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Die voortplantingsbiologie van Perionyx excavatus

(Oligochaeta)

F,A. Koegelenberg

(Verhandeling vir die M.Sc.Agric.-graad; stiidieleier: prof AJ. Rcinecke; inedestiidieleier: dr. S.A. Reiiiecke)
Dcpartcment Soologic, Univcrsiteit van Stcllcnbosch, Privaat sak X1, Maticland, 7602

Min is bckend oordie voortplanlingsbiologic van dicAsiaticsc
crdwurmspesic, Perionyx excavatus. Paring is nic ’n voorvcrcisle
vir die produicsic van vrugbarc tcokonnc dcur P. e.xcavatus nic.
Scll'bevrugling cn parlenogcncsc is as moontlikc voorlplantings-
wyscs waardeur individuecl gcisoiecrdc wurms vrugbarc
kokonnc produsccr, ondcrsock.

Die voorlplantingslclseis van individuecl geisolccrdc wurms
wat in grocpe aangehou is, is histologies vcrgelyk. Die anatomic
van die gcslagstelsci van die wurms wat geisolccrdc kokonnc
gcproduscer hct en dié wat in grocpe kokonne geproduseer hot,
het nic verskil nic. Die aanwcsighcid van spermatozoa in die
spermatekas van wurms wat in grocpe aangehou is, dui op pa-
ring en 'n voortplantingswyse van kruisbevrugting. Anatoniicsc
en sitologicse bewyse dui op ’n voortplantingswyse van self-
bcvrugting, alhocwcl partcnogencsc nic I'inaal uitgesluit kan
word nic.

Die elTck van vcrskillende voortplantingswyscs op die
relaticwe aangepastheid van die nageslag van individuecl
gcisolccrde cn grocpe wurms is ondcrsock. Die relaticwe
aangepastheid van die wurms is bcpaal dcur groei- cn
voortplantingsdata oor 'n pcriode van 60 dac tc versamcl. Die
rclaticwc aangepastheid van die individuecl geisolccrdc wurms
in die P-generasic hct nic van die van die wurms wat in grocpe
aangehou is, verskil nic. Die gcmiddcldc ouderdom van
klitcllumontwikkeling, kokonproduksic en die uitbroeisukses
van die kokonne van die individuecl geisolccrdc wurms in die

F|-generasie was betekcnisvol laer as die van die grocpe wurms.
Die intceldcprcssicwaardc van 0,49 dui daarop dat
scllbcvrugting nic die oorhecrsende voortplantingswyse is nie,
cn dat kruisbevrugting steeds voorkoni. Die genetiesc variasie
van die spesie bchoort hicrdcur konstant gchou te word, wat
andersins dcur sell'bcvrugting verlaag sou word, soortgelyk aan
die ciTck van inlcling.

Die clTck van volgchouc inteling op die relaticwe aange-
pastheid van die individuecl gcisoiecrdc wurms, is ondcrsock.
Groei- en voortplantingsparamcters is tussen vyfopcenvolgende
gcnerasies individuccl geisolccrdc wurms vcergelyk. Alhocwecl
die rclaticwc aangepastheid van die wurms vanal'die P- tot die
Fj-gencrasic afgcncem het, is dit tc betwylcl of dit die resultaat
van inteling was, aangesicn die relaticwe aangepastheid van die
wurms in die FA- cn FA-generasics dicsclfde of beter was as die
van die wurms in die P-gcnerasie. Die afname in die relaticwe
aangepastheid van die wurms was moontlik as gevolg van ’n
verskil in die omgewingstoestande tydens die P- tot F-
generasies.

P. e.xcavanis is 'n funksionele hermafrodict. 'n Voort-
plantingswysc van kruis- ofsellbevrugting kan aangcwend word,
alTiangcnde van die omstandighede waarondcr ’n wurm verkeer.
Die vermoc van P. excavatus om dcur ’n voortplantingswyse
van scllbcvrugting vrugbarc kokonne te kan produsccr, sal bly
voortbestaan solank die rclaticwc aangepastheid van die spesie
nie verlaag word nie.

Die ultrastruktuur van sperme van die rooibok
Aepyceros melampus (Lichtenstein, 1812) in die
Nasionale Krugerwildtuin met spesiale verwysing na
die invloed van koperbesoedeling

D.J. Ackerman

(Proefskrifvir die Ph.D.-graad; proinotor: prof. A.J. Reinecke)
Dcpartcment Soologic, Univcrsiteit van Stcllcnbosch, Privaat sak X1, Maticland, 7602

Die weiding suid van Phalaborwahek in die Krugerwildtuin word
waarskynlik deur ’n nabygelce kopcrsmeltcry met koper
besoedcl. Van die plaasdierc in die omgewing het reeds van
kopcrvergiftiging gevrek en die gemiddclde koperkonsentrasie
in die lewers van rooibokke is abnormaal hoog.

Die moontlikheid bestaan dat die ultrastruktuur van sper-

matozoa as ’n indikator van omgewingstoestande kan dien. Om
bogenoemdc moontlikheid verder tc ondcrsock, is die doelwit
van hicrdic studic die volgendc:

Om die ultrastruktuur van normalc rooibokspcrme cn hullc
abnormaliteitc tc beskryf cn die spcrmabnormalitcite van elke
procfdicr tc kwantifiseer cn met die koperkonsentrasie in die
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Icwer in verband le bring, om sodocndc Ic bepaal ol' daar i
korrclasic lusscn die Iwee veranderiil<cs beslaan.

Rooibokl<c wat maandcliks vanaf 1992.06.09 tot 1993.05,15
vir andcr navor.singsprojekte in die onigcwing van
Phalaborwaiiek en Skuku/.a gclcrniineer is, se sperme is vir die
studio bcskikbaar gestel. Die konlrolegroep hot bestaan uit 20
diere wat saamgestel is uit 14 diere afkomstig van die
Nwaswitshakaspruit naby Skukuza, uit ’n gcbied wal nie met
koper bcsoede! is nie, en 6 diere uit 'n groep wal oorspronklik
uit dieselfde gebied gekom het, maar wat le Skukuza in
aanhouding geleef het op vocdsel wat nie met koper besocdel is
nie. Die eksperimcntele groep het uit 44 diere bestaan waarvan
32 in die omgewing van die Tshutshispruit suid van
Phalaborwahek versamel is; die andcr 12 diere is langs die
Nwaswitshakaspruit gevang en op ’n koperbesoedekle dieet le
Skukuza aangehou.

Sperme uit die epididimis van elke dier is in ’n lydelike
laboratorium versamel en gefikseer. By die Elektronmikro-
skopie-eenheid van die Fakulleit Veeartsenykunde aan die
Universiteit van Pretoria is die sperme voorberei on met behulp
van skandeereleklronniikroskopie (SEM) en transmissie-
elektronmikroskopie (TEM) bestudeer.

Die koperkonsenlrasie in die lewer is bepaal en murgvet is
versamel om die kondisie van die diere te bepaal.

Met SEM is die uitwendige morfologie van ’n normale
rooiboksperm met mikrograwe gedokumenleer en die mate van
die sperm bcpaal. Mikrograwe van waargeneemde spcrm-
abnormaliteite is met SEM geneem. Persentasics is vir normale
sperme en die abnormalileile van sommigc sperme van ’n
kontrolegroep (gemiddclde lewerkopcrkonscnlrasie - GLKK =
37,9 dpm NB) berekcn. Dicsclfde persentasics is ook vir 'n

eksperimentcle groep (GLKK = 104 dpm NB) bereken. Van die
kontrolegroep het 91,6% en van die ckspcrimentclc groep 93,6%
sperme normaal vertoon. Die vcrskil in die persentasie
spermal'wykings van die twee groepc was ook van diesell'de
orde. Die verhoogde kopcrkonscntrasic in die lowers van die
eksperimcntele groep hot dus nie gclci tot “n vorhoging van die
pcrscniasic makro-abnormalitcite wat met SEM waargcnecm is
nie.

Die ultrastruktuur van ’n normale rooiboksperm is met
behulp van TEM beskryfen met mikrograwe gedokumentecr.
Die al'wykings van die sperniultrastruktuur is ook op mikrograwe
vasgele. Persentasics is vir die normale spcrmsnec en die
abnormalitcitc van soniniige spcrmsnec van ’'n kontrolegroep
(GLKK = 33,86 dpm NB) bereken. Dieselt'de persentasics is
ook vir ’n cksperimentele groep (GLKK = 122,5 dpm NB)
bereken. Vir die konlrolegroep was die persentasie neksnec met
vakuoles = 31,5% en vir die ekspcrimcntele groep was die
persentasie = 57,9%. Die verhoogde koperkonsenlrasie in die
lcwers van die eksperimcntele groep het dus gclei lot ’n
verhoging van die persentasie neksnec met vakuoles. Rede
bestaan om te glo dal die verskil van die persentasics kopsnec
van die konlrolc- en ckspcrimcntclc groep ook aansienlik hoér
behoorl te wees.

’n Gral'icsc analise van die TEM-data het ook getoon dat
daar ’n statistics bctckenisvolle korrclasic lusscn die persentasie
spcrmnckke met vakuoles en die koperkonsenlrasie in die lewer
van rooibokkc bestaan. Die bevinding is dat hoc Icwcrkoper-
konsentrasies ’n nadclige invloed op die ultrastruktuur van die
spcrmnck uitoel'en. Die moonilikheid beslaan ook dat koper-
konscnirasies in die lewer >500 dpm NB ook ’n korrclasic met
sommigc van die andcr abnormalitcitc sal loon.

Die opname en verspreiding van geselekteerde swaar
metale in die varswaterkrap Potamonautus perlatus
(Milne Edwards), in die Eersterivier, Wes-Kaap

R.G. Snyman

(Verhcmdeling vir die M.Sc.Agric.-gniad; stiidieleier: prof. J.A.J. Net; medestudieleier: prof. A.J. Reinecke)
Deparlcmcnt Soologic, Universiteit Steilenboscii, Privaat sak X1, Matieland, 7602

'n Aantal studies oor die algemenc fisicsc en chcmicse
eienskappe van die Eersterivier, Wes-Kaap, is voorheen gcdoen,
maar die probleem van swaarmetaalbesocdcling is, teen 1993,
nog nie aangcraak nie. 'n Studio is dus van 1993 tot 1995
onderncem om hierdie aspckte to ondcrsoek. Aangesien verskeic
navorscrs bevind hcl dat varswaterkrappe sekerc swaar metale
in hul liggame akkumuleer en dus moonllik as monitors van
omgewingsbesoedcling in torme van swaar inelale kan dien, is
in die huidigc studio hoofsaaklik gekonscntreer op mctaal-
konsentrasies (Mn, Zn, Cu, Pb en Cd) in die plaaslikc
varswatorkrapspesio, Potamonautus perlatus, asook sy
moontlike gcbruik as biomonitor in die Eersterivier.

Twee lokalitoile in die Eersterivier is gekics om vergelykings
le kan trof, naamlik ’n relalief ongckontamincerde pick in die
Assogaaibosch Natuurrescrvaat, Jonkershoek, en 'n ooglopend
besoedelde plek slroomaf van Slellcnboseh, aglcr Stellenbosch
Boerewynmakery (SBW). Krappc, water-en sedimentmonstcrs
is seisoenaal by albei lokalitoile versamel, en metaalkonsentra-

sies daarvan dour middel van atoomabsorpsie-spektrolblomclirie
bepaal.

Die resultale hot getoon dat die Eersterivier tot by die SBW-
lokalilcil in lermc van swaar metale nog relalief onbcsocdcl is.
Dit was cgter duidelik dat al'loop vanaf die Stellenbosch
munisipalc, industrieic cn landbougebiede wcl ’n invioed het
op andcr fisiese cn chemiese eienskappe van die rivier. Die
swaarmclaalkonscntrasies in heel krappc, wcefsols en die
karapaks, hot getoon dat Zn-konsontrasie good gercguleer is in
P. /)e;7flii/.s-eksemplare van albei lokalilcilc, Mn en Cu gcak-
kumuleer is in ckscmplarc van SBW, cn Pb en Cd geakkumuleer
is in beide bevolkings. Kompartcmentalisasie van swaar metale
isin P. perlatus waargcnecm: die karapaks was die bclangrikslc
borgingsplek van Mn, Zn cn Pb, die karapaks en gonadcs ewe
bclangrik vir Cd-bcrging, en die spysverteringsklier die
bclangrikslc bergingsplek vir Cu. Terwyl dil geblyk het dal
gcslag in P. perlatus nie baio bclangrik is in die opnccm van
swaar metale nic, het krapliggaamsgrootte en soisoenalileit wel
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gcblyk oni, tot 'n male, ’n invlocd op die opncem van swaar
mclale ic he. Slogs die soiiierpici<e vir mangaankonsenlrasics
in heel krap, karapakscn wecfsel iicl eglcrgckoiTcieer met picke
in omgewingskonsentrasies.

Daar is lot die gevolglrekking gekom dal R perlaitis moonllik
slegs ’n pasiike monitor van omgewingsbesocdeling met Mn,
Pb en Cd sal kan wees. Daar is egtcr geen waarborg dat die
krapliggaam omgewingskonsentrasies akkiiraat sal weerspieél
nie. Daar is ook bevind dat, aangesien ’n studie van die sperni-
ultrastrukluur van R perlaliis 'n beduidend groler gelal

abnorniale spermsclle in manlike krappe van SBW opgclewer
hct, en aangesien die waargenome verskillc moonllik herlci kan
word na melaalblootstelling, die spcrmsel van liierdie spesie
moonllik ’n meer belroiibare indikalor van swaarmelaal-
besoedeling kan wees. Die finale gevolglrekking was dal meer
intensiewe navorsing oor verskeie aspekte onderneem moet
word, veral oor die gebriiik van die spermatosoon as indikalor
van omgewingsbcsoedeiing met swaar melale, en dal die
resullaie van die luiidige studie sal kan dien as basis vir
toekomsligc studies.

Ekotoksikologiese effekte van mangaansink-etileenbis
(ditiokarbamaat) op terrestriéle Oligochaeta-
ekstrapolasie vanafdie laboratorium na die veld

L.A. Vcrmciilen

(Verluiiideling vir die M.Sc.-graad; studieleier: prof. A.J. Reinecke; niedestiidieleier: dn S.A. Reinecke)
Dcpartcment Soologic, Univcrsitcit van Stcllcnbosch, Privaat sak X I, Maliclancl, 7602

Piaagdodcrs is biologies aktief en alhoewel hulle aansienlike
voordele vir die landbou inhou, moet dit opgeweeg word tecnoor
die nadele wal cie is aan hul toksiese eienskappe, omvang en
patroon van gebruik en die I'eit dat sommigc persistcrend in die
omgewing mag wees.

Die gedrags- en l'isiologiese kenmerke van erdwurms
verhoog hul bloolslelling aan piaagdodcrs of veroorsaak dat
hulle ’n onvermoé hel om piaagdodcrs tc vermy. As gcvolg van
hul bclangrikheid in grondekosistemc, meet ekotoksikologiese
cvalucring gedoen word om vas tc stel op waiter vlak van
blootstelling en onder waller toeslande daar waarskynlik geen
risiko sal wees nic.

Ekotoksikologiese evaluering hct meeslal staatgemaak op
die gebruik van laboratoriumondcrsoeke, veral die LCj,,, en meer
onlangs die sublelale loetse, om vas te stel waller risiko aan die
gebruik van ’n plaagdoder verbonde is. Daar is egler nog steeds
mcningsverskille oor hoe goed hicrdie laboratoriumloctse die
effcktc van piaagdodcrs op erdwurms in die veld sou voorspel.
Die doel van hicrdie studie was dus om die ekotoksikologiese
effckle van mangaansink-etileenbis (ditiokarbamaat) (Man-
eozch) op erdwurms onder laboratorium- en veldtoestande te
ondcrsoek, sodat die geldigheid van ekstrapolasie tusscn
laboratorium- en veldloetse bepaal kan word.

Die 14 dae akute toksisileitstoetsc is uilgevoer volgens
metodcs wat aanbeveel is deur die OECD riglyn no. 207. Vir
die sublelale loetse is E. feiida onder bchecrde labora-
toriumtoestande vir ’n periode van 10 wcke aan konsentrasies
van 8 mg kg ' (aanbevole dosis) en 44 mg kg ' Mancozeb
blootgcstcl. Gecdurende hicrdie periode is groei, klitel-

lumonlwikkeling, kokonproduksie cn uilbroeisukscs gemonilor.
Vir die vcldtoelse is 'n erdwurmpopulasic van 'n gekwcckie
grasperk naby aan die Ecrslerivier in Stellenbosch gemonilor
vir verandering in getal en biomassa, na behandeling met die
aanbevole locdieningskocrs van Mancozeb. Hicrdic studie is
vanaf Oktober 1995 lot Julie 1996 uilgevoer. Gedragsioclse is
ook uilgevoer om vas te stel of /i. feiida die teenwoordighcid
van Mancozchb kon waarnecm en of hulle dus die gekonla-
minecrde substraal vermy hel. Analiscs vir die bioakkumulasie
van swaar metale in Mancozcb, naamlik mangaan cn sink, is
met ’n Varian 1275AA VlamAloomabsorpsie-spcktrofotomctcr
uilgevoer.

Resullaie hel aangcdui dal Mancozcbh ’n LCA, van 1262 mg
kg ' hel. Vcrder is gevind dat Mancozcbh ’n nadeligc cffek op
erdwurms in die veld gchad hel, maar populasies kon herstel
voor die aanvang van die volgende bespuilingscisoen. Mancozch
is gevolglik gcklassifiscer as van ’'n lac risiko vir erdwurms.
Nog sink, nog mangaan is egtcr na blootstelling aan Mancozeb
deur die erdwurms gckonsentrcer. Die locdiening van di6
swamdoder behoorl dus geen risiko van biovcrmenigvuldiging
in die voedsclkelling in tc hou nie. Die nadeligc effcktc wat
waargenccm is, blyk die gcvolg van ’n tekort aan sink cn/of
mangaan tc wees, maar vcrcis verdcre ondcrsoek.

Die gevolglrekking is gemaak dat om ekstrapolasie lussen
die laboratorium en die veld toe te laat, 'n uitgebreide databasis
van sulke korrelasies nodig is. Waar dit moonllik is, behoorl
daar egler van laboratorium-cn veldloetse in kombinasie gebruik
gemaak te word, omdal dit saam die beste vcrklaring behoorl te
bicd vir die cffek van piaagdodcrs op erdwurms.
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Die stabiliteit van stysel- en proteiengebaseerde souse
gesteriliseer metioniserende strale

C. Erasmus

(Verhandeling vir die M.Sc.Agric.-graad; studieleier: prof. J.R.N. Taylor; medestudieleiers: drr. A. Minnaar en

LA.G. Weiiiert)

Dcparlecmcent Vocdsclwcetenskap, Univcrsileit van Prcloria, Pretoria, 00){)2

Vooralhcrcidc vicis-en-sous-produkle kan gcslerilisccr word
dcur gcbruik tc niaak van ganimabestraling cm sodocnde
rakstabieic produklc tc produsccr waarvan die raklcwe ininslens
lwcc jaar is. Ganimabestraling beinvlocd die kwalilcil van
hierdic produktc as gcvolg van sckere beslralingsgeindusecrde
ciicmicse reaksics wat in die produk plaasvind. Die stabiliteit
van die bcstraalde souse in die produkte word baie nadelig deiir
hierdie reaksies beinvlocd cn dit wil voorkoiri asof 'n stabiele
sous nic gcfornuileer kan word dcur gcbruik te inaak van
tradisionelc sousreseptc (verdik met stysel) nic. Die sensoriese
kwaliteit van vieis word grootliks verbeler dcur die byvocging
van sous en ’n behocl'te bestaan vir die bepaling van die faktore
wat die stabiliteit van die stysel of andcr verdikkers
(protciengebasecrde) beinvlocd, ten cinde ’n bestralingstabieic
sous te kan Ibrmuleer. in hierdic ondersoek is die cicnskappe
cn reaksics van ’n gemodifisccrdc micliestysci- cn ’n
ertjieprolcienverdikker ondersoek. Hierdic verdikkers is in .souse
gcbruik wat gcesleriliscer is dcur van gammastralc gcbruik te
maak. Die crtjieprotei‘cnverdikker is uit 'n verskeidenhcid
protcicnverdikkers na vooraftoctsing gesclcktcer Die prinicrc
doel van die ondersoek was om die lisicse, chemicsc cn
mikroskopicse cicnskappe van stysel- en protcicnverdikkers in
gestcrilisecrdc bcstraalde souse met niekaar te vergelyk asook
die reaksies wat tydcns opberging voorkom. Die sckondcre
doclwit was om die cl'fck van die sousbcstanddelc, wat nic die
verdikkcer insluit nic, op die stabiliteit van die bcstraalde .souse
te bcpaal. Prote'ien- en styselsuspensics en -souse is by 'n dosis
van 45 kCy bestraal (voor bcstraling is die souse tot -40 °C
bevries). Die souse is vooralberei en verpak in becslralingsgc-
skiktc gclaminccrdc sakkies wat vakuum vcrscél is. Na
bestraling is die souse vir twee weke by 40 °C geinkubecr om
mikrobiologiese stabiliteit tc tocts. Die produkte is na inkubasic
vir 32 weke by kamcrtcmpcratuur opgebcrg.

'n Kontrolcmonster wat al die bcstanddelc bchalwe die
verdikker bevat hct, is ook gctocts. Analiscs is uitgevoer na
bevricsing, bestraling cn inkubasic cn gcdurcndc opberging (vicr
weke intcrvallc). Analiscs wat uitgevoer is, sluit in: viskositcit,
L,a,b kleur, pH, vry suurheid, malonaldehied, totale karbonicl-
komponente, ligmikroskopic cn partikelgroottc-analise
(bccldanalise).

Die viskositcit van die protcicnsous hct gcdurcndc opberging
konstant gcbly, terwyl die viskositeite van die styselsous cn
styselsuspcnsie afgeneem hct. Die viskositcit van die styselsous
hct vinniger argcneeni (na slegs 12 weke opberging) gcdurcndc
opberging as die viskositcit van die stysclsuspensic (na 28 weke

opberging). Die opbreking van gcgclatiniscerdc stysclkorrels
was duidclik sigbaar op jodium-gcklcurde monsters wat m.b.v.
ligmikroskopic gecvalueer is. Die al'namc in viskositcit na
bestraling hct gcpaardgegaan met 'ntocname in die hocveclhcid
malonaldehied en karboniclprodukte geprodusccr, asook ’'n
tocname in die hocvcclhcid vry sure. Die hocvcclhcid
malonaldehied hct egter weer tydcns opberging afgeneem,
waarskynlik omdat malonaldehied ’n onstabiele produk is wat
vinnig met andcr produklc reagcer Die hoeveclhcid karbonicl-
komponente en vry sure was nicer in die styselsous as in die
slysclsuspensic. Die produksie van malonaldehied, karbonicl-
koniponcntc cn vry sure was ’n indikasic van styscldc-
polimerisasie in die styselsous cn -suspensic. Die olic in die
styselsous hct bygcdra tot die produksie van malonaldehied cn
vry sure, 'n Afnanic in die partikelgroottc van die stysel-
fragnicntc is tydcns opberging waargcneem.

Die protcicnsuspcnsie het na bestraling gekoagulecr, terwyl
die protcicnsous glad gcbly hct. Die byvocging van tctrana-
triunipirorosfaat en laklose (d.ni.v. byvocging van pociermelk)
in die souse het waarskynlik die koagulcring verhoed en
sodocnde die sous gcstabiliscer. ’n Toenanie in die partikcl-
grootte van die protc'ienfragnicnlc in die protcicnsuspcnsie is
tydcns opberging waargencem. Die loename in die hocvcclhcid
malonaldehied en karboniclkomponcnte wat in die protcicnsous
direk na bcestraling voorgekom het, kan loegcskryf word aan
die voorkonis van olie in die produk, aangesien soortgelyke
toenames nic in die proieicnsuspcnsic voorgekom hct nic. Die
protci‘ensuspensie hct nic olic bcvat nic. Bruin verklcuring het
in die protcicnsous, styselsous cn kontrolc voorgekom, maar
nic in die suspensies nic. Die bruin verklcuring was waarskynlik
die gevolg van Maillardreaksics in die produktc.

As 'nalgemenc gevolgtrekking kan gesc word dat alhocwcl
bevricsing van produktc voorcn tydens bestraling die voorkonis
van beslralingsge'induseerdc reaksics tot ’'n groot mate verhoed
cn sodocnde die produk stabiliseer, kan die stabiliteit van
verdikte souse nic verscker word nie. Die sousbcstanddelc het
ook ’n verdcre negaticwc invloed op die stabiliteit van 'n
styselverdikker gehad, onidat die styselsous vinniger as die
stysclsuspensic gcdestabiliseer het. Die gcbruik van stysel as
’n verdikkcr in die I'ormulcring van bestralingstabieic souse word
dus nic aanbeveci nic. Daarenteen word die stabiliteit van
ertjicproteicn minder nadelig dcur bestraling beinvlocd en kan
dit gcbruik word ten cinde ’n stabiele vcrdikkingselTck in
rakstabieic bcstraalde produklc tc verscker.



176 ISSN 0254-34H6 = SA Tydskrifvir Naliiiirwelenskap en Tei’iiolof’ie 16, no. 4 1997

Behandeling van vesel om bruinbroodkwaliteit

te verbeter

E.M. Nellcs

(Verhandeliiig vir die M.Sc.Agric.-graad; stiulieleier: prof. J.R.N. Taylor; iiiedestiidieleier: dr. P.G. Randall)
Dcparlecmenl Vocdselwclecnskap, Univcersilcil van Pretoria, Pretoria, 0002

DIl is aionibckend dat scmels *n ncgaticwc clTcic op bruinbrood-
kwalitcit Incl. In Suid-Alrika word bruinbroodmeel gcprodusecr
dcur die tcrugvoeging van scincls in wilbroodmeci. Hicrdic
tcrugvoeging van scmcis hct 'n ondcrsock na die clTck van
semelbehandclings en semcltipes op bruinbroodkwaliteil
gci'nisieer. Die hoofdoelwit van die projek was om eenvoudigc
semclbehandelings sc cffek op bruinbroodkwaliteil le ondcrsock.
Hierdie eenvoudigc semelbchandclings hel ten docl gcliad oin
ncgaticwc cn'cktc van semelbyvoeging, soos ’n vcrlics in
broodvolunie cn ’n digtc kruminelstruktuur, te verlig, 'n
Sekondcre doclwit van die projek was oin le bepaal of vcrskil-
lende scmelsoorte (kultivars) bruinbroodkwaliteil verskillend
beinvlocd.

Vier verskillendc scmclsoorte, waarvan dric suiwer kultivars
was, is gcbruik cm dric semclbehandelings se crtekte op bruin-
broodbakkwalitcit le ondcrsock. Bakkwalilcit hct ingesluil:
decgeienskappe, broodvolume, broodhoogtc, broodfermheid en
krummelstrukluur. Dric verskillende semclbehandelings is
benui: hidrasie, nat hittc cn nat oksidasic. Al die behandclings
is gckenmerk dcur die hidrasie van die scmcis voor die
byvoeging daarvan lot die ander bruinbroodbcslanddclc. Die
nathiltebehandcling hct die hidrasie van scmcis in kookwater
behels, terwyl die natoksidasiebehandcling die hidrasie van
semcls in suurstofvcrrykic water behels hct. Die cffek van die
semclbehandelings cn scmclsoorte op scmclensicmaktiwiteitc
van lipase, lipoksigcnasc cn hidropcroksied-isomerase, asook
die hoeveelheid potensiéle oksideerbare stowwe (POS) in die
semcls is bepaal.

Al die semclbehandelings hct die bruinbroodkwaliteit
belekenisvol vcrbcler en groter, sagter brode lot gevolg gchad.
Al die behandclings hct die optimum watcrabsorpsie van die

bruinbroodmeelkomponente met cen pcrscnl verhoog. Die
scmelbehandclings blyk die clTck te he van vcrbclerdc hidrasie
van alle bruinbroodmeelkomponente ongeag hul hidrasie-
tempo’s. Die nathiltebehandcling hct die bruinbroodkwaliteit
die minste verbeter, terwyl die hidrasie- cn naloksidasie-
behandelings dit die meeslc verbeter hct. Die natoksidasic-
bchandeling was vir alle scmclsoorte die konsckwcentstc in sy
verbetering van bruinbroodkwaliteit. Die bakkwalilcit van die
behandelde scmels hct omgekccrd eweredig gckorellecr met die
behandclde semcls sc POS-inhoud. Daar word voorgcstcl dal
die oksidasic van POS (bv. gercdusccrde glutatioon cn poli-
onversadigdc vry vctsure) bydrae tot bcter disulfiedbinding cn
sodocnde stcrker decg. Die scmelbehandclings hel egler nic die
krummelstrukluur van bruinbrood belekenisvol beinvlocd nic.
Die verskillende semelsoorte hct bclekenisvollc verskillc in
bruinbroodbakkwaliteit tot gevolg gchad. Ensiernakliwileil van
die verskillende soorle semcls hct egter nic korrelasie getoon
met bakkwalilcit nic. Waterrclensicvcrmoens, bakkwalilcit en
krummelstrukluur van die verskillende soorte scmels hct goeic
korrelasie getoon. Die decg se watcrab.sorpsic was grootliks dcur
die semelsoori beinvlocd, wat impliscer dal scmelsamcstelling
cn die gevolglikc hidrasie van scmclkomponcnte moonllik
vcrantwoordclik kan wees vir die verskillc in bakkwalilcit dcur
die semelsoorte gcillustrcer.

Hicrdic semclbehandelings hct potensiéle loepassingsmoont-
likhede in die Suid-Afrikaanse bakbedryf waar ’n klein
aanpassing in die mengproses bcter bruinbroodkwaliteil tot
gevolg kan he. Kennis van die bakkwalilcit van verskillende
semcltipes mag 'n positiewe impak op die Suid-Afrikaanse maal-
en bakbedrywe he as dit benut word om semcls te selektecr wal
bruinbroodkwaliteit posilicf beinvloed.

Karakterisering van die oorspronklike en
gemodifiseerde vorms van die Z.riP-translokasie

van koring

R. Prins

(Proefskrifvir die Ph.D.Agric.(Genetika)-graad; stiulieleier: prof G.F Marais)
Dcpartement Genetika, Univcrsitcit van Stellenbosch, J.S. Maraisgebou, Victoriastraat, Stellenbosch, 7600

Die Thinopynun /w/ii/cl/i/n-verhaaldc (T4 of “Agatha”) Lrl9-
translokasic is 'n uilstekendc bron van blaarrocsweersland van
gewonc koring. 'n Soorlgelyke Z.//9-translokasie kom in die
kiemlyn “Indis” voor, waarvan aanvanklik geglo is dat dit
verhaal is van 77;. distichiim en dal dit homoloog is aan dicT4-
translokasic. Sederldien is egter aangcioon dat die “Indis”-
translokasie in werklikheid dicT4-lranslokasie is. In baie lande
kan Lr19 ongclukkig nic benut word vir die teel van broodkoring
nic, aangcsien die Tliiiwpyriim-vcrhaaldc segment ook ’n

geen(c) dra wat kodeer vir geelendospcrmpigmcnlasie. ’n Aantal
gemodifisccrdeen vermcende gemodifiseerdc vorms van Lrl9,
waarvan baie nic die gcclpigmcentgcen dra nic, is vantevore vanaf
beidc bronne deur mulagens-bchandeling of geinduscerde
homoloc rekombinasic lussen die gctranslokeerde segment en
homoloc koringehromalien, verhaal. Die volgorde van verskcic
gene op die L/79-iranslokasic was reeds as volg bepaal; sentro-
mcer - Sdl -Lrl9 - Wsp-DI - Sr25/Y. Die yl fisiese kaarl hel nic
locgelaat vir die bevesliging cn karakterisering van baie van
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die gcmodifiseerdc vornis nie en daar is diis 'n poging
aangcwcnd om vcrdere mcrkers op die iransioiiasie te tcartccr.
Daar is geloon dal die segregasicdislorsiclokiis, Sell, vooikciir-
oorcrwing van die transiokasie in iietcrosigote lot gevolg licl.
Gemodirisccrdc vorms, wal klaarblykiik Sdl vcrioor lict, loon
nog steeds segregasiedislorsie, al is dit 'n vcranderde effek.
Segregasiedistorsic word as ongewens beskou aangesien dil
pogings om vir wcerstand in leelprogramnie ic seiekleer,
bemoeiiik. Dicgamelosiedsislecni kan ook 'n mulagenicseel Tck
in iielcrosigolc lie wal ongewens in leling is. Negc-en-lwinlig
iyne mel deiesies in die “Indis” Lr/9-gelranslokcerde segnienl
is gebruik om ’naanlal Thinopynini RFLP-lokusse, asook Sr25
en ScU, l'isies te karleer. Die relatiewe ligging van mcrkcrlokusse
is as volg op die transiokasie bepaai: sentromeer - Sell - Xpsrl65
- XpxrlOS - XpsrJd29 - XcsIHSI-1 - Xwg380 - Xinwa2062 - LrlJd
- Wsp-DI - Sr25/Y. Die data bevestig die gerapporteerde
homoéologie tusscn die L/79-segnient en ctiromosoomarm 7DL
van koring. Die gebruik van RFLP-nierkers wys dal die “Indis”
Li79-Irans!okasie nie vanalT/i. distichum aCkomslig is nie, maar
dal dil idcnties is aan die Th. ponliciiin-\rcrhaa\dc T4-
translokasie. Agl vermeende rekombinantc van die transiokasie
in “Indis” is gekaraktcrisecr met die gekarteerde merkerlokusse.
Naby-isogeniese lyne van hicrdie segmente is in verskillende
koringagtergronde onlwikkel en met ’n reeks blaarroespatotipes
getoets om die teenwoordigheid van Lrl9 te bevestig. Dit wil
voorkom asof slegs een van die vicr vermoedelike witendo-
spermrekombinante, 88M22-149 (L/79-149), 'n ware Lrl9-
rekombinant is en dat die oorsprong van die wecrstand.sgeen in
dieanderdrie scleksies onbekend is. Monosomiese analises het
aangctoon dat hierdie onbekende geen op chromosoom 6B gelee
is. RFLP-analise het die vcrplasing van die getranslokeerde seg-
ment in L;79-149 na chromosoom 7BL bevestig. Die fisiese
delesiekaart het dit nioontlik gemaak om die gerekombineerde
en gemuteerde vorms van die L/79-translokasie in “Agatha”

molekulér te karakteri.seer. Die kortste 'niiiiopyiuin-i‘'vagmenl
is op chromo.soomarm 7DL van "Transfer 10” gevind. “Trans-
fer 10” kan niittig wees in pogings om L/79-149 verder te
verkort. Die verskillende ehromosoomliggings van die twee
translokasies sal egtersiilke pogings bemoeiiik. *n Tliinopyriiin-
spesifieke kloon, pLcUCD2, en ’n aantal gars- en hawerpeilers
is ook getoets vir moontlike gebruik in die kartcring van die
/7i79-Iranslokasie, maar het swak resultate opgelewer. Die
oorspronklike Lr/9-translokasie toon besteiidige voorkeur-
oorerwing in heterosigote en die grootte van die effek varieer
alliangend van die genetie.se agtergrond van niatig tot baie sterk.
Die segregasiedistorsic vcroorsaak dcur die gewysigdc cn
verskeic vermceende gewysigdc vorms het gcwissel van self-
eliminering tot voorkeur-oorcrwing. L r/9-149 het die Sdl-gccn
verlooren loon gerceld sterk self-eliminering as gevolg van die
teenwoordigheid van 'n tweede segregasicdistorsic-lokus (Sd2).
Meer merkers is egler nodig om Sd2 te karleer. ’n Studie van
die gamelosiedrcsponsie wal deur die L/79-translokasie ontlok
word, dui daarop dat dit baie kompleks is. Die gamelosied-
responsie van drie van die L;79-vorms is sterk deur die genelicsc
agtergrond van die hibried beinvlocd cn het 'n poligcnicse ba-
sis. Rcsponsic-allele uit “inia 66” en “Indis” (chromosome 2A,
215, 3B, 51J, 5D cn 6D) wissel skynbaar in hul cffcktc van
gcdeellelik dominant tot oordominant len opsigte van die “Chi-
nese Spring” vcrhaalde allele. Die dominantc allcci kan die
respons versterk of verswak, afhangend van die interaksie
daarvan met ander agtergrondsgene en die kombinasie van Sd-
gcnc op die transiokasie. Dit wil voorkom asof die rcsponsicgene
nie konipcnsccr vir die afwesighcid van ’n homoloog in ’n
hcmisigoot nie, aangesien hemisigotc dikwels cffcktc het wat
baie vcrskillend is van bcide die van homo- en heterosigote. Dit
is moontlik dat alle rcsponsicgcne nie opgcspoor is met die
spesifickc genotipes wat bcstudeer is nie cn dal die gebruik van
’n ander slel genotipes dalk vcrdere rcsponsicgcne sal blootlé.

Transkripsionele en translasionele inisiasie van die
glukoamilase- en mukingene in Saccharomyces

cerevisiae

M.A. Vivicr

(Proefskrifvir die Pli.D.-graad; promotor: prof. 1.S. Pretorius)
InslilLiul vir Wynbiotcgnologic cn Dcparlcmcnt Mikrobioiogic, Univcrsilcil van Slclicnbosch, Privaal sak XI,

Malicland, 7602

Die gis Saccharomyces cerevisiae var. diaslalicus (voorheen S.
diastaticus genoem) kan stysel bcnul as gevolg van die
teenwoordigheid van enigc van drie swaar gcglikosilccrdc,
ekstrascllulérc glukoamilascs, Stalp, Sta2p of Sta3p (ook
bekend as GAI, GAIl ofGAIlii). Drie polimeriese gene, STA!
(ehr. 1V), STA2 (chr. 1) cn STA3 (chr. XIV) kodeer vir
bogcnocmdc isosicme, waarvan slegs een voldoende is om stysel
te hidroliseer dcur die vrystelling van cnkcl glukosc-rcsidu’s
vanaf die nie-rcduscrcndc punt van die slyselpolimccr. Alhoewel
hierdie gene in S. cerevisiae afwesig is, kom ’n verwante gccn,
SGA! (chr. IX), wat vir ’n intrascllulcre, sporulasiespesificke
glukoamilase, Sgalp kodeer, in beidc S. cerevisiae en S.
cerevisiae var. diaslalicus voor. Twee kriplicsc sekwense, Sl

en S2, is homoloog aan die 5’-gcbicde van die STAI-3-gcne en
beide is op chr. IX gckartecr. Die klonering en DNA-
volgordcbcpaling van fragmenle wai5/ en S2 insluit, het geloon
dal hierdie sekwense dcci vorni van een geen wal onlangs
gcklonccren MUCI genoem is. Homoloégcdcclles indIcSTAI-
J- en MUCI-gcnc sluit bykans idenliesc promotorsekwense,
idenliesc hidrolbbicsc inleierpepticdc, sowcl as ’n treonicn- cn
scricnrykegebicd in. Die Sial-3p bcstaan verder uil “n kalaliliese
domein wal vir glukoamilase-akliwitcii vcraniwoordclik is;
Muelp bcstaan wecr uit verskcic herhalende sckwensies wat
ryk is aan treonicn-, scrien- cn prolicnrcsidu’s in die senlralc
gcdeellc van die proleien, asook 'n nicnibraan-oorbruggings-
domcin aan die C-terminus van die proicicn. Muclp deci
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wcliswaar uitgcbreidc lioinologic met mcnslikc mcmbraan-
gebondc inukinproteicnc cn gis-llokkulasicprotcicnc. Opvolg-
cndc onllcdings het gctoon dat die MUCI- cn i'7>\/-.?-gcne op
die iranskripsioncle vlak gekoreguleerd is dcur iwcc aklivcerders
wat deur MSSIO en MSS!I gekodccr is. Alhocwci Muclp
gekoreguleerd met die glukoamiiases is, is dit ten opsigte van
I'unksie vcrwyderd deurdat dit onontbeeriik vir pseudo-
hifcvorming, selaggregasie, sowel as die penetrerende groeiwyse
van S. cerevisiae is. Hierdie interessantc koppeling liissen die
oogiopend uileenlopende prosesse van styselhidrolise en
scldiflerensiasie wat by pscudoliifevorining betrokke is, voorsicn
'n uitstekende toetssisteem om geintegreerdc kontrole te
bestudeer.

Die oorkoepelende oogmerk in hierdie stiidie was die
ontleding van die f'unksionele kcrnpromotorclemente en
transiasioncie aanvangsmeganismes van die STA1-3-en MUCI-
gene, cn ook cm fundamenleic insig oor die koregulering van
iiierdie gene te verkry. Die gene, tesame met slegs 10% van alie
eukariotiese gene, bevat veelvuldige translasie-aanvangsetcis
in hul transkriptc. In die STA1-3- en MUCI-gene is daar 'n
moontiike strooinop oopleesraam, terwyi die STAI-3-gcnc
boonop twee inleesraam AUG-kodons aan die 5’-kant van die
proniinente sistron bevat. Die spesificke oogmerke van die
luiidigc studio sluit in: (i) die bepaiing van die runksionele rol
(indien enige) van die strooinop oopleesraam in die uitdrukking
van die STAI-3- cn MUCI-gene; (ii) die bepaiing van die
uitwerking van die veelvuldige AUG’s op translasie van die
iT/\2-transkrip cn die sckrcsie van die gekodecrde produktc;
(iii) die identifisering van die i'unksionele TATA-elenient van
hierdie gene en (iv) ’n loodsstudie om die rol van glikosilering
op die struktuur cn/ol' I'unksie van die glukoamiiases cn
mukinagtigc protci‘cne te bepaal. Mutante met mutasics cn/of
dclesics in clkcen of beide AUGs, is gebruik om die I'unksionele
relevansic van veelvuldige AUG-kodons op transiasioncie
inisiasie van die glukoamilase-transkriptc te bepaal. Hierdie
studie toon dat die alternatiewelike gebruik van die transiasioncie
aanvangsctcis Ici tot die produksie van glukoamila.se-protci‘cne
met vcrskillendc N-tcrminusse wat vervolgens lokalisasic-
verskille vertoon. Mutantstudies dui op die teenwoordighcid van
’n unickc sckrcsie-bevorderingsein, 'n bevinding wat moontlik
belangrik kan wees vir die andersoortige proteiensortcrings-
mcganisme(s) wat onlangs in S. cerevisiae opgcmecrk is.
Suiwering van die wilde-tipc Sta2p hct gelei tot die identifisering
van twee protcienspesics, waarvan cen by aminosuur -t-22
(promincnste fraksie) en ’n ander by aminosuur -hi begin, wat

dui op die teenwoordighcid van twee seinsekwensc (sein len
sein 1) of die tecnwoordigheid van cen lang scinsckwcns wat
beide sein Icn sein Il insluit. Die gevolgtrckking is dat die twee
seine of teen vcrskillendc tempo’s protcicnc teiken of
altcrnaticwe teikcnmcganismcs of -paaic gebruik, Daar word
ook daarop gewys dat die stroomop oopleesraam in die
transkriptc van die STAI-3- en MUCI-gene geen rol vervul in
die regulcring van translasie of andersins van hierdie gene nie
en dat die skandercnde ribosoom bo-oor hierdie stroomop ATG
“lees”. In ’n studie waar transkripsionele inisiasie gcforscer is
na 'n cnkeic setel deur die sterk Ai/tZ,6i'-promotor (met ’n eie
TATA-elcment cn ’n cnkele transkripsic-aanvangsetel) te
gebruik, is aangetoon dat transkriptc met langcr onvcrtaalde
inlcicrgedccltcs meerstabiel isen tot mecrcffcktiewe translasie
Ici.

'n Moontiike TATA-elcment wat ooreenstem met die
konscnsus-TATA-sckwens, nl. TATAAA, kom in beide die STA I-
3- cn MUCI-gene voor, terwyi die STAI-3-gene ook ’'n
moontiike clement met die sekwens TATAAT bevat. In 'n poging
om die funksionalitcit van hierdie TATA-sckwense uit tc lig, is
dclcsicnnitantc geskcp wat mutasics in elkc TATA-elcment
afsonderlik en in kombinasie bevat. Die studie toon dat die
TATAAA-elcment die funksioneic TATA-sctcl vir STA2 is cn
dat hierdie element transkripvlakke, transkripsie-aanvangsetels
en glukoamilase-aktiwiteitc modulcer, terwyi dicTATAAT-elc-
ment funksioneel oorbodig blyk te wees.

Een van die gcdcclde strukturele kenmerke tussen STA I-3p
en Muclp is ’n domein ryk aan treonicn- cn scrienrcsidu’s wat
veelvuldige moontiike 0-glikosilcringsetels bevat en ’n voor-
lopigc ondcrsock na die moontiike rolle van die O- en N-
gckoppeldc suikcrs van hierdie protcicne is geloods. Ensimatiese
dcglikosilcringsrcaksies is met glukoamilasc-aktiwitcitstudies
gckoppci cn hct getoon dat A'-gckoppcldc suikcrs hoofsaaklik
die aktiwiteit van Sta2p beinvloed, terwyi die O-gckoppclde
suikcrs mccstal die strukturele intcgriteit van die proteien bepaal.

In sy gehcci werp hierdie studie lig op die sekwense in die
bykans identicsc promotors van die STAI-3- en MUCI-gene wat
betrokke is by transkripsionele en transiasioncie inisiasie van
hierdie gekoreguleerde gene. Hierdie kennis sal die verwoording
cn intcrprctasic van studies gemik op koregulasie van die
glukoamilase- cn mukingcnc vergemaklik, sowel as die
ontrafcling van die funksie(s) en posisies van die Mss1Op en
Mss 11p in die scintransduksiepad wat pseudohife-ontwikkeling
regulccr, aanhelp.

Klonering, karakterisering en uitdrukking van
sellulasegene in Saccharomyces cerevisiae

p. van Rcnsburg

(Proefskrifvir die Ph.D.-graad; promotor: prof. I.S. Pretorius; medepromotor: prof. W.H. van Zyl)
Instituut vir Wynbiotcgnologic cn Dcpartcmenl Mikrobiologic, Univcrsitcit van Slcllcnbosch, Privaat sak Xl

Maticland, 7602

Sellulose, ingebed in ’n matriks van hemiscllulose, lignien en
pektien, is verreweg die volopste koolhidraat in plantbiomassa.
Hierdie biopolimere kan dus as belangrike hernubare bronne
vir die produksie van vocdsel, brandstof en chemikaliec beskou
word. Sellulose bestaan uit herhalende glukose-eenhede wat met

(-1,4-glikosidiese bindings gckoppci is. Die individuclc
molekules word met behulp van waterstolbindings aanmckaar
geheg en vorni sodoendc kristallyne vesels, Mikrobicsc
benutting van hierdie kristallyne sellulose word tewecg gebring
deur sellulases, 'n grocp cnsieme wat as multikomponent-
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komplcksc voorkom. Ilicrdic cnsicmkoniplcksc beslaan dikwecis
uit cndoglukanascs, cksoglukanascs (scllobiohidrolascs) cn
sellobiascs (’n lid van die B-glukosidascs). ScliiilasckoniponeiUe
I'unksionccr slapsgcwys, maar kan sincrgislics mcewerk len
cindc docllrclTendcer al'braak van scllulosc tc bewerkslcllig. Die
hool'eindproduk van gesanientlike endogkikanase- en sellobio-
hidrolase-akliwilcil is sellobiosc. Scliobiose word dan verder
dciir B-gliikosidascs lot glukose gciiidroiiscer.

Die gis Saccharomyces cerevisiae word algenieen gebruik
vir die produksic van cnkeisciprolci'en (as vocdsci- cn
voeraanvuiling) en etanol (as drinkbare alkohol cn brand-
stol'aanvuliing) vanaf fermentecrbarc suikcrs. Alhocweci S.
cerevisiae 'n sclwand-gcbonde cndo-B-1,3-glukanase en
ekslrasciiulcrc ckso-6-1 ,3-glukanases produsccr, kan iiierdie
organismc nie die volop cncrgiercscrwes icenwoordig in
sellulose benut nie. Die uildrukking van aanvullende hcleroloé
sellulascgenc in S. cerevisiae sal 'n direkte eenslap-bio-
omselting van selluloseryke maleriaal na kommersieel belang-
rike produktc moontlik maak. Vcrder kan glukanolilicse S.
cerevisiae-ra&sc ’'n baie beiangrike rol in die produksic cn
prosesscring van alkohoiiesc dranke sped. Wyne wal van
skimmclgeinrcklecrdc druiwe berci word, vcroorsaak dikwcis
problcme met die verheldering en fillrecrbaarheid van
druiwemos. Hierdic problcme is direk le wylc aan die
leenwoordigheid van 'n hoc molckulére massa polisakkaricd,
B-1,3-1,6-glukaan, wat dcur die vaalvrotswam liolrylis cinerea
uitgeskei word. Die giukoscpoliniecr word in die druiwesap
vrygeslel en bcland dan in die wyn. Die glukaan voorkom die
normale afsak van ncwclvormcndc partikcis in die druiwemos,
wat dan die filters laat vcrslop. Die glukane in bier kan op ’n
soorlgclykc manicr filtrering belemmer; ’n te hoe glukaaninhoud
in bier kan lot presipitaalvorming lei. Op soorlgclykc wysc kan
die glukane in graanvoer nadclige newc-crrcktc op pluimvcce
he; henne Ic byvoorbeeld eiers met misbcsmeerde doppe. Die
doci van hierdic studio was om gccnuitdrukking en protei'eii-
uitskciding in gistc te bestudeer deurdie invoeging van sellulase-
koderende gene al'komstig van Ikicilliis subiilis, Butyrivibrio
fibrisolvenx, Phanerochaete chrysosporium, Runiinococcus
flavefaciens en Endomycesfibidiger in laboratoriumrasse van
S. cerevisiae. Gene wat vir twee cndoglukanascs, twee
cksoglukanascs, ’n scliodcktrinase cn ’n B-glukosidasc (scllo-
biasc) kodcer, is gekloncer en is al'sondcrlik cn gesamentlik in
S. cerevisiae uitgedruk. B. siibiilis sc endo-(.i-1,3-1,4-gluka-
nascgcen (begl) en B.fdn-isolveiis sc cndo-B-1,4-glukanasegeen
(eiidl) is in Icesraam aan die sekresicscin van die gisferomoon-
a-faktor {MF(1") gekoppci cn tussen die gisalkoholdchidro-
gena.sc Il sc gccnpromotor(/4/)/72,,) cn tcrmincringsein (ADH2.A

ingevocg. Hierdic A-begl-AD/12.,- cn ADII2,,-
MFal”-eiidl -ADII2.i.-konaU uklc is ondcrskeidelik BHCI en
END | gcnocm. Die vernaanistc S. cerevisiae-ckao-ii-\ ,3-
glukanascgccn (EXG!) is uit 'n gcnoonibiblioteck gekloncer,
lerwyl P. chrysosporium se scllobiohidrolascgeen {CBHI-4)
gckloncer is dcur ’n kopic-dcoksiriboniiklciensuur (cDNA)
vanaf die transkriptcniplaat te sintctisccr cn vervolgens met
bchulp van die polimcrasckcltingreaksic(PKR)-tegniek tc
amplifiseer. Dié PKR-produk is tussen roslogliseraatkinase I sc
geenpromotor (P G K lcn gcenterminccrder {PGK!.,) van S.
cerevisiae ingevocg. Die PGKIN-CBIII-4-PGKI.A.-konsIimk is
CBUI gcnocm. R.Jlavefaciens sc sellodcktrinascgeen (celA) is
aan MFal” gekoppci cn tussen die gisalkoholdehidrogenase 1
sc geenpromotor (ADI11,) en die gistriptoraansintasegecn sc
termincerder (TRPS,) ingevocg. Die konstruk, ADI!!,,-MFal*
celA-TRP5.j, is CEL! gcnocm. E.fibiiligerfic B-glukosidascgcen
(sellobiascgeen) (BGLI) is uit ’n gcnoonibiblioteck gekloncer
en gekaraktcriseer.

A! die konstmktc (BEGI, ENDI, EXGI, CBHI, CELI cn
BGLI) is suksesvol in laboratoriumrasse van S. cerevisiae
uitgedruk. RNA:DNA-hibridisasic is gebruik om die uitdrukking
van hierdic gccnkonstriikte te ontlccd. Uitdrukking van die
baktcriese {BEG!, END! en CEL!) cn fungicsc (CBHI) geen-
konstruktc in S. cerevisiae is dcur middcl van ’n gispromotor
(ADI',, ADH2,,cn '"GK!,) cn terniinccrdcr (ADH2,, PGKI*.cn
TRP5.,) bcwecerkstellig, terwyl die uitdrukking van die twee
gisgecnkonstrukte (EXG! cn BGLI) nie "n vcrvanging van hullc
natuurlikc promotor- en icrminecrdcr-sckwcnsics benodig nie.
Uitskeiding van die baktcricsc proteienc (Beg Ip, End Ip cn
Ccllp) in S. cerevisiae is dcur beniiddel, lerwyl die
natuurlikc fuiigiese (Cbh Ip) cn gis- (Exg Ip en Bgl Ip) proteiene
sc uitskeiding in S. cerevisiae dcur hul natuurlikc sckresieseine
bewerkslcllig is.

Verskillende konibinasies van hierdic konstrukte is
gesamentlik in multikopic cpisoniale plasmicde gckloneer cn
infur!::LEU2 oulosclcklicwc ras.se van S. cerevisiae getrans-
I'ormeer. Drie sellulolilicsc rasse van S. cerevisiae is gekonstrucer
en met mekaar vcrgclyk. Die eerslc gisras bevat die END!- cn
C/JI7/-konslrukte. Bencwens die ooruitdrukking van EXGI,
bevat die Iwcedc ras ook die BEG!- cn /iA'0/-konstrukle. Die
dcrdc S. cerevisiae-ras, bcvattende ENDI, CBHI, CEL! cn
BGLI, het scllulosc die cfl'ckticrstc gemclabolisecr cn becvestig
dal scllulascs sincrgislics cn slapsgcwys funksioneer. Hierdic
sludie het die weg gcbaan vir die konslruering van scllulose-
afbrekende induslriele rasse van S. cerevisiae wat in die
brandstof-, voedsci-, voer- cn drinkbare alkoholbedrywc gebruik
kan word.



