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Streszczenie

Drozdze, wykazujace antagonizm wobec innych drobnoustrojow, moga by¢
wykorzystywane jako startery do inicjowania niektorych proceséw fermentacyjnych,
poniewaz przeciwdzialajg rozwojowi drobnoustrojow niepozadanych. Synteza 1 wydzielanie
toksyn killerowych stanowi jedng z mozliwosci wykluczenia przez drozdze innych drozdzy ze
srodowiska. Celem niniejszej pracy bylo scharakteryzowanie grupy szczepdéw drozdzy
wyizolowanych z r6znorodnych srodowisk pod wzgledem aktywnosci killerowej. W badane;j
grupie drozdzy zaobserwowano stosunkowo duza liczbe szczepow przejawiajacych
wilasciwosci killerowe (14 sposrod badanych 35 szczepow drozdzy), jednak byla to
aktywnos$¢ staba. Silne wilasciwosci killerowe stwierdzono jedynie w przypadku w szczepu
drozdzy Candida tropicalis K1. Nie stwierdzono aktywnosci killerowej zadnego ze szczepow
wyizolowanych z winogron 1 fermentujacych moszczy; wszystkie szczepy wyizolowane
z winogron 1 moszczy szczepdw nalezaly do wrazliwych.

Stowa kluczowe: drozdze, wlasciwosci killerowe

CHARACTERISTIC OF YEAST ISOLATED FROM VARIOUS NATURAL
ENVIRONMENTS IN TERMS OF THEIR KILLERS ABILITIES
Summary
Yeasts that exhibit antagonism to other microorganisms can be used as starter cultures to
initiate some fermentation processes as they counteract the growth of undesirable
microorganisms. Synthesis and secretion of killer toxins are one of the features which enables
yeast eliminate other yeasts from the environment. The purpose of this work was to
characterize a group of yeast strains isolated from various natural environments in terms of

killer activity. A relatively high number of strains exhibiting killer properties (14 of the
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35 yeast tested) were observed in the yeast group, but this activity was a weak. Strong killer
properties were found only in Candida tropicalis K1 yeast strain. No killer activity was found
for any of the grape and fermenting musts isolates, all of which were sensitive.

Key words: yeast, killer abilities

WPROWADZENIE

Coraz wigksze zainteresowanie ekologig 1 troska o zachowanie naturalnej réwnowagi
w §rodowisku prowadza migdzy innymi do poszukiwania biologicznych metod konserwacji
1kontroli zagrozen bezpieczenstwa zywnos$ci. Kontrola ta polega na wykorzystaniu
metabolitow syntetyzowanych przez niektore mikroorganizmy do ochrony upraw i1 zywnosci
przed zepsuciem spowodowanym rozwojem innych mikroorganizmow. Stanowi to
alternatywe dla stosowania chemicznych $rodkéw ochrony i1 jest zgodne z tendencja
polegajaca na ograniczaniu dodatkow syntetycznych w produkcji zywnos$ci 1 pasz oraz
stosowaniu tradycyjnych metod produkcji zywnosci.

W ten nurt wpisuja si¢ badania nad wystepowaniem aktywnosci antymikrobiologiczne;j
drozdzy w celu wykorzystania jej do hamowania wzrostu mikroorganizméw niepozadanych,
na przyklad w takich procesach jak fermentacja wina, produkcja pieczywa, przechowywanie
ziarna zbo6z. Drozdze, wykazujace antagonizm wobec innych drobnoustrojow, mogg by¢
z powodzeniem wykorzystywane jako startery do inicjowania niektorych procesow
fermentacyjnych, poniewaz stanowig skuteczng konkurencje w Srodowisku [Buzzini i in.
moze skutkowac ograniczeniem potrzeby dodawania dwutlenku siarki [Ferndndez de Ullivarri
iin. 2011].

W mechanizmie wspotzawodnictwa jedng z mozliwosci wykluczenia przez drozdze
innych drozdzy ze Srodowiska jest synteza i1 wydzielanie toksyn killerowych. Aktywnos¢
killerowa jest dobrze poznang wilasciwoscig drozdzy. Jej wystgpowanie nie jest cechg
gatunkowg tylko szczepowa i czgstos¢ jej wykrywania zalezy miedzy innymi od srodowiska,
z ktorego pochodza drozdze. Aktywnos$¢ killerowa wykryto wsrdd szczepow drozdzy
nalezacych do gatunku Saccharomyces cerevisiae, izolowanych z winogron i1 urzadzen
w winiarni w r6znych regionach §wiata (Europa z Rosja, Australia, Ameryka Poludniowa
1 P6lnocna, Afryka) i wérdd szczepow winiarskich jest to cecha stosunkowo czesto spotykana.
Stwierdzono, ze w warunkach fermentacji winiarskiej dominuja drozdze o fenotypie
killerowym (Petering 1 in. 1991). Z pdzniejszych badan wynika, Zze proporcja fenotypu

killerowego drozdzy Sacharomyces cerevisiae do neutralnego 1 wrazliwego wzrasta podczas
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fermentacji. Z zafermentowanych moszczy izolowano z kolei drozdze killerowe nalezace do
innych gatunkéw [Guitérrez 1 in. 2001; Sangorin 1 in. 2007; Mageada 1 in. 2012]. Odmienne
wyniki, w odniesieniu do czgstosci wystepowania typu killerowego, uzyskali Abranches
1wsp. [1997], ktorzy badali drozdze izolowane z r6znych tropikalnych srodowisk. Wykazali
oni, ze wystepowanie aktywnosci killerowej wsrdd takich szczepdw jest rzadkie, poniewaz
tylko 13 sposrod 944 izolatow charakteryzowalo si¢ zdolnoscia do syntezy toksyn
killerowych. Wszystkie zbadane dotychczas toksyny drozdzowe to proteiny lub glikoproteiny
o masie molekularnej od 5000 do 100000 Da. Wigkszo$¢ tych toksyn cechuje niska stabilno$¢
w temperaturach 30-35°C i pH powyzej 5,0.

W procesach biotechnologicznych najkorzystniejsza, ze wzgledu na wykorzystanie do
hamowania mikroorganizmoéw niepozadanych, bytaby kultura starterowa w postaci
kombinacji  kilku szczepéw drozdzy wykazujacych zréznicowane  wlasciwosci
antymikrobiologiczne. Dane literaturowe wskazuja na wigkszg czg¢sto$¢ wystepowania reakcji
wrazliwosci na toksyny killerowe pomiedzy drozdzami izolowanymi z r6znych lokalizacji
1 Srodowisk.

Celem niniejszej pracy bylo scharakteryzowanie aktywnosci killerowej drozdzy,

wyizolowanych z r6znych srodowisk podczas realizacji weze$niejszych prac badawczych.

MATERIALY I METODY BADAN

Mikroorganizmy

Material mikrobiologiczny stanowily szczepy drozdzy wyizolowane z r6znych srodowisk
(odchody zwierzat gospodarskich zywionych metodami tradycyjnymi, kiszonki paszowe,
owoce $wieze 1 sfermentowane — jablka, czeres$nie, truskawki, wisnie, porzeczki, winogrona,
swieze mleko 1 spontanicznie fermentujace przetwory mleczne oraz maka zytnia 1 jgczmienna,
zakwasy piekarskie). Drozdze nalezaly do gatunkéw Saccharomyces cerevisiae,
Hanseniaspora uvarum Pichia fermentans Issatchenkia orientalis Candida kefir, Candida
quilliermondii, Candida zeylanoides Candida tropicalis, Candida utilis, Candida sphaerica,
Candida pelicullosa, Candida krusei, Candida magnoliae. Przynalezno$¢ gatunkowgq
szczepoOw drozdzy okreSlono na podstawie testu API 32 ID BioMeri€ux, nastepnie
przeprowadzono identyfikacj¢ poprzez analize 18S rDNA 1ITS.

Wyniki aktywnos$ci killerowej porownywano z aktywno$cig wzorcowego szczepu

killerowego Wiliopsis saturnus var. mrakii ATCC 10743 pierwotnie wyizolowanego z gleby.
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Tabela 1. Drozdze stosowane w badaniach — Zrédlo ich izolacji

SVYII::) liglicji Zrédlo izolacji Identyfikacja genetyczna
KKP 1619 mleko surowe Candida kefir

MJ D» maka jeczmienna Candida krusei

ZFD 03 zakwas piekarski Candida krusei

ZFD 10 zakwas piekarski Candida krusei

KKP 1621 T; truskawki Candida quilliermondii
?;;l 622 truskawki Candida quilliermondii
ZFD 16 zakwas piekarski Candida pelicullosa

Jc jabtka Candida sphaerica

Sw 3 odchody $wini Candida tropicalis

Kl odchody kozy Candida tropicalis

Jr jabtka Candida utilis

K3 mleko kozie Candida zeylanoides
ZFD 04 maka zytnia Candida zeylanoides
KKP 1781 mleko Hanseniaspora uvarum
KKP 1778 obornik krowi Hanseniaspora uvarum
KKP 1775 porzeczki Hanseniaspora uvarum
KKP 1773 sliwki Hanseniaspora uvarum
KKP 1771 jablka Issatchenkia orientalis
KKP 1772 jablka Issatchenkia orientalis
KKP 1776 obornik krowi Issatchenkia orientalis
KKP 1777 obornik krowi Issatchenkia orientalis
KKP 1623 T7 truskawki Issatchenkia orientalis
Champion jablka Kloeckera sp.

KKP 905 NCAIM Kluyweromyces lactis
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KKP 1779 kiszonki paszowe Pichia fermentans
KKP 1615 L .
czeresnie Saccharomyces cerevisiae
KKP 1616 czeresnie Saccharomyces cerevisiae
KKP 1617 L .
sl czeresnie Saccharomyces cerevisiae
KKP 512 drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisiae
KKP 1780 mleko Saccharomyces cerevisiae
Pr4 porzeczki Saccharomyces cerevisiae
KKP 1774 . .
porzeczki Saccharomyces cerevisiae
KKP 1783 ser Saccharomyces cerevisiae
KKP 1782 $mietana Saccharomyces cerevisiae
Regent witlogrona Saccharomyces cerevisiae
Solaris winogrona Saccharomyces cerevisiae
Ws F3 wisnie Saccharomyces cerevisiae
ATCC 10743 gleba Wiliopsis saturnus var. mrakii
Podloza

Do oceny aktywnos$ci killerowej 1 w celu optymalizacji warunkow syntezy toksyn

killerowych stosowano podloza:

e YEPD (YPD): 2% glukoza, 1% ekstrakt drozdzowy, 2% pepton, 2% agar; pH 4,5,

e Podloze MB to znaczy podloze YEPD z dodatkiem bigkitu metylenowego, w ilosci

0,003%, ktérego pH doprowadzano,

przy uzyciu 0,2M buforu cytrynianowo-

fosforanowego, do wartosci 4,0; 4,2; 4,5 [Sangorrin 1 wsp. 2001; Sangorrin 1 wsp. 2007;
Gulbiniene 1 wsp. 2004].

Toksyny wydzielane przez szczepy killerowe do podloza agarowego zawierajacego bigkit

metylenowy powoduja powstawanie stref rozjasnienia.

e YEPD z dodatkiem chlorku sodu, w stezeniach 1 1 8% [Hernandez i wsp. 2008].
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Metody

Szczepy drozdzy przechowywane byly w atmosferze ciektego azotu, w temperaturze
-195,8°C. Hodowle drozdzy do badan przygotowywano w podlozu plynnym YPD,
w temperaturze 30°C. Inokulum stanowily komorki drozdzy z 24-godzinnych hodowli,
napowietrzanych poprzez wytrzasanie.

Kazdy szczep drozdzy poddawano ocenie zar6wno pod wzgledem zdolnosci do syntezy
toksyn killerowych, jak 1 wrazliwosci na nie (fenotyp killerowy, fenotyp wrazliwy).

Oznaczanie aktywnosci killerowej albo wrazliwo$ci na toksyny killerowe prowadzono
w podlozach zawierajacych szczep drozdzy testowany pod wzgledem wrazliwos$ci na toksyny,
na ktore nanoszono szczepy potencjalnie killerowe. Liczebno§¢ komoérek drozdzy
wprowadzanych do podloza wglebnie 1 nanoszonych powierzchniowo podano ponize;j.

Podloza (YEPD, MB) zaszczepiano drozdzami badanymi pod wzgledem wrazliwosci na
toksyny killerowe, tak aby ich liczba wynosita w zaleznosci od serii doswiadczen
10° j.t.k./ml, 10° j.t.k./ml, 10° j.t.k./ml lub 107 j.t.k./ml.

Drozdze testowane pod wzglgdem aktywnosci killerowej nanoszono powierzchniowo
w postaci liniowego posiewu ezg i kropli (10 pl) zawiesiny drozdzy zawierajacej 10° j.t.k./ml
[Sangorrin 1 wsp.2001].

W celu poréwnania aktywnosci killerowej szczepdw, na podtoze zaszczepione drozdzami
potencjalnie wrazliwymi nanoszono zawiesiny drozdzy (10 ul) zawierajace wzrastajaca liczbe
komoérek od 10* do 10'° j.t.k./ml badanych pod wzgledem wtasciwosci killerowych.

Oceng aktywnosci killerowej prowadzono w temperaturze 20°C 1 25°C.

Efekt killerowy prébowano wzmocni¢ poprzez wprowadzenie do podioza czynnika

stresogennego w postaci chlorku sodu, w st¢zeniach 1% 1 8% [Hernandez 1 in. 2008].

WYNIKI I DYSKUSJA
Kazdy z badanych szczepow drozdzy oceniono zaréwno pod wzgledem aktywnosci
killerowej, jak 1 wrazliwos$ci na toksyny killerowe, kojarzac w do$§wiadczeniach kazdy szczep
ze wszystkimi pozostalymi wedlug wszystkich przedstawionych powyzej metod.
Wyniki otrzymane w efekcie wszystkich przeprowadzonych doswiadczen przedstawiono

w tabeli 2., biorgc pod uwage tylko szczepy drozdzy przejawiajace aktywnos¢ killerowa.
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Tabela 2. Aktywnosc¢ killerowa 1 wrazliwo$¢ na toksyny killerowe drozdzy

Fenotyp

drozdzy | anery

C. krusei KKP 1776

S. cerevisiae KKP 1615
S. cerevisiae KKP 1616
S. cerevisiae KKP 1774
S. cerevisiae KKP 1780

C. tropicalis Sw.3

C. quilliermondii KKP1622
C. tropicalis K1

H. uvarum KKP 1773
H. uvarum KKP 1775
L orientalis KKP 1623
L orientalis KKP 1771

P. fermentans KKP 1779
S. cerevisiae KKP1782
W. saturnus ATCC 10743

wrazliwe

C. krusei KKP 1776

C. quilliermondi KKP1622

C. tropicalis Sw.3

C. tropicalis K1

H. uvarum KKP 1773

H. uvarum KKP 1775

1. orientalis KKP 1623

1. orientalis KKP 1771

P. fermentans KKP 1779

S. cerevisiae KKP 1615

S. cerevisiae KKP 1616

S. cerevisiae KKP 1774

S. cerevisiae KKP 1780

S. cerevisiae KKP1782

W. saturnus ATCC 10743
+++ bardzo silne dziatanie killerowe
++ silne dzialanie killerowe
+ slabe dziatanie killerowe
- brak efektu killerowego

Zgodnie z literaturg probowano wzmocni¢ efekt killerowy poprzez stosowanie podloza

z dodatkiem chlorku sodu. Nie zaobserwowano jednak pozytywnego wplywu NaCl na
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wiasciwosci killerowe badanych szczepéw drozdzy, natomiast stwierdzono, ze dodatek soli
powodowatl w niektorych przypadkach zahamowanie wzrostu drozdzy. Mozna przypuszczac,
ze wzmozona synteza toksyn killerowych dotyczy drozdzy halotolerancyjnych (opornych na
wysokie stezenie soli w podiozu), poniewaz zaobserwowano to zjawisko w przypadku
drozdzy izolowanych z fermentowanych oliwek, w ktorym to procesie stosowana jest sol
[Llorente i in. 1997; Hernandez 1 in. 2008].

Stwierdzono, ze aktywnos¢ killerowa, w réznym stopniu 1 wobec zrdéznicowanej liczby
szczepow, przejawialo 14 sposréd badanych 39 drozdzy, wyizolowanych z r6znych
srodowisk. Najwyzszg aktywnoscig killerowa charakteryzowat si¢ szczep referencyjny
Wiliopsis saturnus var. mrakii ATCC 10743, wyizolowany z gleby, ale 1 w przypadku tego
szczepu nie wszystkie badane szczepy byly wrazliwe na syntetyzowang toksyne (4 sposrod
14). Pozostatych 10 szczepow drozdzy, zaprezentowanych w tabeli 2., przejawiato
wrazliwos$¢ na toksyne W. mrakii w r6znym stopniu. Najbardziej wrazliwe okazaty si¢ cztery
szczepy nalezace do gatunku Saccharomyces cerevisiae, to jest: S. cerevisiae KKP 1774,
S. cerevisiae KKP1782, S. cerevisine KKP 1615, S. cerevisine KKP 1616, a takze
C. tropicalis S, P. fermentans KKP 1779. Trzy sposrdd wrazliwych szczepow S. cerevisiae
zostaly wyizolowane z owocow.

Wiele szczepow reprezentuje fenotyp wrazliwy/killerowy, syntetyzujac toksyny
killerowe 1 same bedac wrazliwymi na toksyny killerowe innych drozdzy. Dotyczy to m.in.
szczepow drozdzy wyizolowanych w winiarniach [Sangorrin 1 in. 2001; Sagorin 1 in. 2007;
Kapsopoulou 1 in. 2008]. Wedlug Sangorrin 1 wspotpracownikdéw [2007] drozdze winiarskie
charakteryzuja si¢ dos$¢ duza niejednorodnoscia pod wzglgdem reprezentowanego typu
killerowego. Wedtug danych literaturowych aktywnos$¢ killerowa stwierdza si¢ srednio wsrod
2-25% izolatow winiarskich. Taka rozbiezno$¢ danych $wiadczy o r6znicach w wynikach
doswiadczen wérod badaczy [Van Vuuren, Jacobs 1992; Sangorrin 1 in. 2007; Kapsopoulos
11n. 2008; Barrajon i in. 2011].

Stosunkowo szeroka reprezentacja fenotypu wrazliwy/killerowy (5 sposrod 12 szczepow)
wsrdd drozdzy gatunku S. cerevisiae badanych w niniejszej pracy w stosunku do innych
gatunkow jest zgodna z danymi literaturowymi.

Posrod omawianych szczepéw drozdzy fenotyp killerowy najsilniej przejawiat sie
w przypadku szczepow Candida tropicalis K1, I. orientalis KKP 1623, C. tropicalis Sw.3.
Z kolei szczep S.cerevisiae KKP 1782 wykazywal stabsza aktywnos$¢ killerowa, ale wobec

szerokiego spektrum szczepoéw wrazliwych. Szczep C. krusei KKP 1776 charakteryzowat si¢
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bardzo wysoka aktywnos$cig antagonistyczng wobec szczepu S. cerevisiae KKP 1774 1 stabg
wobec trzech innych szczepoéw drozdzy.

W wielu badaniach stwierdzono, ze szczepy drozdzy nalezace do tego samego gatunku
roznig si¢ fenotypem killerowym/wrazliwosci na toksyny killerowe. Jako gatunki, wsrod
ktorych znajdowano szczepy drozdzy killerowych, najczgsciej wymieniane sg Pichia anomala
(obecnie Wickerhamomyces anomalus), Pichia kluyveri, Candida krusei, Kluyveromyces
lactis, Pichia membranifaciens, Pichia guilliermondii, Debaromyces hanseni, z Kkolei
szczepoOw wrazliwych najwiecej bylo wsrdd gatunkow Saccharomyces cerevisiae, Dekkera
bruxellensis, Sacharomyces ludwigii, Torulaspora delbrueckii [ Abranches 11n.1997; Yap 1 in.
2000; Santos, Marquina 2004; Sangorrin 1 in. 2007; Hernandez i in. 2008]. Podane powyzej
nazwy gatunkow przytoczono zgodnie z pisownig w cytowanych publikacjach, jakkolwiek ich
klasyfikacja aktualnie mogta ulec zmianie.

Biorgc pod uwage uwarunkowang czynnikami srodowiska — pH, temperatura, obecnos¢
soli — mozliwo$¢ ujawnienia si¢ fenotypu killerowego/wrazliwosci na toksyny killerowe,
dobor warunkow badania 1 szczepoOw wzorcowych (killerow 1 wrazliwych), w przypadku
niektorych szczepow moze spowodowa¢ niedoszacowanie lub nawet niestwierdzenie
aktywnos$ci/opornosci szczepow drozdzy. Detekcja powinna zatem dotyczy¢ specyficznych
zaleznoSci par szczep wrazliwy/killerowy oraz warunkoéw badania [Hernandez 1 in. 2008].

Podczas badan stwierdzono wyrazng zalezno$¢ pomigdzy liczba drozdzy badanych pod
wzgledem aktywnosci killerowej a mozliwoscia wykazania tej aktywnosci w sposob
jednoznaczny. W przypadku niektorych szczepow dopiero stosunkowo duza liczba drozdzy
(rzedu 10°-10' j.tk/ml) byta niezbedna do zaobserwowania hamowania wzrostu drozdzy
wrazliwych. Efekt killerowy zalezny od liczby drozdzy w nanoszonej powierzchniowo
zawiesinie a strefy zahamowania wzrostu drozdzy wrazliwych w podlozu z buforem

cytrynowo-fosforanowym przedstawiono na zdjgciach ponizej (fotografie 1, 2 1 3).
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Fotografia 1. Aktywno$¢ killerowa W. saturnus var mrakii S. ATCC 10743 wobec szczepu
Saccharomyces cerevisiae Solaris, efekt widoczny przy liczbie komorek
drozdzy naniesionych 10'° j.t.k/ml, 10° j.t.k/ml az do 10° j.t.k/ml

Fotografia 2. Aktywno$¢ killerowa W. saturnus var mrakii S. ATCC 10743 wobec szczepu
Hanseniaspora uvarum KKP 1778, efekt widoczny przy liczbie komoérek
drozdzy naniesionych 10'° j.t.k/ml, 10° j.t.k/mli 108 j.t.k/ml
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Fotografia 3. Aktywno$¢ killerowa Candida tropicalis K1 wobec szczepu Candida sphaerica
Je, efekt widoczny przy liczbie komérek drozdzy naniesionych 10'° j.t.k/ml,
10° j.t.k/ml

Przedstawione fotografie pokazuja ponadto, ze nawet w przypadku szczepu
referencyjnego Williopsis saturnus var. mrakii ATCC 10743 mozliwos¢ wykazania efektu
killerowego zalezy w duzym stopniu od wrazliwo$ci drugiego szczepu stosowanego do
badan. Fotografie 1. i 2. ilustrujg réznice w aktywnosci killerowej szczepu W. saturnus var
mrakii S. ATCC 10743 badanej w tych samych warunkach do$wiadczalnych wobec drozdzy
S. cerevisiae Solaris 1 Hanseniaspora uvarum KKP1778.

Prowadzenie badan nad drozdzami killerowymi jest zwigzane z ich potencjalnym
zastosowaniem jako czynnika biokonserwujacego w procesach produkcji zywnosci
przebiegajacych z udzialem drozdzy. Wyniki niniejszej pracy sugeruja, ze wystgpowanie
wlasciwosci killerowych wsrod drozdzy izolowanych ze $rodowisk innych niz moszcze

winiarskie nie jest powszechne.

WNIOSKI
1. W badanej grupie drozdzy, obejmujacych szczepy wyizolowane z réznych $rodowisk,
zaobserwowano stosunkowo duzg liczbe szczepdéw drozdzy przejawiajacych wlasciwosci
killerowe (14 sposrod badanych 39 drozdzy), jednak byla to aktywnos$¢ staba. Silne
wlasciwosci killerowe stwierdzono jedynie w przypadku w szczepu drozdzy Candida
tropicalis K1, wyizolowanego z odchodow kozy.
2. Wykonane badania potwierdzily spostrzezenia innych autoréw, ze aktywnos¢ killerowa
drozdzy jest wlasciwoscig ujawniajaca si¢ w okreslonych warunkach hodowli, a takze

zalezng od liczebno$ci 1 wzajemnych proporcji drozdzy potencjalnie killerowych
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1wrazliwych. Dlatego tez dobor metod badawczych istotnie wplywa na mozliwos¢
wykrycia aktywnosci killerowej kazdego z badanych szczepow drozdzy.

. Wbrew danym literaturowym nie stwierdzono aktywnosci killerowej zadnego ze szczepdw
wyizolowanych z winogron 1 fermentujagcych moszczy, natomiast wszystkie te drozdze
nalezaly do wrazliwych. Prawdopodobnie przebadana pula szczepéw drozdzy

pochodzacych z tych srodowisk byta zbyt mata.
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