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Non-conventional yeast Metschnikowia pulcherrima and its application in biotechnology

Abstract: Metschnikowia spp. are extensively studied “non-conventional” yeasts. Strains belonging to these genera are considered as non-
pathogenic and safe. The unique properties of Metschnikowia spp. allow us to look at these microorganisms as a promising subject for
evolutionary genetics, taxonomy, ecology, as well as a natural biocontrol agent in biotechnology. This article provides a synthesis of the
systematics, morphology, ecology and physiology of Metschnikowia spp., with special attention to M. pulcherrima. These yeasts are able to
produce a number of important metabolites, including organic acids, aroma compounds, oil or pulcherrimic acid. In addition, this review
discusses possible applications of these non-conventional yeasts in biotechnology.
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1. Wstep

Drozdze s3 wykorzystywane przez czlowieka juz
od starozytnosci. Pod wzgledem badan oraz wyko-
rzystania przemyslowego dominuja konwencjonalne
szczepy Saccharomyces sp., jednak w ostatnich latach
mozna zaobserwowaé coraz wieksze zainteresowanie
drozdzami nalezagcymi do innych rodzajow. Drozdze
niekonwencjonalne wykazujg lepsze wlasciwosci adap-
tacyjne do zmiennych warunkéw srodowiskowych, sa
zdolne do metabolizowania nietypowych zrédet wegla,
a wiec i biosyntezy wielu unikalnych produktow.

2. Taksonomia

Drozdze Metschnikowia sp. zostaly wyizolowane po
raz pierwszy w 1884 roku. Wtedy to Ilja Metschnikoff
w czasopismie ,,Archiv fiir Pathologische Anatomie und
Physiologie und fiir Klinische Medicin” opisal pewien
gatunek mikroorganizméw i nazwal go Monospora
bicuspidata. Szczegolng uwage zwrocil on na charak-
terystyczne zarodniki w ksztalcie igiel, ktore jak poz-
niej wykazano, stanowily istotny element pasozytnic-
twa tych drozdzy w organizmie rozwielitek Daphnia
sp. [31, 43, 48, 73]. W 1899 roku Kamienski zmienit
nazwe rodzajowa Monospora na Metschnikowia, ponie-

waz pierwsza z nich byla juz stosowana w nazewnictwie
glonow. Gdy okazalo sie, ze nazwa Metschnikowia byta
réwniez stosowana wczeéniej dla innej grupy orga-
nizméw, w 1913 roku Genkel zaproponowal zmiane
nazwy na Metschnikowiella [44]. Prace nad taksonomig
tych mikroorganizméw rozwijaly si¢ systematycznie
od lat 20. XX wieku, ale warto zauwazy¢, ze do lat 70.
stosowano az cztery nazwy rodzajowe dla tych charak-
terystycznych drozdzy: Metschnikowiella, Monospo-
rella, Monospora oraz Metschnikowia [67]. Taksonomia
szczepOw w obrebie rodzaju Metschnikowia podle-
gala cigglym, dynamicznym zmianom. Mikrobiolodzy
Miller i Phaff w 4. edycji ,,The Yeasts. A Taxonomic
Study” opisali 10 gatunkéw nalezacych do Metschni-
kowia sp.: M. agaves, M. australis, M. bicuspidata, M. gru-
essii, M. hawaiiensis, M. krissii, M. lunata, M. pulcher-
rima, M. reukaufii, M. zobellii [44]. Trzynascie lat pozniej
5.edycja tego wydawnictwa opisywala juz dodatkowe
29 gatunkow: M. aberdeeniae, M. andauensis, M. arizo-
nensis, M. borealis, M. cerradonensis, M. chrysoperlae,
M. colocasiae, M. continentalis, M. corniflorae, M. dekor-
torum, M. drosophilae, M. fructicola, M. hamakuensis,
M. hibisci, M. kamakouana, M. koreensis, M. kunwiensis,
M. lachancei, M. lochheadii, M. mauinuiana, M. noctilu-
minum, M. orientalis, M. santaceciliae, M. shanxiensis,
M. similis, M. sinensis, M. vanudenii, M. viticola, M. zizi-
phicola [30]. Obecnie analizujac rodzaj Metschnikowia
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mozna doliczy¢ si¢ az 49 gatunkow, gdyz do rodzaju Met-
schnikowia dofaczyly: M. bowlesiae, M. caudata, M. chry-
somelidarum, M. cibodasensis, M. colchici, M. cuben-
sis, M. drakensbergensis, M. henanensis, M. ipomoeae,
M. laotica, M. matae, M. shivogae, M. unicuspidata [22,
23, 53]. Rodzaj Metschnikowia tworzy zasadnicza czg$¢
rodziny Metschnikowiaceae, obok kilkudziesieciu innych
gatunkow z rodzajéow Clavispora i Candida, ktérych
taksonomia wymaga wyjasnienia i weryfikacji na pod-
stawie pelnych danych genoméw [21, 31].

Wraz z rozwojem prac nad taksonomig drobno-
ustrojow mial miejsce réwniez systematyczny postep
w procedurach diagnostycznych [33, 53]. Od czaséw
badan Ilji Metschnikoft’a az do lat 60. XX wieku proce-
dury identyfikacyjne polegaly wyltacznie na ocenie cech
morfologicznych i fizjologicznych mikroorganizmoéw.
Warto tu jednak wspomnieé, ze szczepy z rodzaju
Metschnikowia wykazuja wiele cech wspdlnych do
gatunkow z rodzaju Clavispora, Pichia czy Chlamydo-
zyma. Podobne cechy morfologiczne i fizjologiczne wy-
kazuja takze niektdre gatunki Candida sp. (C. hawaiiana
i C. kipukae, C. kofuensis) [32, 52].

Jeden z podstawowych elementéw diagnostycz-
nych drozdzy, jakim jest udzial zasad G+C w genomo-
wym DNA, ocenia si¢ obecnie jako malo precyzyjny,
ze wzgledu na fakt wystepowania u drozdzy wartosci
bardzo zréznicowanych, wynoszacych od 27 mol% do
nawet 70 mol%. Zatem sytuacja, w ktorej ma miejsce
»hakfadanie si¢” tych wartosci wérdd niespokrewnio-
nych gatunkow jest nieunikniona. Udziat G+C w DNA
u drozdzy z gromady Ascomycota wynosi 27-50 mol%,
natomiast wsréd Basidiomycota 50-70mol%. Ze
wzgledu na dos¢ waski zakres wartos$ci wspolnych
(48-52mol%) diagnostyke drozdzy mozna uzupel-
ni¢ poprzez analize struktury $ciany komorkowej za
pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego
lub poprzez wykorzystanie klasycznego testu B z ble-
kitem diazoniowym. Zakres zawartosci zasad G+C
wéréd gatunkéw w obrebie rodzaju Metschnikowia
wynosi czesto mniej niz 10 mol%. Rodzaje, u ktérych
zakres tych par zasad jest wigkszy niz 10 mol% moga
by¢ uznane za polifiletyczne, jednak warto podkreslic,
ze wezszy zakres nie decyduje o monofiletyzmie [28].

Analize genetyczng mozna wykona¢ takze w oparciu
o rybosomalny RNA. W 1993 roku Mendonga-Hagler
i wsp. dokonali analizy filogenetycznej gatunkow przy-
pisanych do rodzaju Metschnikowia, badajac sekwen-
cje rybosomalnego rRNA [42]. Stwierdzili oni réznice
u gatunkow nalezacych do tego rodzaju w poréwna-
niu do innych Ascomycetes powstate w wyniku delecji
w duzej podjednostce rRNA (25S), obejmujacej nukle-
otydy od 434 do 483. Podobne prace byly prowadzone
w Japonii przez zesp6t Yamada, ktory analizowat relacje
tilogenetyczne migedzy gatunkami rodzaju Metschniko-
wia na podstawie analizy 18S i 26S rRNA [72].
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Obecnie stosowane metody molekularne, pozwa-
lajace na dokonanie mozliwie najbardziej precyzyjnej
charakterystyki taksonomicznej drozdzy, opieraja si¢
takze na analizie konserwatywnych sekwencji DNA
i biatek. Najczesciej stosowane sg te sekwencje pow-
torzen fragmentéw rDNA, gdyz powszechnie przyj-
muje sie, Ze s3 one identyczne w obrebie gatunku,
a wiec mogg by¢ wykorzystywane do szacowania przy-
naleznosci gatunkowej drozdzy [15]. Sipiczki i wsp.
wykazali jednak, ze sekwencje gatunkowe rDNA
u Metschnikowia sp. nie s3 homogenne i mogg skla-
da¢ sie z réznych powtdrzen oraz zmian w domenach
D1/D2 [61]. Z kolei Seino i wsp. analizowali powtarza-
jace sie kilkunukleotydowe sekwencje DNA u M. reu-
kaufii, a wykryte rdéznice $wiadczyly o zmiennosci
osobniczej w obrebie gatunku [58]. Zatem analiza filo-
genetyczna drozdzy z rodzaju Metschnikowia, zwlasz-
cza tych nowo izolowanych, moze okaza¢ si¢ trudna,
zwlaszcza gdy izolaty pochodzg z réznych srodowisk
geograficznych, znacznie od siebie odlegtych [34].

3. Ekologia

Drozdze z rodzaju Metschnikowia, podobnie jak
inne rodzaje drozdzy, nie wystepujg losowo w calej
biosferze, lecz tworza zbiorowiska, w sklad ktérych
wchodzg mikroorganizmy nalezace do réznych rodza-
jow i gatunkow. Niektore gatunki sg typowa mikro-
biotg roélin i owaddw, a inne sg patogenami zwierzat
wodnych (Tabela I) [11]. Warto réwniez wspomnie¢,
ze niektore gatunki Metschnikowia sp. sa izolowane
w kazdej strefie klimatycznej, zas inne charakteryzuje
skrajny endemizm, gdyz zajmuja jedynie okreslone,
bardzo specyficzne nisze ekologiczne [31].

Mendonga-Hagler i wsp., analizujac juz w latach 90.
réznice filogenetyczne w obrebie rodzaju Metschniko-
wia, uznali znane wowczas gatunki M. australis, M. bicu-
spidata, M. krissii i M. zobellii za typowo ,wodne’, tzn.
bytujace w wodach morskich i stodkich, natomiast
gatunki M. hawaiiensis, M. lunata, M. pulcherrima
i M. reukaufii jako typowo ,ladowe”, wystepujace jako
naturalna mikrobiota kwiatéw, owocow i owadow [42].
W 2011 roku Naumow wyrdznil juz 3 odrebne grupy
drozdzy z rodzaju Metschnikowia. Pierwsza z nich
obejmuje gatunki bytujace w srodowiskach wodnych:
M. bicuspidata, M. australis, M. zobellii i M. krissii,
druga to gatunki najczesciej izolowane jako mikrobiota
owocow, kwiatow i owadow: M. pulcherrima, M. reu-
kaufii, M. andauensis, M. chrysoperlae, M. fructicola,
M. shanxiensis, M. koreensis, M. lachancei, M. nocti-
luminum, M. vanudenii oraz M. viticola. Dodatkowo
mozna dolaczy¢ do tej grupy drozdze tworzace niewiel-
kie zarodniki: M. corniflorae, M. kunwiensis i M. lunata.
Trzecig grupe stanowig gatunki klimatu tropikalnego,



NIEKONWENCJONALNE DROZDZE METSCHNIKOWIA PULCHERRIMA I ICH ZASTOSOWANIE W BIOTECHNOLOGII

Tabela I
Ekologia drozdzy z rodzaju Metschnikowia
Srrl(;f‘fx;;lzo Gatunek Pierwsze doniesienie
Metschnikowia bicuspidata Metschnikoff, 1884
Wodne M. krissii van Uden i Castelo-Branco, 1961
M. zobellii van Uden i Castelo-Branco, 1961
M. aberdeeniae Lachance i wsp., 2006
M. agaves Lachance, 1993
M. andauensis Manso i Nunes, 2011
M. caudata de Vega i wsp., 2014
M. chrysomelidarum Nguyen i wsp., 2006
M. chrysoperlae Suh i wsp., 2004
M. cibodasensis Sjamsuridzal i wsp., 2013
M. colchici Gouliamova i wsp., 2015
M. corniflorae Nguyen i wsp., 2006
M. drakensbergensis de Vega i wsp., 2014
M. drosophilae Lachance i wsp., 2001
M. fructicola Kurtzman i Droby, 2001
M. gruessii Giménez-Jurado, 1992
M. henanensis Hui i wsp., 2013
Ladowe M. hibisci Lachance i wsp., 1998
M. kunwiensis Brysch-Herzberg, 2004
M. lachancei Gimeénez-Jurado i wsp., 2003
M. laotica Sipiczki, 2014
M. lunata Golubeyv, 1978
M. noctiluminum Nguyen i wsp., 2006
M. orientalis Lachance i wsp., 2006
M. pulcherrima Pitt i Miller, 1968
M. reukaufii Pitt i Miller, 1968
M. shanxiensis Xue i Zhang, 2006
M. shivogae Lachance i wsp., 2008
M. sinensis Xue i wsp., 2006
M. unicuspidata Keilin, 1920, van Uden, 1962
M. vanudenii Giménez-Jurado i wsp., 2003
M. viticola Péter i wsp., 2005
M. ziziphicola Xue i wsp., 2006
M. arizonensis Lachance oraz Bowles, 2002
M. bowlesiae Lachance, 2013
M. cerradonensis Rosa i wsp., 2007
M. colocasiae Lachance i Bowles, 2004
?\/I/I EgZZZ(iZ;Zﬁ var. continentalis Lachance i wsp., 1998
M. cubensis Fidalgo-Jimenez i wsp., 2008
Tropikalne | M. dekortorum Lachance i Bowles, 2002
M. hamakuensis Lachance M., 2005
M. hawaiiensis Lachance i wsp., 1990
M. ipomoeae Lachance i wsp., 1998
M. kamakouana Lachance, 2005
M. lochheadii Lachance i wsp., 2001
M. matae de Oliveira Santos i wsp., 2015
M. mauinuiana Lachance, 2005
M. santaceciliae Lachance i wsp., 2003
M. similis Lachance i Bowles, 2004

Na podstawie [23, 30, 49]
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charakteryzujace si¢ tworzeniem zarodnikéow o szcze-
gblnie duzych rozmiarach [29, 48]. Wedlug de Oliveira-
-Santosa ,,grupa tropikalna” drozdzy Metschnikowia
sp., ktorych askospory osiagaja dlugo$¢ nawet 17 pm,
liczy kilkanascie gatunkow: M. arizonensis, M. bowlesiae,
M. cerradonensis, M. colocasiae, M. continentalis, M. con-
tinentalis var. continentalis, M. cubensis, M. dekortorum,
M. hamakuensis, M. hawaiiensis, M. ipomoeae, M. kama-
kouana, M. lochheadii, M. matae, M. mauinuiana,
M. santaceciliae, M. similis [23, 49]. Sa one najczesciej
izolowane jako mikrobiota owadéw odwiedzajacych
efemeryczne kwiaty, a wiekszo$¢ z nich jest endemicznie
zwigzana z okre$lonymi regionami geograficznymi [33].

Gatunki ,lagdowe” z rodzaju Metschnikowia, obok
innych rodzajéw drozdzy, np. Candida, Hanseniaspora,
Kloeckera oraz Pichia wystgpuja na powierzchni skorki
zdrowych owocow, a ich poziom wynosi 10-10° jtk/cm?
Charakteryzuja si¢ one wysoka odpornoscia na wysu-
szenie, $wiatlo stoneczne, czy tez wahania temperatury.
Drozdze M. pulcherrima rzadko powodujg psucie $wie-
zych owocdw, za proces ten odpowiedzialne sg gtéwnie
grzyby strzgpkowe. Drozdze Metschnikowia sp., wyste-
pujac jako naturalna mikrobiota owocdw, sg nieodtgcz-
nie zwigzane z mikrobiotg moszczy i win. Uczestnicza
one w pierwszym etapie spontanicznej fermentaciji,
kiedy to moga stanowi¢ nawet 18% populacji drozdzy
uczestniczacych w tym procesie [1, 47].

W ekosystemach ladowych drozdze z rodzaju Me-
tschnikowia uczestnicza w zlozonych relacjach z innych
organizmami. Gléwne czynniki, ktére moga ksztalto-
wac ztozone konsorcja drozdzy opisali Starmer i wsp.
na przykladzie systemu roslina-drozdze-Drosophila
[64]. Pierwszym czynnikiem ksztattujacym takie relacje
jest specyficznosé, poniewaz owady zywig sie tylko nie-
ktérymi gatunkami roélin. Drozdze rozwijaja si¢ w fyl-
losferze roslin tylko wtedy, gdy w tkance gospodarza nie
bedzie obecnych zwigzkéw toksycznych, takich jak np.
saponiny (amensalizm). Ponadto mikrobiota juz obecna
w tkance roslinnej, moze oddzialywa¢ na nowo wpro-
wadzane do nich gatunki (interakcje migdzydrobno-
ustrojowe). W niektdrych przypadkach interakcje maja
charakter mutualistyczny, lecz w innych moze docho-
dzi¢ do konkurencji o sktadniki odzywcze [16].

Ciekawym przyktadem mutualizmu jest zwigzek
pomiedzy drozdzami z rodzaju Metschnikowia i matymi
(2-6 mm) owadami z rodziny Nitidulidae. Charakter
tej symbiozy nie jest jeszcze do konca wyjasniony,
lecz wyniki wstepnych eksperymentéw sugeruja, ze
doroste chrzaszcze moga przetrwaé bez tych mikro-
organizméw w Srodowisku bogatym w substancje
odzywcze, ale przezycie larw zalezy juz od obecnosci
komorek drozdzy [32].

Wodne gatunki Metschnikowia sp. wystepuja dosé
powszechnie w morzach i oceanach, cho¢ ich liczeb-
no$¢ nie jest tak duza jak bakterii. Gatunki nalezace
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do tego rodzaju stanowig mikrobiot¢ morskich bezkre-
gowcow, ryb oraz alg. Badania wskazujg na mozliwe
relacje symbiotyczne miedzy omawianymi drozdzami,
a organizmami wodnymi. Jednak niektére gatunki
Metschnikowia sp. moga by¢ chorobotwdrcze dla ryb
i planktonowych skorupiakow, stanowigc np. pasozyty
rozwielitek Daphnia sp. [46]. Doniesienia literaturowe
na ten temat sg jednak nieliczne, gdyz wystepowanie
interakcji migdzy drozdzami i organizmami wodnymi
nie bylo tak intensywnie badane jak w przypadku
organizmoéw ladowych. Jako pierwszy pasozytnictwo
drozdzy M. bicuspidata wykryl Metschnikoff, ktory
zaobserwowal, Ze ich komorki wytwarzajg charaktery-
styczne dlugie askospory w formie igiet. Wnikajg one
do rozwielitek jako gospodarza przez co ich spory moga
znajdowac si¢ w kazdej cze$ci organizmu tych matych
skorupiakéw, nawet w czutkach. Zainfekowane rozwie-
litki w poznych stadiach zakazenia stajg si¢ opalizujaco
biale i wygladaja tak, jakby byly wypelnione stomga.
Infekcje drozdzami M. bicuspidata u Daphnia sp. trwaja
zwykle 2-3 tygodnie i koncza si¢ najczesciej Smiercia
gospodarza. W czasie infekcji zdolnos¢ Daphnia sp. do
rozmnazania ulega znacznej redukgji i postepuje wraz
z rozwojem zakazenia [13, 44].

4. Morfologia i fizjologia

Komorki wegetatywne drozdzy z rodzaju Metschni-
kowia charakteryzuje bardzo zréznicowana morfologia.
Moga by¢ one kuliste, elipsoidalne, owalne, w ksztat-
cie gruszki lub wydluzone, wystepujace pojedynczo,
w parach lub czasami w krétkich taicuchach. Ich roz-
miary sg réwniez bardzo zréznicowane, wynoszac od
2-8 um szerokosci do 3-35 um dlugosci [62]. Ksztalt
komorek jest specyficzny dla niektérych gatunkow,
np. komorki w ksztalcie potksiezyca tworzy M. lunata,
a bardzo wydluzone komorki M. gruessii wystepuja
w grupach po 3 lub 4, tworzac charakterystyczne ,,tréj-
katy” lub ,,samoloty” [18].

Komérki drozdzy rozmnazajg sie wegetatywnie
przez paczkowanie wieloboczne, tworza stabo roz-
budowang pseudogrzybnig, ale nie tworza mycelium.
W starszych hodowlach tworzone sg chlamydospory,
odznaczajace si¢ grubsza $ciang i wystepowaniem
jednej lub kilku kuleczek tluszczu. Pozostaje kwestig
otwartg odporno$¢ chlamydospor na warunki streso-
genne, natomiast, w odréznieniu od innych rodza-
jow, chlamydospory Metschnikowia sp. daja poczatek
zaréwno aktywnym, paczkujacym komodrkom wegeta-
tywnym, jak i tworzeniu workéw z zarodnikami (1-2).
Gatunki Metschnikowia sp. tworzg charakterystyczne
dlugie askospory w ksztalcie igly, a same worki z zarod-
nikami sg o wiele wigksze niz komorki wegetatywne.
U gatunkow M. pulcherrima, M. reukaufii i M. koreen-
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sis tworzenie zarodnikow jest poprzedzone przejsciem
komorek diploidalnych w chlamydospory. Ta podwodjna
rola tzw. ,,pulcherrima cells”, funkcjonujacych zaréwno
jako chlamydospory, jak i komorki macierzyste dla
workdw, jest unikalng cechg wérod drozdzy [31].

Gatunki nalezace do tzw. ,,grupy tropikalnej” wytwa-
rzajg zarodniki, ktdrych rozmiary sa nie tylko do 50 razy
wieksze od paczkujacych komorek wegetatywnych,
ale takze same worki maja charakterystyczne helia-
kalnie utozone wypustki [33, 49]. Charakterystyczna
morfologia askospor sugeruje, iz ksztalt iglty moze by¢
wynikiem adaptacji srodowiskowej. Niewykluczone,
ze ksztalt ten odgrywa istotng role w procesie inwa-
zji drozdzy w komorkach gospodarza, cho¢ niewiele
jest dowodow na to, ze gatunki inne niz M. bicuspidata
wykorzystuja unikalny ksztalt askospor dla adaptacji
do réznorodnych warunkéw srodowiskowych [12, 30].

Sporulacja omawianych drozdzy jest najlepiej wi-
doczna na naturalnym podtozu agarowym V8, inaczej
niz u drozdzy Saccharomyces, dla ktorych stosuje sie
zwykle syntetyczny agar octanowy. Unikalna kom-
pozycja pozywki V8, ztozonej z sokdéw warzywnych,
zapewnia odpowiednie sktadniki odzywcze ulatwia-
jace wywolanie i utrzymanie pelnego procesu seksu-
alnego. Warto zaznaczy¢, ze u wigkszosci gatunkow
Metschnikowia optymalna temperatura dla zarodniko-
wania jest nizsza od optymalnej temperatury wzrostu
i wynosi 12-17°C [30].

5. Cykl paraseksualny

Podstawowy material genetyczny mieszczacy sie
w haploidalnych komérkach drozdzy z rodzaju Metsch-
nikowia zawarty jest w dwdch chromosomach o wiel-
kosci 1.8 Mb (I) i 2,0 Mb (II) [9]. Udowodniono, ze
w obrebie niektdrych szczepéw diploidalnych Metsch-
nikowia sp., np.: M. bicuspidata, M. pulcherrima i M. reu-
kaufii mozliwe jest istnienie zaréwno komorek haplo-,
jak i diploidalnych (Rys. 1) [48]. Po kopulacji komoérek
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NONO)
6 ~

Rys. 1. Cykl zyciowy drozdzy Metschnikowia sp. (opis w tekscie)
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Rys. 2. Chlamydospory drozdzy M. pulcherrima z widocznymi
kropelkami tluszczu

wystepuje faza heterokariondw, ktéra moze miec rézna
diugos¢, w zaleznosci od szczepu i warunkéw hodowli.
Heterokarion o haploidalnych jadrach moze generowa¢
haploidalne komoérki przeciwnych typéw lub, po kario-
gamii, moga tworzy¢ sie komorki diploidalne.

Badajac cykl komérkowy gatunkéw z rodzaju Me-
tschnikowia stwierdzono, ze M. drosophilae, M. orientalis,
M. agaves oraz gatunki izolowane w strefie klimatu tro-
pikalnego sa haploidalne, heterotaliczne i ulegaja fuzji.
Z kolei komorki M. bicuspidata mogg istnie¢ zaréwno
jako diploidalne, jak i haploidalne [31]. Wystepujace
zmiany w poszczegdlnych fazach cyklu zyciowego Me-
tschnikowia sp. moga by¢ zwigzane z ich zréznicowang
ekologia, np. wystepowaniem w srodowiskach stodkich
substratow roslinnych lub w organizmach owadow [48].

6. Metschnikowia pulcherrima — aktywno$¢
biochemiczna oraz potencjal aplikacyjny

Drozdze z gatunku Metschnikowia pulcherrima s
gatunkiem ,lagdowym”, do$¢ czesto izolowanym jako
typowa mikrobiota owocéw, kwiatéw oraz sokow
rodlinnych. Komorki wegetatywne sg kuliste lub elipso-
idalne o wymiarach 2,5-6 pm szerokos$ci na 4-10 um
dtugosci. W starszych hodowlach widoczne sg kuliste
komorki zawierajace jedna lub kilka kropel tluszczu
(Rys. 2). Kolonie rosngce na agarze stodowym przy-
bieraja barwe kremowsa, ale w obecnosci jonéw Fe’*
ich kolor zmienia si¢ na czerwonawo-brazowy, wsku-
tek wytwarzania barwnika pulcherriminowego, ktory
zwykle dyfunduje do podtoza (Rys. 3) [53, 60].

W hodowlach tlenowych M. pulcherrima nie two-
rzy pseudomycelium, natomiast szczatkowg pseudo-
grzybnie moze wytwarza¢ w warunkach ograniczonego
dostepu tlenu. Starsze komoérki wegetatywne przeksztat-
cajg si¢ w sferyczne chlamydospory, z ktérych z kolei
powstaja wydluzone, cylindryczne worki o wymiarach
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Rys. 3. Tworzenie barwnika - pulcherriminy przez drozdze Metsch-
niowia pulcherrima w obecnosci soli FeCl,

(4-11) x (15-55) pm. Zwykle zawieraja one jeden lub
dwa zarodniki w ksztalcie igly [31, 45].

M. pulcherrima asymiluje glukoze, galaktoze, sor-
boze, sacharoze, maltoze, celobioze, trehaloze, mele-
zytoze, czasem ryboze. Drozdze te sg takze zdolne do
wykorzystywania etanolu, glicerolu, mannitolu, sali-
cyny i heksadekanu. Inne zrédia wegla, np.: inulina,
rafinoza, laktoza, skrobia, ramnoza, arabinoza, metanol,
erytrytol, inozytol i kwas glukuronowy nie sg przez nie
przyswajane. Mimo dos¢ szerokiego spektrum asymilo-
wanych zrodel wegla, fermentuja jedynie glukoze, fruk-
toze, czasami galaktoze. Udzial zasad G+C w DNA tego
gatunku wynosi 45,6% [30].

Gléwnymi zwigzkami azotu wykorzystywanymi
przez drozdze sa wolne aminokwasy i nieorganiczne
zwigzki amonowe. S3 one asymilowane, umozliwiajac
wzrost drozdzy, produkcje wyzszych alkoholi, kwasow
organicznych oraz estréow. Drozdze Metschnikowia
sp. nie asymilujg azotandw, ale moga wykorzystywac
etyloamine oraz lizyne [30, 44]. Warto podkresli¢, ze
omawiane drozdze s3 zdolne do produkeji pozakomor-
kowych proteaz i lipaz, a cecha ta odgrywa wazng role
w adaptacji komorek do warunkéw srodowiskowych,
tworzeniu zwigzkéw aromatu oraz ich aktywnosci anty-
drobnoustrojowej [30].

Amensalizm, pulcherrimina i procesy biokontroli

Drozdze Metschnikowia sp. charakteryzuje wyjat-
kowa zdolnos¢ do wygrywania konkurencji z innymi
mikroorganizmami o kolonizacje okreslonych nisz
ekologicznych. Antagonistyczne wlasnosci tych droz-
dzy mozna wytlumaczy¢: (1) konkurencja o sktadniki
odzywecze, (2) zmiang pH srodowiska wskutek produk-
¢ji kwasow organicznych, (3) tolerancja komorek na
etanol oraz (4) wydzielaniem i uwalnianiem pozako-
morkowych zwigzkow antydrobnoustrojowych [47, 63].
Drozdze-antagonisci, namnazajac sie w srodowisku, nie
tylko ograniczajg pule tatwo dostepnych skfadnikow
pokarmowych, ale takze zmniejszaja potencjalna prze-
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strzen zyciowg dla innych drobnoustrojow, co w efekcie
wplywa na ograniczenie ich rozwoju [20].

Stwierdzono, ze drozdze Metschnikowia sp. charak-
teryzuja si¢ dos¢ silng aktywnoscig przeciwgrzybicza,
wykazujac zdecydowanie stabszy antagonizm w sto-
sunku do bakterii i pierwotniakéw [2, 33, 35]. Kilka
wczesniejszych doniesien dotyczacych wytwarzania
toksyn killerowych przez te drozdze, zostalo ostatnio
zweryfikowanych. Wskazano, ze w wielu przypadkach
dzialanie antybakteryjne M. pulcherrima wywolane
jest zmiang pH $rodowiska wskutek produkcji kwasow
organicznych, natomiast antagonizm w stosunku do
drozdzy oraz ple$ni zwigzany jest gtoéwnie z produkeja
kwasu pulcherriminowego wigzacego deficytowe zelazo
[50]. Wystepowanie aktywnosci killerowej zostalo
potwierdzone u rodzajow: Saccharomyces, Debaryomy-
ces (Schwanniomyces), Kluyveromyces, Zygosaccharomy-
ces, Pichia, Williopsis, Saccharomycodes. Warto jednak
tutaj wspomnie¢, ze drozdze Metschnikowia sp. wyka-
zujg oporno$¢ na toksyny killerowe [20].

Na unikatowe zdolnosci M. pulcherrima do wygry-
wania konkurencji z innymi drobnoustrojami o miejsce
w $rodowisku i zwigzang z nimi produkcje zabarwio-
nych na czerwono zwiazkéw wskazat juz w 1959 roku
MacWilliam [38]. Cook zidentyfikowat czerwony barw-
nik jako sél kwasu pulcherriminowego [8]. Kwas ten
jest wydzielany przez komoérki do srodowiska zewnetrz-
nego, a tam z jonami zelaza (III) tworzy kompleks o czer-
wonym zabarwieniu (Rys. 4) [41]. Wedlug Naumow’a
zdolne do tworzenia kwasu pulcherriminowego sa
tylko komérki haploidalne Metschnikowia pulcherrima.
Obserwowal on bowiem powstawanie czerwonych
mikroobszaréw w bialych koloniach drozdzy diplo-
idalnych [48].

OH o- |:\e
H,C N +_ H,C « O
{"SN* CH,  Fe (i) N e,
CH, OfN* _ CH, N _
CH, O\ CH,
OH Fe-O

Rys. 4. Tworzenie pulcherriminy w reakcji kompleksowania
jonow Fe®* i kwasu pulcherriminowego

Pulcherrimina moze by¢ produkowana réwniez
przez niektére gatunki bakterii z rodzaju Bacillus
(B. licheniformis, B. subtilis) oraz szczepy drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae. Produkcja barwnika ma miej-
sce w pozywkach zawierajacych sole zelaza (III), ale
ubogich w biotyne i inne potrzebne stymulatory wzro-
stu [3, 8, 26, 60, 68]. Inne drozdze, np. Rhodotorula
sp. i Sporobolomyces sp. rowniez charakteryzuja si¢
wytwarzaniem czerwonych barwnikow, jednak zwiagzki
te odbiegaja znacznie od pulcherriminy, zaréwno pod
wzgledem budowy, jak i wlasciwosci. Pulcherrimina
jest praktycznie nierozpuszczalna w wodzie, kwasach
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i typowych rozpuszczalnikach organicznych. Zwigzek
ten rozpuszcza si¢ natomiast do$¢ dobrze w silnych
roztworach alkalicznych, a dodatek kwasu powoduje
ponowne zmniejszenie jej rozpuszczalnosci i wytra-
canie z roztworu. Procedura otrzymywania pulcherri-
miny, opisana zostala juz w 1953 roku przez Kluyvera
i wsp. Pozwolita ona na otrzymanie 250-300 mg barw-
nika ze 100 g mokrej biomasy drozdzy [26].

Uwaza sie, ze reakcja kompleksowania kwasu pul-
cherriminowego i jonéw zelaza Fe (III) wyczerpuje
dostepno$¢ tych jondw w srodowisku. Zelazo jest waz-
nym pierwiastkiem dla wzrostu wszystkich organizméw
zywych, zatem jego niedobor w srodowisku stymuluje
mechanizmy konkurencji. Zdolno$¢ do produkeji
zwigzkow o niskiej masie czgsteczkowej warunkuje taka
przewage w konkurencyjnym nabyciu jonu zelazowego
[6]. Wtasnie brakiem jonow Fe** tltumaczy sie zahamo-
wanie wzrostu drozdzy ,,dzikich”, zanieczyszczajacych
srodowiska roslinne, cho¢ nie wyklucza si¢ wystepo-
wania réwniez innych mechanizméw antagonistycz-
nego dziatania M. pulcherrima [57]. Istnieja bowiem
dowody wskazujace, Ze omawiane drozdze wydzielaja
takze enzymy lityczne, np. chitynaze, co moze wigzaé
sie z ich wlasciwo$ciami antydrobnoustrojowymi [66].

Stwierdzono, ze obecno$é CaCl2 i NaHCO, w $ro-
dowisku ma pozytywny wplyw na potencjal antagoni-
styczny szczepdw Metschnikowia sp. [10]. Macarisin
i wsp. wykazali, Ze szczepy omawianych drozdzy gene-
ruja wysoki poziom nadtlenkéw na powierzchniach
nienaruszonych owocéw. Taka odpowiedz oksyda-
cyjna drozdzy moze by¢ elementem antagonistycznych
zachowan M. pulcherrima w stosunku do innych drob-
noustrojow [37].

Rézne szczepy M. pulcherrima zostaly uznane jako
wysoce skuteczny srodek kontroli biologicznej prze-
ciwko licznym gatunkom grzybow atakujacych owoce
i warzywa, np. Penicillium expansum i Botrytis cinerea
[24, 60]. Antagonistyczne dzialanie omawianych droz-
dzy zostalo takze odnotowane dla innych rodzajow
grzybow: Candida, Aspergillus, Trichosporon, Tricho-
derma oraz bakterii: Escherichia coli i Proteus vulgaris
[50, 59, 66]. Dostepna literatura opisuje szczepy drozdzy
nalezace do gatunkéw: M. pulcherrima i M. fructicola
jako skuteczne w zwalczaniu B. cinerea, P expansum,
Alternaria alternata na jablkach, P. digitatum i P. italicum
na cytrusach oraz B. cinerea na winogronach, truskaw-
kach i pomidorach [20, 57, 66]. Ponadto M. pulcherrima
okazaly sie skuteczne w zapobieganiu rozwojowi bak-
teryjnych patogenow: Listeria sp. i Salmonella sp. [39].

Drozdze Metschnikowia sp. o szerokiej tolerancji
temperaturowej, nie wytwarzaja spor o dziataniu aler-
gizujacym oraz szkodliwych mikotoksyn, a wiec moga
wchodzi¢ w sktad komercyjnych preparatow zapewnia-
jacych ochrone owocéw i warzyw zaréwno przed, jak
i po zbiorze [4, 47, 66].
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W obszernym artykule przegladowym, opracowa-
nym przez najwieksze swiatowe jednostki opiniotwor-
cze i przemyslowe, laboratoria i stowarzyszenia sek-
tora spozywczego, drozdze M. pulcherrima znalazly sie
na liscie mikroorganizméw technologicznie przydat-
nych [4]. Opracowane wczesniej preparaty Shemer
(Holandia) oraz ProYeast-ST i ProYeast-ORG (Izrael)
skutecznie zwalczajg patogeny kwiatow i owocow juz
na polu, kiedy stosowane sg kilkukrotnie w czasie
okresu wegetacyjnego. Wykazano, ze sg one aktywne
w stosunku do ple$ni z rodzajow: Botrytis, Penicillium,
Rhizopus i Aspergillus rozwijajacych sie na truskawkach,
jablkach, owocach cytrusowych i winogronach [24,
71]. Obecnie EFSA (European Food Safety Authority)
prowadzi konsultacje w sprawie aktywnych substancji
M. fructicola, o potencjalnym zastosowaniu jako natu-
ralne biopestycydy [14].

Badania prowadzone przez Csutaka i wsp. sugeruja,
ze szczepy M. pulcherrima, izolowane bezpos$rednio
jako mikrobiota owocow, wykazuja lepszg aktywno$é
antagonistyczng w stosunku do patogenéw, w poréw-
naniu ze szczepami kolekcyjnymi. Wynika to prawdo-
podobnie z mozliwo$ci wystepowania u izolatow zmian
genotypowych i fenotypowych, zwigzanych z adaptacja
do réznych srodowisk naturalnych [10].

Wystepowanie oddzialywan antagonistycznych
M. pulcherrima w stosunku do szczepéw Candida sp.
izolowanych z ludzkiego materiatu klinicznego moze
przyczyni¢ si¢ do rozszerzenia aplikacji drozdzy
Metschnikowia sp. w preparatach farmaceutycznych dla
ludzi i zwierzat [10]. Jednak takie zastosowanie wymaga
wielu badan. Warto zaznaczy¢, ze w obrebie rodzaju
Metschnikowia moga znalez¢ si¢ rowniez szczepy aty-
powe. Kuan i wsp. opisali pierwszy przypadek wyizolo-
wania od pacjenta z zapaleniem skory szczepu drozdzy,
wykazujacego duze podobienstwo do Metschnikowia
drosophilae. Fakt ten wskazuje na potrzebe rozwija-
nia kompleksowej analizy molekularnej oraz charakte-
rystyki fenotypowej szczepéw nalezacych do rodzaju
Metschnikowia [27].

Aktywnos¢ fermentacyjna

Drozdze M. pulcherrima charakteryzuje staba aktyw-
nos¢ fermentacyjna, cho¢ stanowia one czgsto rodzi-
ma mikrobiote moszczy winiarskich. Liczne badania
wykazaly, ze rodzaj Saccharomyces dominuje w etapie
glownej fermentacji alkoholowej, zas inne rodzaje,
m.in. Metschnikowia sg aktywne podczas pierwszych
stadiow procesu.

Polozenie geograficzne, warunki klimatyczne, od-
miany owocow, a takze specyficzne technologie pro-
dukcji win, czy cydrow mogg istotnie wplywac na roz-
norodnos¢ rodzajows i gatunkowa drozdzy obecnych
w moszczu [5, 69]. Znajomos¢ gatunkow drozdzy, ktore
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prowadza procesy fermentacji alkoholowej, stanowi
kluczowy element wiedzy o ich wplywie na jako$¢ wina.
Swiezy moszcz gronowy zawiera wiele gatunkéw droz-
dzy, gléwnie z rodzajow: Hanseniaspora (Kloeckera),
Pichia, Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces oraz
Metschnikowia. Drozdze te stanowig zaréwno rodzi-
ma mikrobiot¢ winogron, jak i srodowiska winnicy.
Metschnikowia sp. oraz inne drozdze niekonwencjo-
nalne inicjuja spontaniczng fermentacje soku, ale bar-
dzo szybko w procesie fermentacji zaczynaja domino-
wac S. cerevisiae [5, 36].

Liczba komdrek drozdzy, innych niz Saccharomyces
sp., juz na wezesnych etapach fermentacji osigga mak-
simum wynoszace 10° jtk/ml. Poziom taki jest jednak
wystarczajacy, by wywiera¢ wptyw na skfad chemiczny
wina. Zatem znaczenie drozdzy niekonwencjonalnych
w ogolnym charakterze wina jest bardziej istotne niz
wezesniej sagdzono. Wiele badan w réznych regionach
winiarskich na $wiecie potwierdza istotny wktad, jaki
gatunki drozdzy nie nalezace do Saccharomyces sp.
wnoszg do procesow fermentacji, zaréwno spontanicz-
nych, jaki i kierowanych. Drozdze niekonwencjonalne
wprowadzaja do procesu fermentacji element rdzno-
rodnosci ekologicznej, ktéra znacznie wykracza poza
rodzaj Saccharomyces [17].

Aktywno$¢ enzymatyczna drozdzy odgrywa klu-
czowa role w ksztaltowaniu charakteru produktu final-
nego. Szczegdlnie wazna jest produkcja pozakomor-
kowych enzymdw hydrolitycznych: pektynaz, proteaz,
B-glukanaz, B-glukozydaz, celulaz, celobiaz oraz amy-
laz. Aktywno$¢ proteolityczna ma istotne znaczenie dla
redukcji zmetnien w piwie, czy winie. Ponadto obecnosé¢
aktywnych proteaz zwigksza dostepnos¢ przyswajalnych
zrodet azotu dla mikrobioty win [54]. W badaniach
Straussa i wsp. drozdze M. pulcherrima wykazaly dobra
aktywnos¢ tych enzymoéw, obok innych drozdzy nie-
konwencjonalnych. Metschnikowia sp. wykazuje takze
aktywno$¢ B-glukozydazy, ktora ma istotne znaczenie
w tworzeniu zwigzkéw aromatu [19, 65]. Aktywnos¢
tego enzymu w moszczu skutkuje zwiekszeniem zawar-
tosci a-terpineolu, nerolu oraz geraniolu. Jednakze,
w winach wytworzonych przez mieszane kultury droz-
dzy M. pulcherrima oraz S. cerevisiae, st¢zenie dwdch
ostatnich zwigzkéw bylo zdecydowanie nizsze, praw-
dopodobnie wskutek przeksztalcenia nerolu i geraniolu
do a-terpinolu przez S. cerevisiae [51].

Przemyst fermentacyjny poszukuje nowych tech-
nologii, ktére umozliwiaja produkcje win o obnizo-
nej zawartosci alkoholu. Jednym ze sposobéw byloby
wykorzystanie szczepéw drozdzy, ktore sa mniej
wydajne w przeksztalcaniu sacharydéw do etanolu.
Komercyjne drozdze winiarskie charakteryzuja si¢
wysoka zdolnos$cig fermentacyjng. Wykazano jednak,
ze szczepy M. pulcherrima moga by¢ wykorzystane
do produkeji win niskoalkoholowych. Odpowiednie
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inokulacja moszczy szczepami M. pulcherrima oraz
fermentacyjnymi Saccharomyces sp. umozliwity wytwo-
rzenie produktéw o obnizonej zawartosci etanolu oraz
o bardzo interesujgcym profilu zapachowym [7, 55, 70].
Otrzymane wina charakteryzowaly sie podwyzszonym
stezeniem 2-fenylu i octanu 2-fenyloetylu. Obecnos¢
tych zwigzkéw wplywata pozytywne na cechy senso-
ryczne produktéw fermentacji [70].

Szczepy M. pulcherrima, tworzac zwiazki przeciw-
drobnoustrojowe: kwas pulcherriminowy oraz 2-feny-
loetanol, moga by¢ stosowane jako biofungicydy
w $rodowiskach fermentacyjnych o kwasnym odczynie
$rodowiska, wynoszagcym nawet pH=3-4 [56]. Oce-
niono, ze obecno$¢ drozdzy M. pulcherrima moze wply-
wac¢ hamujgco na wzrost drozdzy zanieczyszczajacych
srodowiska fermentacyjne: Pichia, Candida, Hansenia-
spora, Kluyveromyces, Saccharomycodes, Torulaspora
i Brettanomyces. Interesujacym jest fakt, ze aktywnos¢
M. pulcherrima nie ma negatywnego wplywu na wzrost
drozdzy konwencjonalnych S. cerevisiae [5, 25, 50].

Mimo, ze doktadne mechanizmy tej ,naturalnej
biokontroli” sg wcigz slabo poznane, to oferujg one
potencjal zastosowania wybranych szczepéw M. pul-
cherrima jako sktadnika tzw. ,multistarteréw” razem
z konwencjonalnymi drozdzami przemystowymi [50].

Produkcja lipidow

Drozdze M. pulcherrima wykazuja potencjat do pro-
dukgji tluszczy. Lipidy moga nawet stanowi¢ do 40%
s.m., co jest porownywalne z innymi drobnoustro-
jami oleogennymi. Ponadto tluszcze wytwarzane przez
Metschnikowia sp. wykazuja duze podobienstwo do
tych obecnych w oleju palmowym [56].

U prawie wszystkich organizmoéw zdolnos¢ do bio-
syntezy lipidéw prowadzi do utworzenia nasyconych
kwasow ttuszczowych. Utworzone kwasy C16-C18
moga by¢ nastepnie modyfikowane przez aktywnosé
odpowiednich desaturaz i elongaz. Gtéwnym produk-
tem biosyntezy jest kwas oleinowy (*>'*C18:2), ktory
stanowi nawet 70% ogdlnej puli kwaséw tluszczowych.
Gromadzenie lipidéw zachodzi w srodowisku, gdy limi-
tacja zrodet wegla praktycznie nie istnieje, natomiast
wystepuje niedobdr zrodet azotu. Oprocz deficytu azotu,
réwniez niedobor fosforanéw i siarczanéw stanowi
kluczowy element $rodowiskowy dla syntezy kwaséw
tluszczowych u mikroorganizméw oleogennych. Na
pewnym etapie hodowli, po wyczerpaniu zrodel wegla,
namnazanie komorek zostaje zatrzymane, a metabolizm
jest wowczas ukierunkowany na synteze lipidow [56].

Tworzenie kwasow tluszczowych inicjuje konwersja
acetylo-CoA do malonylo-CoA i malonylo-ACP. Ace-
tylo-CoA powstaje z kwasu cytrynowego, zgromadzo-
nego wewnatrz mitochondriéw lub powstalego w cyklu
Krebsa, przy udziale liazy cytrynianowej. Innym waz-
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nym enzymem zwiazanym z procesem akumulacji
lipidéw jest dehydrogenaza izocytrynianowa zalezna
od obecnosci adenozynomonofosforanu (AMP).
W przypadku deficytu azotu, dochodzi do gwaltow-
nego obnizenia poziomu AMP. Woéwczas aktywnosé
tego enzymu zwieksza sie, by wykorzysta¢ do syntezy
materialu komoérkowego wszystkie dostepne jony amo-
nowe. Powoduje to zmiany w cyklu Krebsa, polegajace
na hamowaniu aktywnosci dehydrogenazy izocytry-
nianowej, a wiec dochodzi do akumulacji cytrynianu.
Cytrynian w cytoplazmie ulega przemianom i w kon-
sekwencji powstaje acetylo-CoA, niezbedny do bio-
syntezy kwasow tluszczowych. Biosynteza ta zachodzi
w procesie odwrdconego procesu -oksydacji [40].

W produkcji przemystowej, zwlaszcza przy zastoso-
waniu odpadowych surowcéw, srodowisko czgsto nie jest
sterylne, co moze istotnie wptywac na wydajno$¢ pro-
cesu biosyntezy [40]. Wykorzystujac unikalne zdolnosci
Metschnikowia sp. do wzrostu w dos¢ szerokim zakre-
sie temperatur, a takze ich aktywnosci enzymatyczne
i przeciwdrobnoustrojowe, wyselekcjonowane szczepy
drozdzy mozna wykorzysta¢ do produkcji olejow z rdz-
norodnej biomasy roslinnej, bez koniecznosci zastoso-
wania szczegdlnych warunkéw aseptycznych [56].

7. Podsumowanie

Wryjatkowe zdolnos$ci adaptacyjne szczepdw z ro-
dzaju Metschnikowia oraz dominacja nad innymi gru-
pami drobnoustrojéw w réznych niszach ekologicznych
sprawiajg, ze cechy tych drozdzy wydaja sie by¢ nie
tylko interesujace z naukowego punktu widzenia, ale
wnoszg one takze duzy potencjal aplikacyjny. Zwazyw-
szy, ze aktualny wykaz mikroorganizméw o potencjal-
nych mozliwosciach aplikacyjnych jest raczej stabilny,
a nawet konserwatywny, zastosowanie technologiczne
moga znalez¢ tylko gatunki bardzo dobrze zbadane
i opisane [4]. Rozwdj wiedzy biotechnologicznej
i metod molekularnych z pewnoscig pozwolg nie tylko
na skuteczng identyfikacje wyselekcjonowanych droz-
dzy, ale takze umozliwig wyjasnienie mechanizméw ich
dziatania, monitorowania wzrostu oraz efektywnosci
poszczegdlnych szlakéw metabolicznych. Pozwoli to
na powszechne wykorzystanie unikalnych zdolnosci
drozdzy z rodzaju Metschnikowia w roznych procesach
biotechnologicznych.
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