnosé, w 3 dobie, wynosita 108,15 U g, od 5 doby szczep syntetyzowat ksylanazy
na wyréwnanym poziomie, okoto 80 U g"'. Zdecydowanie najwyzsza aktywno$é¢ uzy-
skano w 7 dniu w hodowli grzyba zrodzaju Rhizopus 279,5 U g'. W hodowlach
z udzialem grzybow T. reesei M7-1 najwyzszy poziom biosyntezy ksylanaz osiagnigto
w 5 dobie procesu (59,8 U g™).

A — A. niger 551 B — 4. cervinus 219
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Rys. 1. Produkcja ksylanaz przez 4. niger 551 (A), A. cervinus 219 (B), R. nigricans 500 (C),
T. reesei M7-1 (D), podczas hodowli solid state w zaleznosci od zrodta wegla w pozyw-
ce, [ otreby, I fasola, o wystodki buraczane

Fig. 1. Xylanase production by 4. niger 551 (A), A. cervinus 219 (B), R. nigricans 500 (C),
T. reesei M7-1 (D), during solid state fermentation contained, [J wheat bran, I bean,
O beet pulp as the carbon source

Fasola jako zrodto wegla sprzyjata biosyntezie ksylanaz w przypadku dwoch szcze-
pow, A. niger 551, dla ktorego aktywno$é wzrastata az do 14 doby (61 U g') oraz
T. reesei M7-1, ktory najwyzsza aktywnos¢ (53,16 U g ) uzyskat juz w 10 dobie.

Najnizsze aktywnosci ksylanaz szczepy wykazywaly w podlozach zawierajacych
wystodki buraczane, co ciekawe, to podloze sprzyjato wydajnej biosyntezie fitaz i fosfa-
taz. Tak niskie aktywnos$ci w tych warunkach hodowlanych mogly wynika¢ ze znacz-
nych ilosci cukréw redukujacych, jakie oznaczono w ekstraktach pohodowlanych (dane
nieprezentowane).
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Jak wynika z danych literaturowych, w hodowlach solid state najczgsciej wykorzy-
stywane sg odpady rolnicze, takie jak stoma z pszenicy, z jeczmienia, z ryzu, kolby
kukurydziane i otrgby pszenne. Autorzy tych prac niejednokrotnie uzyskiwali wyzsze
aktywnosci, od prezentowanych w niniejszej publikacji, co wynika zaréwno z tego, iz
stosowali wyselekcjonowane oraz ulepszone na drodze genetycznej szczepy, jak i zop-
tymalizowane w kierunku nadprodukcji ksylanaz, warunki hodowlane [Kachlishvili
i wsp. 2006, Panagiotou i wsp. 2003, Park i wsp. 2002, Polizeli i wsp. 2005, Wu M.
i wsp. 2005]. W doswiadczeniach w ktorych wykorzystywano inne zrodta wegla, takie
jak odpady z produkcji oleju palmowego, liscie bukowe czy zmielone ziarno jeczmie-
nia, synteza ksylanaz byla porownywalna lub nizsza od prezentowanych przez autorow
niniejszego opracowania [Prasertsan i wsp. 1997, Kachlishvili i wsp. 2006].

A — A. niger 551 B — 4. cervinus 219

15— 15

12+ . 12 F

9 4 9 [

6 6 f
—_ 31 3 | I 1 |:| I;
‘w0 Ir

&n ]

) S 0 0
= 3 5 710 12 14 305 7 10 12 14
=2
ERS Czas [doby]
O -~ .
° 3 Time [days]
Q . . .
) C — R. nigricans 500 D — T. reesei M7-1
g 3
;:: 15 15
8 ' ml
= 12 12

9 9

6 6

3 mimiss e

0 . . . . . 0

3 5 710 12 14 305 7 10 12 14

Czas [doby]
Time [days]

Rys. 2. Produkcja celulaz przez 4. niger 551 (A), A. cervinus 219 (B), R. nigricans 500 (C),
T. reesei M7-1 (D), podczas hodowli solid state w zaleznosci od zrodta wegla w pozywece,
0 otreby, ] fasola, & wystodki buraczane

Fig. 2. Celulase production by A. niger 551 (A), A. cervinus 219 (B), R. nigricans 500 (C),
T. reesei M7-1 (D), during solid state fermentation contained, [1 wheat bran, I bean,
O beet pulp as the carbon source

Jak wynika z danych umieszczonych na rysunku 2A, najlepsze uzdolnienia do syn-
tezy celulaz wykazat szczep A. niger 551. Najwyzsze aktywnosci, 12,44 U g”', odnoto-
wano w 7 dobie hodowli z wystodkami oraz w 10 dobie procesu z otrgbami, 10,77 U g".
Podloze z fasolg nie sprzyjato syntezie celulaz przez ten szczep. Drugi z badanych
szczepow z rodzaju Aspergillus, rysunek 2B, produkowat znacznie mniejsze ilosci celu-
laz, natomiast réwniez w przypadku tego szczepu najwyzsza aktywnos¢ uzyskano
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w procesie z wystodkami buraczanymi, 5,38 U g"'. Aktywnos¢ celulolityczna szczepu
A. niger ATTC 6275 w hodowlach SSF z odpadami po produkcji oleju palmowego
badali Prasertsan i wsp. [1997]; uzyskana przez nich aktywno$¢ w 9 dobie wynosita
238U g

Szczep R. nigricans 500 produkowat znaczne ilosci celulaz w hodowli z otrgbami
pszennymi, przy czym najwyzsza aktywno$é, 8,4 U g, uzyskat juz w 3 dobie (rys. 2C).
W procesie z wystodkami najwyzsze stezenie celulaz dla tego szczepu wynosito 3,63 U g
(5 doba). Sa to aktywnosci przewyzszajace cytowane w literaturze dla grzybow z rodza-
ju Rhizopus. Saito i wsp. badali aktywno$¢ celulaz produkowanych przez szczep Rhizo-
pus oryzae NBRC 4707 przy wykorzystaniu takich zrodet wegla, jak miazga z buraka
cukrowego, otrgby pszenne i skorki z pomaranczy, uzyskane aktywnosci wynosity od-
powiednio 3,1 Ug", 1,8 Ug'i0,7U g".

W badaniach wlasnych najwyzsza aktywno$é celulolityczna, rowna 12,9 U g,
otrzymano w hodowli szczepu T. reesei M7-1 w podtozu z otrgbami (rys. 2D). Co cie-
kawe, ten szczep, sposrod wszystkich badanych, najwydajniej produkowat celulazy w
hodowli ze zmielong fasola jako zrodtem wegla; w 7 dobie hodowli aktywno$¢ wynosi-
ta 7,62 U g'. Rowniez w przypadku tego szczepu aktywnosci sa porownywalne lub
wyzsze od tych prezentowanych w literaturze. Guttieres-Correa i Tengerdy [1997] wy-
korzystali szczep T. reesei LM-UC4 i1 wytloki z trzciny cukrowej, uzyskana aktywno$¢
wynosita 5,3 U g”'. Polaczenie szczepu Trichoderma z A. phoenicis pozwolito autorom
na zwigkszenie ilosci celulaz do 13,4 U g”', natomiast po zmieszaniu wytlokéw z maka
sojowa aktywno$é wynosita okoto 15 U g

Jednym z parametréw decydujacych o efektywnej biosyntezie w hodowlach SSF jest
jednorodnos¢, a takze wilgotno$¢ srodowiska hodowlanego. Dane literaturowe podaja
szeroki zakres wilgotnosci, od 35% nawet do 75%, przy jakich prowadzone byty ho-
dowle w podlozu statym [Bogar i wsp. 2003, Holker i wsp. 2004). W niniejszej pracy
wilgotnos¢ kazdego procesu wynosita 63% przez caly okres jej trwania, co wiazato sig
ze statym uzupetnianiem poziomu wody.

Analiza procesu hodowlanego wskazuje celowos¢ dalszych badan nad optymaliza-
cja warunkow prowadzenia hodowli w podtozu statym w kierunku biosyntezy fitaz,
fosfataz, ksylanaz i celulaz. Otrzymane wyniki, zwlaszcza z udzialem szczepow
A. niger 551 oraz T. reesei M7-1, sg obiecujace 1 wskazuja na duze mozliwosci zwigk-
szania wydajnosci syntezy badanych enzymow, np. poprzez zastosowanie kultury mie-
szanej czy wykorzystanie mieszanych zrodet wegla.

WNIOSKI

1. Zaobserwowano zréznicowanie w poziomie produkowanych enzymow
w zaleznosci od czasu hodowli, rodzaju zrodta wegla jak i badanego szczepu grzybow.

2. Grzyby A. niger 551 byly najefektywniejsze w biosyntezie zaréwno fitaz, jak
i fosfataz. Podloze z wyslodkami buraczanymi najbardziej sprzyjalo produkcji fitaz
i fosfataz, najwyzsze uzyskane w tych warunkach aktywnosci wynosity odpowiednio
dla fitaz 15,20 U g (4. niger 551) i fosfataz 39,35 U g (T. reesei M7-1).

3. Otreby pszenne byly najbardziej sprzyjajacym zrodlem wegla w biosyntezie za-
réwno ksylanaz, jak i celulaz.

4. Szczep R. nigricans 500 wyrdzniat sig najwyzsza aktywnoscia ksylanaz, 279,5 U g,
a szczep T. reesei M7-1 — celulaz (12,9 U g™).
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BIOSYNTHESIS OF PHYTASES, PHOSPHATASES, CELULASES AND
XYLANASES BY FILAMENTOUS FUNGI IN SOLID STATE
FERMENTATION

In this paper we examined four strains of filamentous fungi Aspergillus niger 551,
Aspergillus cervinus 219, Rhizopus nigricans 500 and Trichoderma reesei M7-1 for their
ability to biosynthesis phytases, phosphatases and accompanying celulase and xylanase
enzymes in solid state fermentation. As a carbon source beet pulp, wheat brain and milled
bean were used. The time of the culture was 14 days and constant humidity was kept on
the 63% level.

All tested strains were able to synthesize dephosphorylating enzymes, celulase and
xylanase depending on the strain, carbon source and incubation time. The most effective
producer of phytase as well as phosphatase was 4. niger 551. The medium with beet pulp
was the best to produce these enzymes, the highest activity were for phytase 15,20 U g
(4. niger 551 — 3 day) and for phosphatase39,35 U g™ (' reesei M7-1 — 12 day) in these
conditions. Wheat brain was the most effective carbon source for xylanase and celulase
production. The highest biosynthesis of xylanase and celulase was observed for R.
nigricans 500 strain, 279,5 U g™ (3 day) and T. reesei M7-1, 12,9 U ¢! (5 day).

Key words: filamentous fungi, phytases, phosphatases, celulases, xylanases, solid state
fermentation
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STAN FIZJOLOGICZNY DROZDZY PIWOWARSKICH
W CZASIE FERMENTACJI BRZECZEK
SKAZONYCH MYKOTOKSYNAMI. CZ. 2: DAST OTA*

Barbara Foszczynska, Ewelina Dziuba

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem pracy bylo okreslenie wptywu réznych stezen diacetoksyscirpenolu
(DAS) i ochratoksyny A (OTA) na stan fizjologiczny 4 szczepow drozdzy piwowarskich
w kluczowych momentach fermentacji brzeczki stodowej. Zastosowano nastgpujace ste-
Zzenia toksyn: 5, i 15 pgrem™ (DAS) oraz 15 pgrem™ (OTA). Badano m.in.: zywotnosé
i przyrost biomasy drozdzy oraz ich silg zakwaszania. Stwierdzono, ze ochratoksyna A
nie wptywata na zywotno$¢ i witalno$¢ badanych szczepow drozdzy. Z kolei DAS, wraz
ze wzrostem stezenia, hamowat przyrost biomasy oraz wptywal niekorzystnie na silg za-
kwaszania drozdzy. Szczegolna wrazliwos¢ na toksyng DAS wykazat szczep S.ca. 13.

Stowa kluczowe: drozdze piwowarskie, diacetoxiscirpenol, ochratoksyna A, fermentacja,
stan fizjologiczny drozdzy

WSTEP

Wykazana w licznych badaniach biologiczna aktywno$é mykotoksyn wobec organi-
zmow jednokomorkowych moze skutkowaé ograniczeniem ich funkcji Zzyciowych
[Boeira iin. 1999 a i b, 2002, Schappert i Khachatourians 1983]. W przypadku drozdzy
wykorzystywanych do procesu fermentacji brzeczki stodowej wiaze sig¢ to m.in. z po-
gorszeniem ich stanu fizjologicznego. Jak wiadomo, od jakosci drozdzy piwowarskich
zalezy w duzej mierze przebieg i efekty fermentacji oraz dojrzewania piwa. W pierw-
szej czesci pracy [Foszezynska i Dziuba 2007] badano wptyw toksyny T-2 i zearaleno-
nu na stan fizjologiczny drozdzy piwowarskich. Stwierdzono, ze zearalenon wplywat
niekorzystnie na proces namnazania i aktywno$¢ metaboliczng drozdzy w poczatkowym

Badania realizowane w ramach projektu badawczego Nr 2 PO6T 020 28 finansowanego przez
KBN w latach 2005-2007.
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50-375 Wroctaw, e-mail: bfoszcz@wnoz.ar.wroc.pl
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stadium fermentacji i przy najwyzszym stezeniu, tj. 50 ug-cm™. Toksyna T-2 wykazata
silniejsze oddziatywanie we wszystkich fazach fermentacji, obnizajac zywotnos¢ droz-
dzy i silg zakwaszania. Niniejsza praca jest kontynuacja podjetych badan, a jej przed-
miotem bylo okreslenie wplywu dwoch innych toksyn: diacetoksiscirpenolu (DAS)
i ochratoksyny A na stan fizjologiczny drozdzy piwowarskich w kluczowych momen-
tach fermentacji brzeczki stodowe;j.

MATERIAL I METODY BADAN

Materialem do$wiadczalnym byty toksyny: diacetoksiscirpenol (DAS) i ochratoksyna
A (OTA) zakupione w firmie Sigma Aldrich Sp. z o.0.

Materiatl biologiczny stanowity 4 szczepy drozdzy piwowarskich: S. carlsbergensis
I-S.ca./13, S. cerevisiae (lager) 23, S. cerevisiae 1-S.c./46 oraz S. cerevisiae 1-S.c./57.
Drozdze S.ca. 13 oraz S.c. 46 i 57 pochodzity z kolekcji kultur drobnoustrojéw Instytu-
tu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie. Szczep S.c.23 zostal
wyizolowany w Zakladzie Technologii Fermentacji Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu z 48 godz. hodowli suszonych drozdzy piwowarskich Saflager S-23
(Lesaffre Bio-Corporation sp. z 0.0.).

Podtozem fermentacyjnym byta 12% brzeczka stodowa otrzymana ze stodu jasnego
typu pilznenskiego. Brzeczke skazano roztworem mykotoksyny DAS lub OTA w etano-
lu. Zastosowano nastepujace stezenia toksyn w brzeczce: DAS 51 15 pgrem™ oraz OTA
15 pgrem™. Stezenia te wybrano na podstawie wynikéw skrinningowej hodowli bada-
nych szczepow drozdzy na podlozu syntetycznym skazonym réznymi dawkami myko-
toksyn (publikacja w przygotowaniu). Probg kontrolng stanowita brzeczka bez toksyny,
ale z rownowazng w stosunku do wprowadzonego wraz z toksyna iloscia alkoholu.
Brzeczki kontrolne i skazone zaszczepiano w warunkach sterylnych inokulum, osiaga-
jac stezenie 20x10° j.t.k.-.cm™. Po zaszczepieniu brzeczke kazdego rodzaju rozdzielano
do serii kolb fermentacyjnych (poj. 100 cm?). Proces fermentacji z udziatem szczepow
S.ca. 13 i S.c.23 prowadzono w temperaturze 10-12 °C przez 9 dni, a szczepow S.c.46
157 w temperaturze 23-25 °C przez 5 dni.

W trakcie fermentacji pobierano okresowo proby w celu zbadania zywotnosci i wi-
talno$ci drozdzy. Zywotno$¢ oznaczano metoda barwienia komoérek roztworem blekitu
metylenowego [Sami i in. 1994] i przedstawiano jako procentowy udzial komorek ak-
tywnych w badanej populacji drozdzy. Przyrost biomasy okreslano poprzez pomiar
gestoscel optycznej zawiesiny drozdzy (spektrofotometr Beckman DU 650; A=560 nm), a
nastepnie wyznaczenie liczby komorek w 1 cm® brzeczki z krzywej standardowej wia-
sciwej dla danego szczepu (zaleznos¢ gestosci optycznej od liczby komorek w 1 cm?).
Witalno$¢ drozdzy oceniano na podstawie testu sity zakwaszania oraz zawartoSci we-
wnatrzkomorkowej trehalozy. Oznaczenie sity zakwaszania wykonano zmodyfikowang
metoda Kara i in. [1988]. Zawartos¢ trehalozy w komoérkach drozdzowych oznaczono
metoda antronowa po ekstrakcji kwasem trichlorooctowym [Stewart 1975].

OMOWIENIE WYNIKOW

Zywotnoéé drozdzy (z wyjatkiem szczepu S.c. 57), we wszystkich kluczowych fa-
zach fermentacji brzeczki nieskazonej, byla bardzo dobra (>95%) (tab. 1). Skazenie
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brzeczki diacetoksyscirpenolem spowodowato zwigkszenie w populacji udziatu komo-
rek nieaktywnych proporcjonalnie do zastosowanego stgzenia toksyny. W okresie za-
fermentowania najwigkszy udzial komoérek nieaktywnych, w $rodowisku skazonym
najwyzsza dawka DAS (15 pg-em™), posiadaty szczepy S.c. 13 i S.c. 57. Jednak w mia-
re postepu fermentacji zywotnos¢ wszystkich szczepéw drozdzy w warunkach silnego
skazenia brzeczki toksyna DAS ulegata pogorszeniu, osiagajac w koncowym stadium
fermentacji poziom 71-87%.

Tabela 1. Zywotnoéé drozdzy piwowarskich [%] w czasie fermentacji brzeczek zawierajacych
DAS
Table 1.  Viability of brewing yeasts [%] during fermentation of worts containing DAS

Szczep drozdz Stezenie DAS Doba fermentacji
92Y " DAS concentration Day of fermentation

Yeast strain [ug~cm’3] 1 3 2 5 9
0 96 - 96 - 96
S.ca. 13 5 93 - 87 - 78
15 86 - 89 - 79
0 98 - 96 - 94
S.c.23 5 97 - 96 - 89
15 94 - 88 - 87
0 99 99 - 98 -
S.c .46 5 95 89 - 79 -
15 93 87 — 78 -
0 90 89 - 77 -
S.c.57 5 86 76 - 76 -
15 78 78 - 71 -

W przeciwienstwie do DAS skazenie podloza fermentacyjnego ochratoksyna A, w
ilosci 15 pg-em™, nie powodowalo pogorszenia aktywnosci fizjologicznej badanych
szczepow drozdzy piwowarskich. W probach kontrolnych i skazonych toksyna OTA
zywotnos¢ drozdzy we wszystkich okresach fermentacji byta dobra lub bardzo dobra
(tab. 2). Jedynie szczep S.c.57, poczawszy od etapu fermentacji burzliwej (3 doba),
wykazywal gorsza zywotno$é, co byto prawdopodobnie zwiazane z duza aktywno$cia
fermentacyjna tego szczepu oraz sktonnoscia do szybkiej flokulacji.

Tabela 2. Zywotno$é drozdzy piwowarskich [%] w czasie fermentacji brzeczek zawierajacych
OTA
Table 2.  Viability of brewing yeasts [%] during fermentation of worts containing OTA

S drozds Stezenie OTA Doba fermentacji
Z;'i?s)t srt(r)jinzy OTA concentration Day of fermentation

[ugrem™] 1 3 4 5 9

0 99 - 96 - 98

S.ca. 13 15 97 - 96 - 98
0 92 - 95 - 90

S.c.23 15 92 - 89 - 90
0 95 99 - 99 -

S.c. 46 15 97 99 - 98 -
0 95 85 - 87 -

S.e.57 15 89 84 - 87 -

Biotechnologia 6(2) 2007



28 B. Foszczynska, E. Dziuba

Zastosowane w badaniach toksyny w zréznicowany sposob wptywaly na proces
namnazania drozdzy w czasie fermentacji. Toksyna DAS silnie hamowata przyrost
biomasy drozdzy juz od stezenia 5 pug-em™ (tab. 3). Szczegdlna wrazliwo$é na toksyne
DAS okazat szczep S.ca. 13. W okresie zafermentowania liczba komorek tego szczepu,
niezaleznie od dawki toksyny, byta taka sama jak w inokulum tj. 2x10° j.t k-cm™. Przy-
rost biomasy S.ca. 13 w skazonym $rodowisku byt hamowany do konca fermentacji,
zwhaszcza przy stezeniu 15 pgrem™. Tak silne skazenie brzeczki toksyna DAS byto
przyczyna ostabionego tempa namnazania si¢ drozdzy S.c. 46, ktore do momentu fazy
fermentacji burzliwej zaledwie podwoity ilo§¢ biomasy. Drozdze S.c. 46 wykazaty
zdolno$¢ do reprodukcji w kolejnych dniach fermentacji, jednak pod koniec procesu,
liczba komorek tego szczepu byla zdecydowanie nizsza od proby kontrolnej. Pozostale
dwa szczepy (S.c. 23 oraz S.c. 57) wyrdznialy si¢ lepsza zdolnoscia adaptacji do $rodo-
wiska zawierajacego DAS, poniewaz juz w okresie fermentacji burzliwej (odpowiednio
4 Tub 3 doba) liczba komorek drozdzy w brzeczkach skazonych nieznacznie odbiegata
od ilo$ci biomasy wytworzonej w brzeczkach nie skazonych.

Tabela 3. Liczba komérek drozdzy piwowarskich [x107 j.tk. cm™] w czasie fermentacji brze-

czek zawierajacych DAS
Table 3. Brewing yeasts’ cell count [x10” c.f.u.ml"'] during fermentation of worts containing
DAS
Stgzenie DAS Doba fermentacji

Szczep drozdzy D

. AS concentration Day of fermentation
Yeast strain

[pg-em?] 1 3 4 5 9
0 2,8 — 8,5 - 10,1
S.ca. 13 5 2,1 - 3,6 - 6,8
15 2,1 — 2,4 - 3.2
0 2,8 — 8,5 - 10,3
S.c.23 5 2,5 - 7,5 - 9,2
15 2,4 — 7,7 - 8,3
0 6,8 9,1 - 9,7 -
S.c. 46 5 3,5 55 - 7,5 -
15 2,3 4.2 - 6,6 -
0 6,5 8,2 - 8,7 -
S.c. 57 5 6,1 8,3 - 8,7 -
15 4.2 7.2 - 7.9 -

Ochratoksyna A, w stezeniu 15 pg-cm™ brzeczki, nie wplywata na zywotno$é komo-
rek 1 tym samym nie zakldcata rozwoju badanych szczepow drozdzy. Wyniki oznaczen
w kolejnych stadiach fermentacji wskazuja, ze ilo§¢ biomasy badanych szczepoéw droz-
dzy w brzeczkach skazonych OTA byla taka sama jak w brzeczkach wolnych od tej
toksyny (tab. 4).

W wyniku badan stwierdzono, ze toksyna DAS wplyngta istotnie nie tylko na zy-
wotno$¢ komorek, ale takze na ich witalno$¢, wyrazona poprzez test na silg zakwasza-
nia. Wraz ze wzrostem stgzenia toksyny obserwowano obnizenie wartosci sity zakwa-
szania zarowno drozdzy dolnej, jak i goérnej fermentacji (rys.1). Przy stgzeniu DAS
15 pg-em™, wszystkie szczepy drozdzy pobrane z poczatkowego i burzliwego stadium
fermentacji wykazywaly zmniejszona, w stosunku do préb kontrolnych, zdolnos¢ do
zuzywania dodanej glukozy. Natomiast w koncowej fazie fermentacji sita zakwaszania
szczepow S.c. 23 1 S.c. 57 ze srodowiska zawierajacego DAS nie odbiegata znaczaco od
drozdzy fermentujacych brzeczki.
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Tabela 4. Liczba komérek drozdzy piwowarskich [x107 j.tk. cm™] w czasie fermentacji brze-

czek zawierajacych OTA
Table 4. Brewing yeasts’ cell count [x107 c.fu.-ml™'] during fermentation of worts containing
OTA
S drozds Stgzenie OTA Doba fermentacji
Z‘cé:l;t sl;(r)jinzy OTA concentration Day of fermentation
[pg-em’] 1 3 4 5 9
0 3,3 - 8,9 9,6
S.ca. 13 15 3,3 _ 9,0 - 10,0
0 3,1 - 7.8 10,0
S.c.23 15 3.0 - 7.2 9,6
0 6,8 8,8 - 9,5 -
S.c. 46 15 72 9,1 - 9,6 -
0 6,1 8,0 - 8,7 _
S.c.57 15 6,2 7,7 - 9,0 -
S.ca. 13 S.c.23
2,5 2,5
2 1 2
=
E 1,5 @« 1,5 |
s =
O s 1
© 05 <05
0 0
1 4 9 1 4 9
doba fermentacji doba fermentacji
day of fermentation day of fermentation
S.c. 46 S.c. 57
23 — 2,5
o ] 2 1
2 1,5 1 Im 1,5 |
< <
= 1 1 = 1A
(5]
S 0,5 S 0.5 -
0 0
3 5 1 3 5
doba fermentacji doba fermenatcji
day of fermentation day of fermentation
O 0 pgem™ O 5 pgrem™ @A 15 pgem™

Rys. 1. Sita zakwaszania drozdzy [delta pH] w czasie fermentacji brzeczek zawierajacych DAS
Fig.1. Acidification power of yeasts during fermentation of worts containing DAS

W odréznieniu od DAS ochratoksyna A nie pogarszata witalno$ci badanych szcze-
pow drozdzy. Drozdze fermentujace brzeczki z dodatkiem OTA (15 pg-em™) cechowaty
si¢ podobna do prob kontrolnych sita zakwaszania (rys. 2).

Skazenie brzeczki toksyna DAS wywolato silng reakcj¢ drozdzy dolnej fermentacji,
ktore w fazie zafermentowania brzeczki z dodatkiem 5 pg-em™ zwiekszyly zawartosé
trehalozy w komorkach S.ca. 13 z 0,5 do 19,2 %, a w komoérkach S.c. 23 z 1,2 do 10,1%
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s.s. (rys. 3). W fazie fermentacji burzliwej zawarto§¢ trehalozy u obydwu szczepow
obnizyta si¢ do poziomu nieco wyzszego lub poréwnywalnego do préb kontrolnych.
Najwyzsza dawka toksyny DAS, tj. 15 pug-em™ spowodowata ostabienie drozdzy, po-
niewaz zwigkszenie zawartosci trehalozy wewnatrzkomorkowej nastapito dopiero w
drugim dniu fermentacji.

S.ca. 13 S.c.23
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Rys. 2. Sita zakwaszania drozdzy [delta pH] w czasie fermentacji brzeczek zawierajacych OTA
Fig.2. Acidification power of yeasts during fermentation of worts containing OTA

Reakcja drozdzy gornej fermentacji na obecnosé toksyny DAS, badana po 12 godzi-
nach od inokulacji, byta mniej widoczna, chociaz odnotowano w poréwnaniu z proba
kontrolna, nieco wyzszy poziom trehalozy w komoérkach drozdzy fermentujacych ska-
zona brzeczke (rys. 3). W dalszych etapach fermentacji zawarto$¢ trehalozy w tych
drozdzach byta nieco wigksza (S.c. 46) lub poréwnywalna (S.c. 57) do prob kontrol-
nych.

W przeciwienstwie do DAS ochratoksyna A nie miata istotnego wptywu na synteze
trehalozy przez drozdze dolnej 1 gérnej fermentacji (rys. 4). Niezaleznie od obecnosci
czynnika toksycznego, w okresie zafermentowania, nastapil nieznaczny wzrost stg¢zenia
trehalozy w komorkach szczepow S.ca. 13, S.c. 23 i S.c. 46. W miarg postgpu fermenta-
cji iloé¢ weglowodanu ochronnego na ogot si¢ zwigkszata.
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Rys. 3. Zawartos¢ trehalozy w drozdzach w czasie fermentacji brzeczki zawierajacej toksyng DAS
Fig. 3. Trehalose content in yeasts during fermentation of worts containing DAS toxin
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Rys. 4. Zawartos¢ trehalozy w drozdzach w czasie fermentacji brzeczki zawierajacej toksyng OTA
Fig. 4. Trehalose content in yeasts during fermentation of worts containing OTA toxin
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DYSKUSJA WYNIKOW

W obu cze$ciach prezentowanej pracy badano zywotno$é i witalnos¢ drozdzy pi-
wowarskich w kluczowych momentach fermentacji brzeczki stodowej poddanej skaze-
niu wtornymi metabolitami grzybow strzgpkowych. Do skazenia brzeczki zastosowano
trzy toksyny (DAS, T-2, ZEA) wytwarzane przez plesnie z rodzaju Fusarium, postrze-
ganego jako najwigksze zagrozenie mikrobiologiczne dla procesu stodowania jgczmie-
nia browarnego [Flanningan 1987, Schwarz i in. 1995]. Z kolei ochratoksyna A nalezy
do grupy toksyn najczesciej wystepujacych w zbozach, ktére sa uprawiane w warun-
kach klimatu umiarkowanego.

Przeprowadzone badania wykazaty niekorzystny wplyw mykotoksyn na zywotno$é
i witalno$¢ komorek drozdzy piwowarskich fermentujacych brzeczke stodowa, przy
czym efekt zalezny byl od rodzaju toksyny i jej stezenia, a takze od indywidualnej
wrazliwosci danego szczepu drozdzy. Sposrdd zastosowanych mykotoksyn najwigksza
inhibicj¢ wzrostu drozdzy we wszystkich fazach fermentacji powodowata toksyna T-2
[Foszczynska i Dziuba 2007] i1 diacetoksyscirpenol (DAS). Z badan przeprowadzonych
przez innych autorow [Boeira i in. 1999 a i b, Perkowski 2000, Whitehead i Flanningan
B. 1989] wynika, ze toksyna T-2 najsilniej op6znia wzrost komorek, DAS dziala w
mniejszym stopniu, natomiast obecno§¢ DON, ktory jest tatwo rozpuszczalny w brzeczce
fermentacyjnej, ma najmniejszy wptyw. W badaniach wlasnych ochratoksyna A nie
wykazata zadnego wplywu na stan fizjologiczny drozdzy piwowarskich, a zearalenon
zaklocal przebieg namnazania tylko w fazie zafermentowania brzeczki. Mozliwe, ze
drozdze w okresie adaptacji w srodowisku zawierajacym OTA lub ZEA byly zdolne do
uruchomienia mechanizmu obronnego, dzigki ktoremu nastapit dalszy rozwoj biomasy.
Okazuje si¢ bowiem, ze zearalenon moze by¢ transformowany przez niektore gatunki
drozdzy 1 ple$ni do dwoch izomerow: o-zearalanolu (0,5%) i B-zearalenolu (95%)
[Boeiraiin. 1999 aib].

Niewatpliwie, zaklocona zdolno$¢ drozdzy do reprodukcji w srodowisku zawieraja-
cym czynniki inhibujace ma duze znaczenie dla przebiegu fermentacji brzeczki, tym
bardziej ze nawet przy braku widocznych oznak stabszej zywotnosci komorek mozna
otrzymac zte wyniki fermentacji. Jak podaje Latus-Zigtkiewicz [1998], gestwa o duzej
liczbie zywych komorek moze cechowac si¢ staba witalno$cia, przejawiajaca si¢ spo-
wolniong fermentacja oraz stabym odfermentowaniem brzeczki i powstawaniem za
duzej iloSci niepozadanych produktow ubocznych. Dlatego tez w ostatnim czasie przy
ocenie stanu fizjologicznego drozdzy zwraca si¢ szczego6lna uwagg na ich witalnosé,
czyli zdolno$¢ komorek do przezycia stresu i zachowania pozadanej aktywnos$ci fer-
mentacyjne;j.

Jednym ze sposobow okreslenia witalnosci drozdzy jest przeprowadzenie testu na
site zakwaszania, ktory polega na pomiarze spadku pH w zawiesinie drozdzy przed i po
dodaniu do niej 20% roztworu glukozy [Baca i in. 2000, Kara i in. 1988]. Metoda ta jest
wskaznikiem aktywno$ci metabolicznej drozdzy i pozwala przewidywac przebieg fer-
mentacji. W badaniach wlasnych obserwowano wplyw toksyn na ten parametr. Silniej-
sze toksyny (T-2 i DAS) zmniejszaly proporcjonalnie do st¢zenia site zakwaszania
badanych drozdzy w kolejnych etapach fermentacji, prawdopodobnie poprzez hamowa-
nie wzrostu i aktywnosci metabolicznej komorek. Natomiast ochratoksyna A i zearale-
non oslabiaty funkcje komorek jedynie w fazie zafermentowania brzeczek.

Autorzy niniejszej pracy zatozyli, ze wprowadzenie mykotoksyn do podtoza fermen-
tacyjnego wywola u drozdzy zjawisko stresu chemicznego. Opisane powyzej efekty
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zwiazane z Zzywotnoscia i witalnoscia drozdzy wskazuja na jego wystapienie. Dodatko-
wym potwierdzeniem tej tezy jest reakcja drozdzy dolnej fermentacji polegajaca na
intensyfikacji akumulacji trehalozy w momencie zafermentowania. Zdaniem wielu
autorow [Latus-Zigtkiewicz 1998, Majara i wsp. 1996 a i b] wzrost st¢zenia trehalozy
wskazuje na czynnik stresujacy u drozdzy prowadzacych proces fermentacji. Metabo-
lizm trehalozy u S. cerevisiae jest powiazany z wieloma funkcjami komorki, jej wzro-
stu i cykli [Samokhvlov i wsp. 2004]. Wykazano np., ze drozdze transportujac trehaloze
z membrany cytoplazmatycznej do §ciany komorkowej zmniejszaja jej przepuszczal-
no$¢, a tym samym ograniczaja wnikanie szkodliwych substancji do wngtrza komorki.
Prawdopodobnie tego typu mechanizm wystapit u badanych szczepéw drozdzy. Bylo to
szczegolnie widoczne w odniesieniu do szczepow dolnej fermentacji, ktore w srodowi-
sku skazonym toksyna T-2 (na poziomie 5; 10 i 15 pg-cm™) i DAS (5 pg-em™) zwigk-
szaly w fazie zafermentowania zawarto$¢ weglowodanu ochronnego w komoérkach. Z
kolei dawka DAS 15 pg-cm™ prawdopodobnie bardzo ostabita komoérki drozdzy S.ca.13
(nizsza zawarto$é trehalozy w pierwszym dniu w poréwnaniu ze stgzeniem 5 pg-cm™),
ktore nie byly w stanie obronic si¢ przed tak duzym stezeniem czynnika skazajacego. W
efekcie obserwowano bardzo staby przyrost biomasy tego szczepu.

Ze wzgledu na pracochtonnos$¢ zastosowanej metody zawarto$¢ trehalozy w komor-
kach drozdzy oznaczano w momencie inokulacji oraz po uptywie 12—15 godzin. Praw-
dopodobnie z tego powodu nie zaobserwowano reakcji drozdzy gornej fermentacji na
obecnos¢ czynnika skazajacego podtoze, nawet tak silnego jak toksyna T-2 czy DAS.
Jest oczywiste, ze w warunkach fermentacji gornej matabolizm drozdzy przebiega
znacznie szybciej niz podczas fermentacji dolnej. Niewatpliwie korzystniej bytoby
monitorowac stan fizjologiczny drozdzy w krotszych odstepach czasowych, zwtaszcza
na poczatku fermentacji. Nie bylo to jednak mozliwe z powodu szerokiego zakresu
zaplanowanych zadan badawczych.

PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki badan daja podstawg do stwierdzenia, ze mykotoksyny wptywaty
niekorzystnie na stan fizjologiczny drozdzy w kluczowych momentach fermentacji.
Najsilniejszym oddzialywaniem charakteryzowaly si¢ toksyna T-2 [Foszczynska i
Dziuba 2007] i DAS, szczegodlnie wobec drozdzy S. carisbergensis 13 i S. cerevisiae 46.
Obnizona zywotno$¢ i witalno§¢ drozdzy, zwlaszcza w fazie zafermentowania oraz
fermentacji burzliwej, moze rzutowaé na zdolno$¢ komoérek do utylizacji sktadnikow
brzeczki oraz wydzielanie produktoéw metabolizmu waznych dla jakosci piwa. Tego
typu zagadnieniom poswigcona bedzie kolejna czg$¢ badan.
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PHYSIOLOGICAL STATUS OF BREWING YEASTS DURING
FERMENTATION OF WORTS CONTAMINATED WITH MYCOTOXINS. P.2:
DAS AND OTA

Summary. The aim of this study was to determine the influence of different concentra-
tions of diacetoxiscirpenol (DAS) and ochratoxin A (OTA) on physiological status of 4
brewing yeast strains during wort fermentation. DAS toxin was used at concentration of 5
i 15 pgrem™ and OTA of 15 pgrem™. The viability, biomass growth and acidification
power of yeasts were enhanced. It was stated that ochratoxin A had no influence on via-
bility and vitality of tested yeast strains. DAS caused, according to the concentration ap-
plied, the inhibition of biomass growth and had unfavourably influnece on acidification
power of yeasts. The most sensitive to DAS toxin was strain of S.ca. 13.
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