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RAPD as a tool for differentiation and identification of yeast

S u m m a r y

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

Dro¿d¿e, stosowane bezwiednie ju¿ przez staro¿ytnych Egip-
cjan do wypieku pieczywa i produkcji napojów alkoholowych, s¹
niew¹tpliwie jedn¹ z najwa¿niejszych grup drobnoustrojów wy-
stêpuj¹cych w przyrodzie i wykorzystywanych przez cz³owieka.
W najnowszej klasyfikacji taksonomicznej jest ich ponad 700 ga-
tunków (1). Tradycyjne metody identyfikacji izolatów dro¿d¿y
zosta³y oparte na podstawie zró¿nicowanych testów wykorzy-
stuj¹cych odmienne w³aœciwoœci fizjologiczne i morfologiczne
poznanych gatunków dro¿d¿y. Najczêœciej stosowane s¹ testy
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API 32C (bio-Merieux, Francja). Metoda ta, podobnie jak inne oparte na testach fi-
zjologicznych, bywa jednak zawodna. Zdarzaj¹ siê odmienne wyniki po 24 i 48 h dla
tej samej próby (2). Dlatego, miêdzy innymi, wzrasta zainteresowanie technikami
biologii molekularnej, zw³aszcza opartymi na ³añcuchowej reakcji polimerazy (PCR)
(3,4). Metody te s¹ proste w wykonaniu i mo¿liwa jest ich automatyzacja. W ostat-
nim dziesiêcioleciu, na podstawie reakcji PCR, opisanej w 1986 r. przez Mullisa
i wsp. (5), opracowano wiele nowych metod badawczych. Jedn¹ z nich jest RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), czyli losowa amplifikacja polimorficznego
DNA.

Metoda RAPD zosta³a po raz pierwszy zastosowana w 1990 r. przez Williamsa
i wsp. (6). Podobnie jak PCR zachodzi ona w trzech kolejnych etapach – denatura-
cja matrycy, przy³¹czanie primerów i wyd³u¿anie ³añcucha DNA, które przeprowa-
dzane s¹ w œciœle okreœlonej liczbie powtórzeñ. Podstawow¹ ró¿nic¹ pomiêdzy PCR
a RAPD jest u¿ycie w tej drugiej pojedynczego, krótkiego oligonukleotydu startero-
wego o d³ugoœci 5-15 nukleotydów. Primer ten zawieraj¹cy dowolnie wybran¹ se-
kwencjê nukleotydów, przy³¹cza siê do obu nici DNA w wielu miejscach, generuj¹c
powstanie od kilku do kilkunastu produktów amplifikacji.

Metoda RAPD by³a stosowana do identyfikacji i ró¿nicowania wielu organizmów
(3,7-13). Bardzo obiecuj¹ce s¹ jej aplikacje w technologii ¿ywnoœci, a mo¿liwoœæ
przechowywania obrazów rozdzia³ów elektroforetycznych w postaci zdjêæ w kom-
puterowej bazie danych, umo¿liwia identyfikacjê i ró¿nicowanie szczepów przez
porównanie profili elektroforetycznego rozdzia³u produktów reakcji RAPD. Ponad-
to, za pomoc¹ stosownego oprogramowania, na bazie zgromadzonych wyników
mo¿na wyznaczaæ podobieñstwo i tworzyæ dendrogramy pokrewieñstwa badanych
mikroorganizmów (drzewka filogenetyczne).

W pracy omówiono zastosowanie RAPD w analizie dro¿d¿y wystêpuj¹cych
w przemyœle fermentacyjnym, mleczarskim, miêsnym oraz innych ga³êziach prze-
twórstwa spo¿ywczego. W kolejnych trzech rozdzia³ach, podkreœlaj¹c znaczenie
tych metod w identyfikacji dro¿d¿y, zaprezentowano dotychczasowe osi¹gniêcia
w zakresie ró¿nicowania szczepów: 1) Saccharomyces, 2) Hanseniaspora i 3) innych ro-
dzajów dro¿d¿y. Szczegó³ow¹ metodykê zastosowan¹ w cytowanych publikacjach
zebrano w trzech tabelach obejmuj¹cych szczepy dro¿d¿y wystêpuj¹ce w winie, pi-
wie oraz innych produktach spo¿ywczych. Krytyczn¹ analizê tej metodyki oraz po-
równanie wyników otrzymanych w ró¿nych oœrodkach przeprowadzono w kolejnym
rozdziale.

2. Identyfikacja i ró¿nicowanie izolatów z rodzaju Saccharomyces

Metod¹ RAPD ró¿nicowano i identyfikowano browarnicze i gorzelnicze szczepy
S. cerevisiae (14), szczepy z rodzaju Saccharomyces wyizolowane z moszczy grono-
wych w Portugalii (15), z angielskich piw „ale” i jasnych pe³nych typu „lager” (16),
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dro¿d¿e zanieczyszczaj¹ce wina oraz piwa (17,18), a tak¿e izolaty dro¿d¿y z serów
(19,20). W analizach wykorzystano rozmaite startery: primer 21 (16,18); AB1-09,
AB1-12, AB1-15 i P20 (15); primer 24, primer 28, OPA-11 (17); M13 (19,20); (GAC)5
i (GTG)5 (17,21,22); OPB-02, OPB-10 do OPB-13, OPB-17 oraz OPB-20 (14,23); otrzy-
muj¹c dla ka¿dego ze szczepów kilka do kilkunastu produktów amplifikacji o zró¿-
nicowanej wielkoœci od 300 do 3000 pz (par zasad). Dla danego szczepu, w analizie
RAPD z wybranym starterem, uzyskiwano charakterystyczny tak pod wzglêdem ilo-
œci jak i wielkoœci pr¹¿ków, wzór rozdzia³u elektroforetycznego powielonego DNA.

T a b e l a 1

Metodyka RAPD dla dro¿d¿y winiarskich

Przedmiot badañ
Pozycja bibliograficzna

Primer: Sekwencja Sk³ad mieszaniny reakcyjnej
Warunki kolejnych etapów

PCR

1 2 3 4

S. cerevisiae IGC 4455
izolaty z win (6 szczepów)

Baleiras Couto i wsp.,
1996 (17)

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

(GAC)5

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,3)
KCl
MgCl2
¿elatyna

0,2 �M
0,25 ng

1 U
200 �M
20 mM
50 mM

3 mM
0,001%

predenaturacja:
94°C, 5 min

40 cykli:
94°C, 15 s
45°C, 45 s dla (GAC)5

55°C, 45 s dla (GTG)5

72°C, 1 min

zakoñczenie:
72°C, 1 min 30 sV = 50 �l

dwa szczepy
rodzicielskie S. cerevisiae

oraz produkty fuzji proto-
plastów

Martins i wsp., 1999 (23)

OPB-12
OPX-10

(nie podano sekwencji)

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,4)
KCl
MgCl

30 ng
40 ng
1,5 U

100 �M
20 mM

4,5 mM
3,75 mM

predenaturacja:
92°C, 2 min

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

zakoñczenie:
72°C, 3 minV = 25 �l

S. cerevisiae var. capensis

S. cerevisiae var.
montuliensis

S. cerevisiae var. chevalieri

S. cerevisiae var. bayanus

S. cerevisiae var. cerevisiae

S. cerevisiae var. uvarum

Xufre i wsp., 2000 (15)

AB1-09
AB1-12
AB1-15
P20

(nie podano sekwencji)

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,8)
MgCl2
(NH4)2SO4

0,3 ng
100 ng

2,5 U
2 mM

67 mM
50 mM

16,6 mM

predenaturacja:
94°C, 4 min

45 cykli:
94°C, 1 min
36°C, 1 min
72°C, 2 min

V = 20 �l

S. cerevisiae

(30 szczepów)
Kloeckera apiculata

(30 szczepów)
Caruso i wsp., 2002 (21)

(GAC)5

(GTG)5

nie podano jak w: Baleiras Couto
i wsp., 1996 (17)
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1 2 3 4

izolaty
Hanseniaspora/Kloeckera

(18 szczepów)
szczepy referencyjne:
Hanseniaspora osmophila

H. uvarum

H. valbyensis

H. guilliermondii

H. occidentalis

H. vineae

Bujdosó i wsp., 2001 a,b
(24,25)

M13:
GAGGGTGGXGGXTCT
RM13:
AGAXCCXCCACCCTC

OPA-01: CAGGCCCTTC
OPA-03: AGTCAGCCAC
OPA-09: GGGTAACGCC
OPA-08: GTGTGCCCCA

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
Tris-HCl (pH 8,3)
dTNP
KCl
MgCl2

0,4 �M
1,25 �g

5 U
10 mM

200 �M
50 mM

2 mM

predenaturacja:
94°C, 3 min

40 cykli:
94°C, 30 s
45°C, 1 min
72°C, 2 min 20 s

zakoñczenie: 72°C, 7 min

predenaturacja:
94°C, 1 min

45 cykli:
94°C, 1 min
36°C, 1 min
72°C, 2 min

zakoñczenie: 72°C, 8 min

V = 25 �l

T a b e l a 2

Metodyka RAPD dla dro¿d¿y browarnych i gorzelniczych

Przedmiot badañ
Pozycja bibliograficzna

Primer: Sekwencja Sk³ad mieszaniny reakcyjnej
Warunki kolejnych etapów

PCR

dro¿d¿e browarne
(5 szczepów)

dro¿d¿e gorzelnicze
(5 szczepów)

Gomes i wsp., 2000 (14)

OPB-02: TGATCCCTGG
OPB-10: CTGCTGGGAC
OPB-11: GTAGACCGT
OPB-12: CCTTGACGCA
OPB-13: TTCCCCCGCT
OPB-17: AGGGAACGAG
OPB-20: GGACCCTTAC

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,0)
KCl
MgCl2

0,2 �M
40 ng
1,5 U

100 �M
20 mM
50 mM

3,75 mM

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

V = 25 �l

Saccharomyces cerevisiae

(12 szczepów wzorcowych)

dro¿d¿e browarne
(25 szczepów)

Tornai-Lehoczki i Dlauchy,
2000 (16)

21: GCTCGTCGCT primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH9,0)
KCl
MgCl2
Triton X-100

20 ng
1-5 ng

1 U
200 �M
10 mM
50 mM

2 mM
1%

predenaturacja:
93°C, 3 min

35 cykli:
93°C, 1 min
38°C, 1 min
72°C, 2 min

zakoñczenie:
72°C, 5 min

V = 15 �l

szczepy referencyjne:
S. cerevisiae

S. pastorianus

S. bayanus

S. exiguus

izolaty z linii produkcyjnej
piwa
(20 szczepów)

Barszczewski i Robak, 2004
(18)

21: GCTCGTCGCT primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl ( pH 8,8)
MgCl2
KCl 50
Nonident P40

0,33 �M
~ 20 ng

2 U
100 �M
10 mM

2,5 mM
mM

0,08%

predenaturacja:
93°C, 3 min

35 cykli:
93°C, 1 min
38°C, 1 min
72°C, 2 min

zakoñczenie:
72°C, 5 min

V = 30 �L
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T a b e l a 3

Metodyka RAPD dla dro¿d¿y z innych produktów spo¿ywczych

Przedmiot badañ
Pozycja bibliograficzna

Primer: Sekwencja Sk³ad mieszaniny reakcyjnej
Warunki kolejnych etapów

PCR

1 2 3 4

izolaty z miêsa drobiowego:
Yarrowia lipolytica

Candida zeylanoides

(152 szczepy)

Deák i wsp., 2000 (27)

ERIC1R:
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
ERIC2:
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

primer
DNA (komórki)
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,9)
MgCl2
KCl

200 ng
20 �l

1 U
1,2 mM
10 mM

1,5 mM
50 mM

predenaturacja:
94°C, 5 min

40 cykli:
92°C, 45 s
25°C, 1 min
68°C, 10 min

V = 50 �l

izolaty z kie³bas
Y. lipolytica

(8 szczepów)

Gardini i wsp., 2001 (26)

M13: GAGGGTGGCGGTTCT

RF2: CGGCCCCTGT

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,3)
KCl
MgCl2

1 �M
80 ng

2 U
200 �M
10 mM
50 mM

1,5 mM

35 cykli:
94°C, 1 min
45°C, 20 s
72°C, 2 min

predenaturacja:
95°C, 1 min

35 cykli:
95°C, 30 s
36°C, 1 min
72°C, 1 min

zakoñczenie:
72°C, 5 min

V = 25 �l

izolaty z serów:
Debaryomyces hansenii

C. catenulata

Geotrichum candidum

Issatchenkia orientali

Kluyveromyces lactis

K. marxianus

S. cerevisiae

Y. lipolytica

(85 szczepów)

Prilinger i wsp., 1999 (20)

M13: GAGGGTGGCGGTTCT
DEKAMER1: ACGGTCTTGG
DEKAMER2: TGCCGAGCTG
DEKAMER3: TGCAGCGTGG
DEKAMER4: GGGTAACGCC

nie podano nie podano

izolaty z produktów mlecz-
nych:
S. cerevisiae

K. marxianus

K. lactis

D. hansenii

Y. lipolytica

Torulaspora delbrueckii

(48 szczepów)

Andrighetto i wsp., 1999 (19)

M13: GAGGGTGGCGGTTCT

RF2:CGGCCCCTGT

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,3)
KCl
MgCl2

1 �M
80 ng

2 U
200 �M
10 mM
50 mM

1,5 mM

35 cykli:
94°C, 1 min
45°C, 20 s
72°C, 2 min

predenaturacja:
95°C, 1 min

35 cykli:
95°C, 30 s
36°C, 1 min
72°C, 1 min

zakoñczenie:
72°C, 5 min

V = 25 �l
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1 2 3 4

izolaty z linii produkcyjnych
majonezów oraz sosów do
sa³atek:
Zygosaccharomyces,

Candida, Pichia,

Cryptococcus

(126 szczepów)

Baleiras Couto i wsp., 1996
(22)

(GTG)5

(GAC)5

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,3)
KCl
MgCl2
¿elatyna

0,2 �M
0,25 ng

1 U
200 �M
20 mM
50 mM

3 mM
0,001%

predenaturacja:
94°C, 5 min

40 cykli:
94°C, 15 s
45°C, 45 s dla (GAC)5

55°C, 45 s dla (GTG)5

72°C, 1 min 30 s
zakoñczenie:

72°C, 1 min 30 sV = 50 �l

Aureobasidium pullulans

Schena i wsp., 2002 (28)

OpD-20: ACCCGGTCAC
OpC-05: GATGACCGCC
OpC-08: TGGACCGGTG

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,8)
MgCl2
KCl
Triton X-100

5 �M
100 ng

1 U
100
mM

10 mM
2 mM

50 mM
0,1%

predenaturacja:
94°C, 5 min

45 cykli:
94°C, 1 min
36°C, 1 min
72°C, 2 min

V = 25 �l

Wœród przemys³owych szczepów browarniczych obserwowano wiêksz¹ ró¿norod-
noœæ obrazów elektroforetycznych ni¿ wœród szczepów gorzelniczych, a najbardziej
heterogeniczne profile uzyskano przy zastosowaniu primera 24. Niemniej jednak, przy
u¿yciu, np. primera 28, dla wiêkszoœci szczepów stwierdzano pr¹¿ek wielkoœci oko³o
1800 pz, którego obecnoœæ byæ mo¿e definiuje przynale¿noœæ do rodzaju.

Z kolei profile elektroforetyczne produktów RAPD otrzymane przy zastosowaniu
startera 21 dla szczepów typu „lager” wyró¿nia³y siê obecnoœci¹ piêciu wyraŸnych
pr¹¿ków, z których cztery znajdowano równie¿ we wszystkich izolatach S. pastorianus.
W przypadku S. cerevisiae, w tym szczepów pochodz¹cych z piw typu „ale”, uzyska-
no równie¿ charakterystyczny profil pr¹¿ków o zdecydowanie wiêkszej ró¿norod-
noœci. Mog³oby to sugerowaæ wiêksze zró¿nicowanie wewn¹trzgatunkowe w obrê-
bie szczepów nale¿¹cych do dro¿d¿y górnej fermentacji (16).

Wykazano tak¿e, z u¿yciem startera 21, ¿e tylko jeden z 16 szczepów wyizolo-
wanych podczas produkcji piwa jest szczepem produkcyjnym o identycznym profilu
jak S. carlsbergensis 37 (rys. œcie¿ka 16, 18 i 27) (18).

Mo¿liwoœæ ró¿nicowania dro¿d¿y w obrêbie rodzaju Saccharomyces przy wyko-
rzystaniu oligonukleotydu OPB-12 potwierdzi³y wyniki uzyskane przez Gomes i wsp.
(14), pokazuj¹ce równie¿ du¿¹ bioró¿norodnoœæ izolatów pochodzenia przemys³o-
wego. RAPD ze starterem OPB-12 z powodzeniem zastosowano do identyfikacji
oraz okreœlenia stopnia pokrewieñstwa rekombinantów uzyskanych w wyniku fuzji
protoplastów dwóch szczepów S. cerevisiae (23).

RAPD jako metoda ró¿nicowania i identyfikacji dro¿d¿y
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Z kolei zastosowanie, w dwóch niezale¿nych oœrodkach, primerów (GAC)5
i (GTG)5 do badania polimorfizmu szczepów S. cerevisiae umo¿liwi³o ich podzia³, od-
powiednio na dwie oraz na szeœæ grup (17,21). Pomimo ¿e w wiêkszoœci przypad-
ków zastosowany primer rozdzieli³ szczepy S. cerevisiae na kilka grup, potwierdze-
nie prawid³owej ich identyfikacji metod¹ RAPD wymaga zastosowania kilku ró¿nych
starterów. Przyk³adem mog¹ byæ badania przeprowadzone z piêcioma primerami:
M13, Dekamer 1, Dekamer 2, Dekamer 3 i Dekamer 4, w których potwierdzono
przynale¿noœæ gatunkow¹ tylko dla piêciu z szeœciu izolatów zidentyfikowanych na
podstawie testów fenotypowych jako S. cerevisiae (20). Prawid³owo zidentyfikowane
szczepy S. cerevisiae wykazywa³y podobieñstwo do szczepu referencyjnego
w 84-94%, a miêdzy sob¹ w 85-100%. Izolat HA 817 – mylnie sklasyfikowany jako
S. cerevisiae – charakteryzowa³ siê 96% podobieñstwem do szczepu referencyjnego
S. unisporus (20).
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Rys. Rozdzia³ eklektroforetyczny produktów RAPD z primerem 21 dla szczepów wzorcowych i izola-
tów z dwóch browarów. Œcie¿ka M – standardy (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder Plus, Fermentas); œcie¿-
ka 16, 17, 19, 20 odpowiednio izolaty nr 16, 17, 19, 20; œcie¿ka 18 – szczep produkcyjny; œcie¿ka 21 –
S. bayanus CBS 380; œcie¿ka 22 – S. brasiliensis NCAIM 1223; œcie¿ka 23 – S. carlsbergensis NCAIM 1125;
œcie¿ka 24 – S. pastorianus NCAIM 1244; œcie¿ka 25 – S. exiguus CBS 379; œcie¿ka 26 – S. cerevisiae

PCM 2130; œcie¿ka 27 – S. carlsbergensis 37 (18).



3. Identyfikacja i ró¿nicowanie izolatów Hanseniaspora (Kloeckera)

Bujdosó i wsp. (24,25), na podstawie badania polimorfizmu DNA szczepów refe-
rencyjnych Hanseniaspora osmophila, H. guilliermondii, H. occidentalis, H. valbyensis,

H. uvarum oraz H. vineae, zidentyfikowali i zró¿nicowali osiemnaœcie izolatów zakla-
syfikowanych do rodzaju Hanseniaspora. Autorzy wykonali analizê metod¹ RAPD
z zastosowaniem czterech ró¿nych primerów: M13, OPA-03, OPA-01 oraz RM13.
W przypadku oligonukleotydu M13 otrzymali od trzech do siedmiu pr¹¿ków. Przy-
k³adowo gatunek H. uvarum generowa³ trzy pr¹¿ki o wielkoœci 396, 690 oraz 1700 pz,
a H. osmophila cztery: 700, 1220, 1500 i 1900 pz. Wynik otrzymany z primerem
OPA-03 tak¿e umo¿liwia³ rozdzielenie organizmów na gatunki, a w obrêbie gatunku
H. uvarum nawet na szczepy. Ostatecznie niezale¿nie od stosowanego primera auto-
rzy uzyskali wyniki pozwalaj¹ce na rozró¿nienie poszczególnych izolatów.

Nie powiod³o siê natomiast ró¿nicowanie trzydziestu szczepów Kloeckera apiculata

(Hanseniaspora uvarum) na bazie starterów (GAC)5 i (GTG) 5 (21). Oba oligonukleotydy
starterowe da³y profile elektroforetyczne identyczne dla wszystkich szczepów. Tak
zatem analiza RAPD przeprowadzona z tymi oligonukleotydami okaza³a siê nieprzy-
datna do wewn¹trzgatunkowego ró¿nicowania szczepów H. uvarum.

4. Identyfikacja i ró¿nicowanie izolatów innych gatunków dro¿d¿y

Technik¹ RAPD potwierdzono przynale¿noœæ do gatunków: Aureobasidium pullulans,
Candida boidinii, C. magnoliae, C. pelliculosa, C. zeylanoides, Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Pichia anomala, P. fermentans, Torulaspora delbrueckii,

Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces bailli i Z. bisporus ponad dwustu izolatów dro¿-
d¿y z serów (19,20), linii produkcyjnej majonezów oraz sosów sa³atkowych (22),
dwóch linii produkcyjnych kie³bas (26), drobiu (27) oraz owoców (28) (tab. 3). W ba-
daniach tych wykorzystano startery M13 (19,20,26), Dekamer 1, Dekamer 2, Deka-
mer 3 (20), (GTG)5 i (GAC)4 (22), RF2 (19,26), typu ERIC (27) oraz OpD-20, OpC-05,
OpC-08 (28). Pozwoli³y one nie tylko wskazaæ odrêbnoœæ gatunkow¹ badanych
szczepów, ale tak¿e okreœliæ stopieñ ich pokrewieñstwa.

Szczepy Y. lipolytica izolowane z produktów miêsnych podzielono na trzy odrêb-
ne grupy, bardzo odleg³e od siebie pod wzglêdem podobieñstwa (<34%) (26). Izola-
ty tego gatunku z produktów mlecznych by³y bardzo podobne (>96%) (20). Otrzy-
mane dendrogramy umo¿liwi³y odró¿nienie Ÿród³a pochodzenia szczepu (produkty
miêsne lub mleczne, typ sera) oraz identyfikacjê linii produkcyjnej.

Andrighetto i wsp. (19) przedstawili dendrogram sk³adaj¹cy siê z siedmiu ra-
mion. Grupuje on izolaty dro¿d¿y wed³ug przynale¿noœci gatunkowej. Pierwsze ra-
miê dendogramu zawiera szczepy K. lactis (anamorf Candida sphaerica), drugie izola-
ty K. marxianus (anamorf Candida kefyr), a trzecie szczepy Y. lipolytica. Czwarte ramiê
dendogramu obejmuje cztery niezidentyfikowane izolaty z serów Mozzarella, a pi¹-
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te szczepy S. cerevisiae, które w zale¿noœci od pochodzenia rozdzielono na dwie
subkultury, izolaty z serów Feta i Mozzarella. Ramiê szóste sk³ada siê tylko z dwóch
izolatów T. delbruecki, a ostatnie siódme ramiê tworz¹ izolaty D. hansenii (anamorf
Candida famata). Trzy wyizolowane szczepy, w tym jeden zidentyfikowany jako
Pichia farinosa tworz¹ indywidualne odga³êzienia drzewka pokrewieñstwa.

5. Parametry RAPD-PCR a wyniki ró¿nicowania i identyfikacji dro¿d¿y

Z danych przedstawionych w tabelach 1, 2 i 3 wynika, ¿e metodyka RAPD wyko-
rzystana do identyfikacji dro¿d¿y by³a bardzo zró¿nicowana. Ró¿nice dotyczy³y sto-
sowanych primerów i warunków reakcji amplifikacji, w tym stê¿enia reagentów,
czasu i temperatury przebiegu poszczególnych jej etapów. Odmienne warunki PCR
oraz inny sk³ad mieszaniny reakcyjnej zastosowano nawet w analizach przeprowa-
dzonych z udzia³em tego samego startera. W wielu innych pracach zwracano uwagê
na fakt, ¿e iloœæ i jakoœæ otrzymanych produktów amplifikacji zale¿y od metody
otrzymania materia³u genetycznego, od iloœci dodanej matrycy (badane DNA), iloœci
dNTP czy iloœæ MgCl2 (4,7,29-34). Zbyt du¿a iloœæ DNA powoduje powstanie tak zwa-
nego t³a, czyli niespecyficznych produktów reakcji. Zmiana dawki dNTP mo¿e wp³y-
n¹æ na intensywnoœæ pr¹¿ków, a u¿ycie w reakcji amplifikacji buforu o wysokim pH
(>9,0) mo¿e sposowodowaæ, ¿e obraz rozdzia³u elektroforetycznego produktów
PCR bêdzie ma³o czytelny. Zaobserwowano równie¿ zanikanie pr¹¿ków w profilach
elektroforetycznych pod wp³ywem wzrastaj¹cego stê¿enia MgCl2 stosowanego
w reakcji polimerazy (33).

Bardzo du¿e znaczenie przy badaniu zró¿nicowania dro¿d¿y metod¹ RAPD ma
prawid³owy dobór oligonukleotydu starterowego. Wielu badaczy postuluje testowa-
nie wiêkszej liczby primerów przed wyborem tego w³aœciwego dla danego mikroor-
ganizmu i stosowanych warunków PCR (10,31). W identyfikacji dro¿d¿y Kloeckera

apiculata, badacze stwierdzili ma³¹ skutecznoœæ starterów (GTG)5 i (GAC)5 (21), pod-
czas gdy w przypadku S. cerevisiae oba primery generowa³y czytelne profile elektro-
foretyczne, niezale¿nie od Ÿród³a pochodzenia szczepów (produkty mleczne, majo-
nezy i sosy do sa³atek) (22). Autorzy tego opracowania, otrzymali dla piêtnastu
szczepów izolowanych z linii produkcyjnej piwa, powtarzalne analizy z dwoma
z czterech testowanych starterów, tj. dla (GTG)5 i (GACA)4 (35).

Dyskusji poddano zastosowane przez ró¿nych badaczy parametry RAPD i otrzy-
mane rezultaty ró¿nicowania dro¿d¿y. W analizie tej uwzglêdniono prace dotycz¹ce
najczêœciej stosowanych primerów: M13, OPB-12, (GTG)5 i (GAC)5.

Primer M13 o sekwencji zaczerpniêtej z DNA bakteriofaga M13 (5’GAGGGTGGC-
GGTTCT3’) (2), wykorzystano do amplifikowania genomów dro¿d¿y pochodz¹cych
z produktów mlecznych (19,20), kie³bas typu salami (26), oraz win otrzymanych
w wyniku spontanicznej fermentacji moszczy winogronowych (24,25). Wykorzysta-
no go tak¿e w pracy nad izolatami klinicznymi (tab. 4) (2). W czterech z wymienio-
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nych pozycji (2,19,24,25) zastosowano identyczn¹ temperaturê podczas pierwszego
(denaturacja nici badanego DNA) oraz ostatniego etapu reakcji RAPD (wyd³u¿anie
przy³¹czonych primerów), odpowiednio 94°C i 72°C. Proces annealingu (asocjacja
odcinków starterowych do rozplecionego DNA) w dwóch przypadkach przeprowa-
dzono w 45°C (19,24), a w badaniach dotycz¹cych klinicznych izolatów w 50°C.
Bujdosó i wsp. (24,25), oprócz trzech podstawowych etapów RAPD, przeprowadzili
trzyminutow¹ predenaturacjê w temperaturze 94°C oraz dodatkowy siedmiominu-
towy etap wyd³u¿ania w 72°C.

T a b e l a 4

Metodyka RAPD dla szczepów patogennych

Przedmiot badañ
Pozycja bibliograficzna

Primer: Sekwencja Sk³ad mieszaniny reakcyjnej
Warunki kolejnych etapów

PCR

Candida albicans

C. krusei

C. parapsilosis

C. glabrata

Cryptococcus neoformans

Cryptococcus curvatus

Latouche i wsp., 1997 (2)

(GTG)5

(GACA)3

M13: GAGGGTGGCGGTTCT

primer
DNA
Taq DNA polimeraza
dNTP
Tris-HCl (pH 8,3)
KCl
MgCl2

30 ng
25 ng
2,5 U

0,2 mM
10 mM
50 mM

1,5 mM

35 cykli:
94°C, 20 s
50°C, 1 min
72°C, 20 s

zakoñczenie:
72°C, 6 min

V = 50 �l

W ka¿dym z analizowanych protoko³ów badañ zastosowano inny czas prowa-
dzenia poszczególnych etapów reakcji. Tak zatem, czas trwania procesu denaturacji
zawiera³ siê w granicach od dwudziestu sekund dla rodzaju Candida (2) do jednej mi-
nuty dla izolatów pochodz¹cych z produktów mlecznych (19). Annealing prowadzo-
no najd³u¿ej, przez 80 sekund, w przypadku dro¿d¿y Hanseniaspora (24,25), podczas
gdy dla szczepów pochodz¹cych z produktów mlecznych tylko przez 20 sekund
(19). Najwiêksze ró¿nice dotyczy³y etapu wyd³u¿ania nici DNA: od dwudziestu se-
kund (2) do dwóch minut i dwudziestu sekund (24,25).

Liczba cykli reakcji zastosowanych do amplifikacji próbek DNA wynosi³a trzy-
dzieœci piêæ (2,19) lub czterdzieœci (24,25).

Odnotowano tak¿e du¿e zró¿nicowanie sk³adu mieszaniny reakcyjnej, zw³aszcza
pod wzglêdem iloœci badanego DNA i dodanej polimerazy. Poszczególne mieszaniny
reakcyjne zawiera³y nastêpuj¹ce porcje materia³u genetycznego: 25 ng, dla szcze-
pów klinicznych (2); 50 ng, dla izolatów z win (24,25); a nawet 80 ng, w przypadku
dro¿d¿y pochodzenia mleczarskiego (19). Najmniejsz¹ iloœæ polimerazy (2 U) stoso-
wali Andrighetto i wsp. (19), choæ badane przez nich próby zawiera³y najwiêcej
DNA. Natomiast iloœæ dodanego primera by³a podobna w cytowanych opracowa-
niach (21-30 ng).
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W celu sprawdzenia zgodnoœci wyników uzyskanych przez poszczególnych ba-
daczy z odcinkiem starterowym M13, porównano profile elektroforetyczne otrzy-
mane dla izolatów S. cerevisiae i Y. lipolytica z produktów mlecznych (19) oraz mate-
ria³ów klinicznych (2).

Dla wszystkich badanych szczepów S. cerevisiae (dwa izolaty kliniczne i piêtna-
œcie izolatów mleczarskich) stwierdzono obecnoœæ trzech jednakowych produktów
amplifikacji o wielkoœci oko³o 700, 750 i 1100 pz. Obrazy produktów amplifikacji
RAPD dla poszczególnych szczepów wykaza³y dodatkowe pr¹¿ki powy¿ej i poni¿ej
charakterystycznych wspólnych pasm. Podobnie dla siedmiu izolatów Y. lipolytica

z produktów mlecznych (19) oraz jednego szczepu klinicznego (2), zaobserwowano
po cztery pr¹¿ki zawieraj¹ce oko³o 1500, 1700, 2000 i 2100 pz, oraz po kilka ró¿-
nych, dodatkowych pr¹¿ków o mniejszej masie.

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

Zatem w analizie RAPD z primerem M13 otrzymano produkty charakterystyczne
dla poszczególnych gatunków, a ró¿nice wykazane pomiêdzy szczepami jednego
gatunku, mog¹ wynikaæ z odmiennego Ÿród³a ich izolacji i obrazowaæ polimorfizm
szczepów.

Drugi oligonukleotyd OPB-12 o sekwencji -5’CCTTGACGCA3’- jest syntetycznym
primerem, który zosta³ wykorzystany do ró¿nicowania produkcyjnych oraz dzikich
dro¿d¿y w browarnictwie i gorzelnictwie (14), a tak¿e do ró¿nicowania szczepów
rodzicielskich, somatycznych hybrydów oraz segregantów S. cerevisiae (23). W obu
pracach, oprócz podstawowych trzech etapów reakcji PCR, zastosowano etap do-
datkowego dogrzewania otrzymanych produktów, a w drugiej z nich zastosowano
równie¿ etap predenaturacji DNA przed rozpoczêciem w³aœciwej reakcji amplifika-
cji. Zasadnicze etapy PCR przebiega³y w tych samych temperaturach, przez ten sam
czas i w tej samej objêtoœci. Ró¿nice dotyczy³y sk³adu mieszaniny reakcyjnej, w tym
stê¿enia KCl oraz iloœci startera. Martins i wsp. (23) do przeprowadzenia RAPD za-
stosowali roztwór o stê¿eniu 4,5 mM, natomiast Gomes i wsp. (14) ponad dziesiê-
ciokrotnie bardziej stê¿ony (50 mM). Je¿eli chodzi o iloœæ primera to badacze ci za-
stosowali, odpowiednio, 63,5 ng i 30 ng startera.

Pomimo zastosowania innych stê¿eñ reagentów w reakcji RAPD, w obu pracach
wykazano zró¿nicowanie badanych szczepów i mo¿liwa by³a ich identyfikacja.

Pozosta³e dwa oligonukleotydy, o sekwencji (GTG)5 oraz (GAC)5 umo¿liwiaj¹ de-
tekcjê sekwencji mikrosatelitarnych, czyli sekwencji tandemowo powtarzaj¹cych siê
w genomie wielu organizmów (6,36). Wystêpuj¹ one tak¿e u dro¿d¿y (37,38,
Saccharomyces Genome Database). Primery te stosowano w badaniach izolatów
dro¿d¿y pochodz¹cych z win Aglianico (21), dro¿d¿y zanieczyszczaj¹cych wina i pi-
wa (17) oraz majonezy i sosy sa³atkowe (22). W wymienionych pracach stosowano
identyczne sk³ady mieszanin reakcyjnych i warunki prowadzenia reakcji, wykazuj¹c
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zró¿nicowanie wewn¹trzgatunkowe izolatów S. cerevisaie, C. boidinii, C. pelliculosa,

C. magnoliae, Z. bailli i Z. bisporus.

6. Podsumowanie

Wœród molekularnych metod identyfikacji dro¿d¿y, RAPD jest technik¹ najprost-
sz¹. W metodzie tej nie jest potrzebna znajomoœæ chocia¿by fragmentu sekwencji
nukleotydowej genomu badanego organizmu. Jest to du¿¹ jej zalet¹, poniewa¿
umo¿liwia ró¿nicowanie niezidentyfikowanych izolatów. Odpowiednio zaprojekto-
wana, pozwala na ró¿nicowanie dro¿d¿y zarówno na poziomie gatunku jak i podga-
tunku, a w wielu przypadkach na okreœlenie Ÿród³a pochodzenia szczepów (16,19,26).
Natomiast, nie uda³o siê za pomoc¹ metody RAPD, ró¿nicowanie form telomorficz-
nych i anamorficznych u dro¿d¿y doskona³ych (19).

Jakkolwiek w przewa¿aj¹cej liczbie przypadków zastosowanie jednego startera,
np. M13 czy (GTG)5, umo¿liwia identyfikacjê dro¿d¿y, bezpieczniej jest opieraæ siê
na wynikach analiz otrzymanych z udzia³em przynajmniej dwóch starterów.

W przypadku monitorowania czystoœci mikrobiologicznej procesu fermentacyj-
nego konieczne jest równoczesne badanie szczepu produkcyjnego (wzorca). Ka¿de
odstêpstwo profilu elektroforetycznego badanej próby od wzorca bêdzie œwiad-
czy³o o mikrobiologicznym ska¿eniu œrodowiska. Materia³em wzorcowym mo¿e byæ
te¿ kultura, zinaktywowana przez sterylizacjê lub samo DNA, co gwarantuje produ-
centowi ochronê szczepu przemys³owego.

Dyskusyjna jest natomiast, zgodnoœæ wyników uzyskiwanych w ró¿nych labora-
toriach. Dlatego wielu badaczy postuluje stosowanie jednakowych iloœci sk³adników
mieszaniny reakcyjnej RAPD oraz zdefiniowanie standardów dla poszczególnych re-
agentów i parametrów reakcji amplifikacji (30-32,38). Tak¿e powszechne wykorzy-
stanie dostêpnych gotowych zestawów do PCR (zawieraj¹cych wszystkie odczynniki
oprócz matrycy i primerów), o gwarantowanej przez producenta powtarzalnej jakoœ-
ci, mo¿e wyeliminowaæ b³êdy zwi¹zane z przygotowaniem i dozowaniem poszcze-
gólnych sk³adników. Na powtarzalnoœæ uzyskiwanych wyników ma te¿ wp³yw wyko-
rzystywana aparatura. Stosowane typy termocyklerów, ró¿ni¹ siê sprawnoœci¹ kon-
troli temperatury i czasu wyznaczonego dla kolejnych etapów reakcji. Wszystko to
utrudnia porównanie wyników otrzymanych w ró¿nych oœrodkach, chocia¿ wyniki
przytoczone dla klinicznych i mleczarskich szczepów S. cerevisiae i Y. lipolytica wska-
zuj¹ na obecnoœæ charakterystycznych dla tych gatunków produktów amplifikacji.
Niemniej jednak, ujednolicenie metodyki RAPD umo¿liwi³oby porównanie wyników
otrzymanych w ró¿nych oœrodkach badawczych i mog³oby staæ siê podstaw¹ do
stworzenia uniwersalnych baz danych zawieraj¹cych profile elektroforetyczne zna-
nych dro¿d¿y. W obrêbie jednego laboratorium, stosuj¹cego jednakow¹ metodykê
RAPD, te same odczynniki (polimeraza, primery, nukleotydy) oraz tê sam¹ aparaturê
(termocyklery, aparaty do elektroforezy) mo¿liwe jest utworzenie bazy danych mo-
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deli elektroforetycznego rozdzia³u produktów jako wzorców do przysz³ej identyfi-
kacji nieznanych szczepów.
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