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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva identifikaci kvasinekadeti RFLP-PCR. Cilem prace bylo
identifikovat kvasinky pitomné ve via odridy Veltlinské zelené v pbéhu kvaseni.
Identifikace byla provedena amplifikaci 5,8S-ITSekis DNA polymeradzovouietzovou
reakci pomoci primérITS1 a ITS4. Namnozena DNA byla podrobena restiilanalyze
pomoci restriknich endonukleailadll, Hinfl a Hhal. Restrikéni analyzou pomoci titého
enzymu dojde k naStipani amplifikovaného uUseku DN specifické fragmenty
charakteristické pro dany druh kvasinek. Ve studéwa virg bylo potvrzeno dominantni
postaveni autochtonni kvasini8accharomyces cerevisiaecelém piibéhu kvaSeni. DalSi
identifikované kvasinky fitomné ve studovaném Wiibyly roduPichia

Druhou casti diplomové prace bylo ro#$i pouzivanou databazi o charakterizaci 28
typovych kvasinek pouzitim RFLP-PCR analyzy. K possni genetické podobnosti byl
vyuzit program BioNumerics, ktery zpracoval vyslgdkPGMA analyzou shluks vyuZzitim
Jaccardovych koeficieint

ABSTRACT

This thesis deals with identification of yeasts applying the RFLP-PCR method.
Objective of the thesis was to identify the yeg@sesent in wine from Gruner Veltliner during
fermentation. Identification was made by amplifica of 5,8S-ITS sequences of DNA by the
polymerase chain reaction with primers ITS1 anddlTAnplified DNA was submitted to the
restriction analysis by restriction endonucledselll, Hinfl andHhal. By restriction analysis
with a specific enzyme, the amplified DNA is cho@peto the specific fragments which are
characteristic for given kind of yeasts. In thelgsed wine, the dominance of autochthonal
yeastSaccharomyces cerevisiags confirmed throughout fermentation. The otdentified
yeasts in the wine were of kifichia.

The second part of the thesis was to expand thabds¢ by characterization of 28 type-
yeasts, using RFLP-PCR analysis. To compare thetigesimilarity, program BioNumerics
was used, which processed the results of UPGMA tedusnalysis using Jaccard’s
coefficients.
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Kvasinky, identifikace, taxonomie, DNA, RFLP-PCR.
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1 UVOD

Vino, jako jeden z nejstarSich alkoholickych népoje v potravinAchiazeno meazi
pochutiny, ale obsahuje i latky, které jsou ve vy&ilovéka povazovany za nezbytné. Jsou to
nag. sacharidy, bilkoviny, mastné kyseliny, vitaminynaneralni latky [1]. Z&kladem vyroby
vina je metabolicka ipnmena jednoduchych cuirna ethanol zprosgdkovana vinnymi
kvasinkami, zejména rodypaccharomycesPichia nebo Rhodotorula[2]. Raznoroda a
dynamickacinnost kvasinek je vyuzivana v mnoha oblasteétyy techniky i mediciny.
Nékteré druhy kvasinek hraji vyznamnou roli v produgetravin, napaj a farmaceutik, ale
jiné mohou psobit jako kontaminanty a negativrovliiviiovat lidské zdravi. Vzhledem
k jejich velkému vyznamu jsourgdmétem studii uz od 19. stoleti [3].

K identifikaci kvasinek sedin¢ pouzivaji morfologické, fyziologické a biochemidesty,
pomoci kterych dochazi k charakterizaci jejich tasti. AvSak v poslednich letech dochazi
k dtlumu studovani buwiné fyziologie mikroorganisin a dochazi naopak k velkému
rozmachu genetiky a molekularni biologie [3]. Tyexhniky identifikace mikroorganisin
jsou zaloZeny na podobnoste¢hodliSnostech jejich DNA, RNA nebo protéinJsou to
zejména metody DNA-DNA hybridizace, déle metody P@Rjeji 1izné modifikace,
sekvenovani DNA aj. [4].

V praci byla pro identifikaci a taxonomické raaeni analyzovanych kvasinek vyuZita
technika RFLP-PCR, neboli stanoveni polymorfizmlkgéestrikinich fragment u produkt
PCR. VyuZiva se k typizaci cilové sekvence, ktdrgabuje sekvemi polymorfizmus. Touto
metodou niZe byt provedena analyza jakéhokoliv genu v zasislta pouZzitych primerech.
Pfi analyze DNA kvasinek byly vyuZzity primery ITS11aS4. Vysledkem polymerdzove
rettzové reakce jsou amplifikované produkty o stejné&celékteré jsou poté &teny na
specifické fragmenty pomoci resttikich endonukledz. Ziskané fragmenty se analyzuji
elektroforeticky a detekované délky fragmenvzhledem k jejich specifnosti slouzi
k taxonomickému Zazeni analyzované kvasinky [4, 5].
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Vino a vinarstvi

Vino pati mezi nejstarSi alkoholické népoje a vyrobu vinavgzujeme za jeden
z nejstarSich biotechnologickych progednohé archeologické nélezy dokladaji, Ze vyroba
vina je stard jiz 7 az 10 tisic let a za pravlastavse povaZzuje Gruzie a Arménie. Ve
starovkém Egyp¢ v dok® 2500 let p. n. |. se uz &ne¢ pro zpracovani vinnych hroén
pouZival lis na hrozny. Ve stargkém Recku aRimé se pouzivaly na vyrobu vina a jeho
skladovani nadoby, tzv. amfory, které se uz ten&ggtovaly pred jejich naplénim sirou
kvili konzervanim schopnostem. Vinohradnictvi a vyroba vina ss&tuym® rozSiovaly do
celého uzemi Evropy dikifmskym vyboiim. K rozsteni vinic na naSem Uzemi doSkhbm
9. a 10. stoleti v obdobi Velkomoravski&e. K nej¢étSimu rozmachu vinohradnictvi a
vinaistvi vCechéach doslo za vliady Karla IV. [6, 7, 8].

211 Vino a jeho vliv na lidské zdravi

Vino je alkoholicky napoj vznikajicitpménou plodu révy vinn€innosti mikroorganistin
Jeho sloZeni, vyvoj, vyZzivovd hodnota a senzoriglkastnosti jsou dany Sirokou Skalou
biochemickych procés rastovych podminek a technologickych Uprav. Definigega podle
hospodé&ské komise Evropské unie zni: ,Vino je produktenmikiym pouze alkoholovym
kvaSenim, aplnym neboast&nym, cerstvych hrozfi, rozemletych¢i celych, nebo mostu
ziskaného z hrozni‘ [9]

Ueinky piti alkoholu jsou znamé uz od doby vzniku aistvi. V dnedni daobje v3ak jiz
dokazéno, Ze nadima konzumace ethanolu a to jallgritostnd, tak i chronickd, ivie mit
neblahy dopad nalesné i duSevni zdravi. Vyskyt volnych radik& organismu zfisobeny
piijmem vysokého mnozstvi alkoholuiide zpisobit cirhGzu jater, zvySuje praymbdobnost
hypertenze a mrtvicé napomaha vyskytu rakoviny prsu nebo travicihéttra

Na druhé stranmnohé vyzkumy jiz dokazaly, Ze mirna konzumace wirobjemu 250 —
300 ml denn je spojena se shizenim umrtnosti oproti n&uid konzumaci alkoholu, ale i
abstinenci. U mirnych konzumdntvina byl zjiSén niz8i vyskyt kardiovaskularnich
onemockni, sniZuje se pravgodobnost vyskytu cukrovky 2. typuckterych druli rakoviny
a mnohych dalSich nemoci [10].

2.1.2 Réva vinna a jeji gstovani

Réva vinnd (Vitis vinifera) je lianovita rostlirteledi révovitych, kterd désta do vysky
10 az 30 m. P&t mezi teplomilné rostliny, u kterych Zivotnigjd nadzemnicasti kee
probihaji pi denni teplot vySSi nez 10°C. Jeji vegetd obdobi je tedy v naSich
geografickych podminkach od jara do podzimu, kdyndéeplota pod 10°C obvykle neklesa.
V kvétnu az wervnu kvete nendpadnymi sladce vonicimi bilymitikvPlody révy vinné jsou
bobule, které dozravaji vigrehu z&i a ftijna. Vtomto obdobi se také bobule sklizi a
vyuZivaji se nejen na vyrobu vina, ale také&ikng konzumaci a vyrabhroznovych mosta
dalSich napdi.

PoZadavky na polohu,igu, svazitost pozemkdi viahu se lisi podle oddy. Obecné
zasady pro gstovani jsou vSak podobné. Obvykle bylnbyt pozemek chram pied
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chladnymi \try, svazovat by se &hk jihu a také by il mit dostatény pfisun slunéniho
z&eni. Ke kvalitnimu dozréni hroétrje poteba teply a suchy podzim. Optimalni mnozstvi
srazek pro gstovani révy vinné je 600 az 800 mm za rok. Silm&n Fivaly jsou
nebezpené pro pilis svazité pozemky, kde by mohlo dochazet k egizly. Fada by ngla
byt dostatén¢ provzdusena, vihka, kypra a bohata na mineraly. Omezuji@kidrem pro
péstovani révy vinné je nadrigka vyska. Obvykle Ize réviggtovat do 250 az 300 métnad
morem, tato hranice se vSak odviji i od z@msné polohy regionu [10, 11].

2.1.3 Veltlinské zelené — vybran& odiida pro studii

Odmida Veltlinské zelené neboli Gruner Veltliner maujsvpavod s nejeétsi
praveEpodobnosti v Dolnim Rakousku, kde se stala nejfez3$i odiidou. Jednim z rodi
této odidy je nejspiS Tramin. Veltlinské zelené jgeyazr rozSteno v zemich gedni
Evropy, a to hlavé v Rakousku, Mdarsku, byvalé Jugoslavii a na SlovenskuCaské
republice pai Veltlinské zelené mezi nejgtovarjSi odidy. V roce 2004 fedstavovala
plocha gstovani této odidy 11 % z celkové plochy vinic @eské republice, festoze se
témet vyhradré péstuje pouze ve virfaké oblasti Morava. Ne§Si zastoupeni ma ve
Znojemskeé vingské podoblasti, dale na Mikulovsku, Maoicku, Velkopavlovicku a Podluzi.
Veltlinské zelené raSi koncenmgsice dubna a kveteshem z&atku cervna. Zrani bobuli je
vzhledem Kk jejich #tSi velikosti pozdni, dochazi Kmu koncem zA az za&atkem fijna.
Kvili pozdnimu dozravani vyZzaduje tato dda vyborné slunamé, vzdusné a teplé polohy
pro pEstovani. Tato odida je velmi plodné a poskytuje velké a pravidekli&se.

Veltlinské zelené ma Zlutozelenou barvu a vyusedro vyrobu jakostnich vin a vSech
druhi vin privlastkovych a je také velmi vhodnou surovinou pyoobu Sumivych vin. Vino
je aromaticke, jako mladé voni&esti, pefnatosti nebo lehkoutmi doutniku. Nkdy se
objevuji tény lipového k&tu, chrestu nebo mandlového aromai Brani vina v lahvi se
nejdiive zesiluji kdenit pegnaté tony a posléze vynika mandlovatcfg 11].

Obrazek 1: Veltlinské zelené.
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2.2 Vinné kvasinky

Kvasinky jsou obvykle jednobdtné eukariotni mikroorganismy, ktergadime do
rostlinného systému mezi vysSi houby. Jejich vyskgtirodé je velmi Siroky, nachazi se
v padé, ve vod, v atmosfée, travicim traktu lidi a zvat, a vzhledem ke svym
sacharolytickym schopnostentepevsim na substratech obsahujicich sacharidy.imdyase
rozmnoZzuji vegetativhpuwtenim nebo pohlawnspajenim dvou haploidnich bikn[12, 13].

Z hlediska naroku na kysliladime ¥tSinu kvasinek mezi fakultati¢ranaerobni, ixcemz
tyto mikroorganismy roztlujeme do dvou skupin. Prvni skupinu tivtzv. fermentativni typy
kvasinek, které i f» aerobnich podminkach ziskavaji energev@zre fermentaci glukézy na
ethanol. Druhou a &sSi skupinou jsou tzv. respirativni typy kvasinditeré evazr
vyuZzivaji energeticky vyhodysi respiraci. Nkteré kvasinkyradime mezi obligatorni aeroby.
Jsou to kvasinky, které nemaji alkoholdehydrogendakze nefermentuji a neprodukuji
ethanol [14].

VétSina kvasinek vyZaduje pro svoji existenci pfedt s vysokou vodni aktivitou. Pouze
nekteré druhy pat mezi xenotolerantni, které rostou i v piesi s nizSi vodni aktivitou a se
zvySenym osmotickym tlakem [14].

Teplotni rozmezi praist kvasinek je fiblizn¢ od -2°C do 48°C. ¥Sina vinnych kvasinek
pati mezi mezofilni, které rostou a mnozi se od 0°C4@3C, @gicemz v laboratornich
podminkach sediné kultivuji pri teplotach od 25°C do 30°C. Kvasinky dokazdezit @i
maximalnich teplotach 57°C az 59°C [14].

221 Vegetativni a pohlavni rozmnozovani kvasinek

Kvasinky se vegetativn rozmnoZuji déma zmisoby, pdenim nebo #denim burk.
CastjsSim zpisobem vegetativnino rozmnozovani jesgni, kdy na matské buice vyrista
postupr se z¥étSujici pupen. Vznikajici démna buika je s matiskou propojena kanalkem,
pies ktery prochazi nové mitoticky razené jadro a dalSi bddny material. Kanalek se poté
cytoplazmatickou membranou uzava v pupenu se velmi intenziévwytvai endoplazma-
tické retikulum. Pteni korti vytvorenim bugéné stny mezi mateskou a dcénnou buikou,
kdy wvétSinou dochazi k oddeni pupenu. Tento cyklus rozmnoZovéani trva zanogithich
podminek d¥ hodiny. Podle mista vzniku pupengéliche pweni na monopolarni, bipolarni a
multipolarni. Ri monopolarnim péeni vznikaji pupeny vzdy na jednom pélu protahlékyu
U bipolarniho pgeni se gida misto pieni na obou pdlech kvasinkovériy. Multipolarns
pwici kvasinky vytvéi pupeny po celém povrchu fiky, avSak na jednom mépwi vzdy
pouze jednou. V mistodcleni pupenu od maiteké buiky vznikaji tzv. jizvy. U multipolara
puicich kvasinek Ize tedy podle fia jizev zjistit, kolikrat pdeni prokghlo.

Pokud pi puceni na polech nedojde k uplnému &lédi dceéinné buiky od matéské,
vznika tzv. pseudomycelium.ii@inou tvorby pseudomycelia byw&asto nedostatek Zivin
v mediu. U rkterych kvasinek dochazi kipnému d@leni protahlych bugk za vzniku tzv.
pravého mycelia. | tvorba pravého mycelia je podmdrkultivatnimi podminkami. Kvasinky
tvorici pravé mycelium jsou schopny se za jinych po@hirozmnoZzovat v jednob&né
form¢ pwenim [12, 13, 14].
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1 —jadro

2 — mitochondrie

3 — vakuola

4 — endoplazmatické retikulum
5 — polovédlisko veténka

6 — mikrotubuly

7 — veténko

Obrazek 2: Schéma geni kvasinek [12].

U wétSiny kvasinek bylo krogh vegetativniho rozmnoZzovani sledovano i rozmnoZzovan
pohlavni. Obvykle dochazi k pohlavnimu rozmnozovnnepiznivych podminek v Zzivném
médiu, nap. dojde k vyerpani zkvasitelnych cuky pH média je vysoké nebo je médium
chudé na dusik. Zakladem pohlavniho rozmnozovamsp@geni dvou haploidnich btk a
jejich jader za vzniku jednoho diploidniho jadrapBidni jadro se mize dal vegetativhdelit
mitdézou, nebo dochazi k jeho meiotickémilledi na 4 haploidni jadra. Haploidni jadra jsou
bud zadkladem pohlavnich spor, nebo se mohou jepttovre célit dalSi mitézou a teprve
potom z nich vznikaji spory. V Zivotnim cyklu kvask probiha pravidelnérgdani haploidni
a diploidni faze bu¥k. VétSina kvasinek tvih spory ve formd askospor — endospor
umistnych v asku neboli fecku, takovéto kvasinky nazyvame Askomycetasktisié
kvasinky vSak tvti pohlavni spory vé sporotvornych buk — endospory a tyto rodiadime
mezi Basidiomyceta.

Hroznovy most i vino jsou vhodnym kult&@m médiem s dostateym mnozstvim
sacharid i dalSich Zivin proist a vegetativni rozmnoZzovani vinnych kvasinekigpse zde
pohlavni spory v zasédevyskytuji [12, 15].

2.2.2 Morfologie kvasinek

Kvasinkové biiky jsou velké 3 — 1m na rozdil od busk bakterialnich, které maji
velikost od 0,5 — 1,5m. Tvar bugk je dan obvykle zjisobem vegetativniho rozmnoZzovani —
puéenim nebo &enim, pohlavnim rozmnozZovanim, vyzivovymi podmimikaa stddiem
Zivotniho cyklu. Kvasinky nabyvaji tvaru rétaho elipsoidu, ktery se &ni na vefity az
kulovity nebo protahly. Bkdy se vSak vyskytuje i tvar citronovity, trojuh&ovity a
valcovity.

V souvislosti s pohlavnim rozmnozovanim rozliSugentavrg tvary haploidnich spor nebo
tvary celych vecek. Spory byvaji kulaté s hladkym nebo zvéagm az bradavnhatym
povrchem. Spory mohou byt také afesity prstencem — saturnovity tvar, nebo mohou mit
kloboukovity ¢i vietenovity tvar. Nachazime také spory, které jsootghié a na konci
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rozeklané. Yecka nabyvaji kulatého tvaru nebo kopiruji tvarkterém jsou spory ulozeny.
Jsou to naiklad Wecka rhomboedricka, protahl4d nebo pytlovita. Tyterfologické
charakteristiky jsouiezitym faktorem g zakladni identifikaci kvasinek [12, 14].

0onqd

g i 77 9

Obrazek 3: Roziné tvary buek kvasinek: a — kulaté, b — ovalné, elipsoidni,
c — citronovité, d — ogivalni, e — lahvovité, pedlouhlé, g — vlaknité [16].

KULATY @ @ RHOMBOEDRICKY

5 LINE'ARNIM
SPOR
] KLOBOUKQOVITY
PROTAHLY % A/~
SPOROU
VRETENQVITY / JEHLOVITY

Obrazek 4: Tvary kvasinkovycheeek a spor [14].

2.2.3 Cytologie kvasinek

Buiiky kvasinek se skladaji z pevné Bbumé stny, cytoplazmatické membrany,
cytoplazmy, ktera obsahujézané burcné organely, a jadra. Jadro obsahuje chromozoray a |
od cytoplazmy odéleno membranou [15].

2.23.1 Bunééna sténa

Bung¢nd stna kvasinek fedstavuje 15 — 25 % hmotnosti suSinyiky M& pevnou, ale
presto pruznou strukturu, dava rfwe tvar, chrani ji fgd mechanickym namahanim a
osmotickymi vlivy. Bur¢na séna obsahuje velké péry, kterymi mohou \olprochazet
vSechny sloteniny kront vysokomolekularnich polysachatiich bilkovin. SloZeni a funkce
bungéné sény se vyviji v pibéhu Zivota buiky a v zavislosti na Zivotnim prdeti. Struktura
a chemické slozeni b&meé sény byla nejlépe prozkoumana Saccharomyces cerevisiae
Hlavnimi slozkami bu&né sény kvasinekSaccharomyces cerevisigeou glukany, které
tvori priblizné 60 % susSiny, dale mananproteinfe@stavujici 25 — 50 % suSiny a chinin
tvorici 1 — 2 % suSiny. Udkterych jinych kvasinek se kraimpolymeii obsahujici glukdzu
vyskytuji i polymery s galaktézou, xyl6zou nebomtradzou [12, 15].
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2.2.3.2  Cytoplazmaticka membrana

Burg¢nou sénu kvasinek a cytoplazmatickou membranu spojujéf@amaticky prostor,
ktery obsahuje iedevSim vyldované proteiny schopné prochazet d&mou sénou.
Cytoplazmatickd membrana je vysoce selektivni bariéterd ovlada vygmy latek mezi
buikou a jejim vijSim prostedim. Je vol& propustna jenom pro malé molekuly bez naboje a
tvori osmotické rozhrani iky a vrejSiho prostedi. Sklada setpdevsim z lipid a bilkovin.
Lipidy membrany jsou tv@ny pevazie fosfolipidy a steroly amfifilniho charakteru.
Plazmatickd membrana 8accharomyces cerevisige tvaiena piblizné 50 % bilkovin
a 40 % lipidi. Glukany a mannany jsoudiifpmny pouze v malych mnoZzstvich [12, 15].

2.2.3.3 Cytoplazma

Cytoplazma se nachazi mezi cytoplazmatickou memaboraa jadernou membranou.
V cytoplazné kvasinek se nachazi cytosol, coz je gelovita tekus pH 5 — 6, ve které se
nachazi enzymy, glykogen a ribosomy a je tedy mistenoha dlezitych chemickych reakci.
Déle jsou v cytoplaz pritomny burcné organely — endoplazmatické retikulum, mito-
chondrie, Golgiho aparat a vakuoly [15, 17].

2.2.3.4  Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparéat

Endoplazmatické retikulum je dvojity membranovysteyn v cytoplazd Na povrchu
téchto membréan v tzv. drsném endoplazmatickém retikeg nachézi ribozomy, v nichz
probiha syntéza povrchovych a sekiieh proteid. V hladkém endoplazmatickém retikulu,
které ribozomy neobsahuje, probiha syntéza dipidakto vytvdené produkty jsou
transportovany do Golgiho aparatu, ktery jetévo souborem zpladfch membranovych
vaka. V Golgiho aparatu jsouffimané molekuly dale upravovany a &awvany do éiznych
casti buiky ¢i jejiho okoli [17, 18].

2.2.3.5 Vakuoly

Jednou z nejnapags8ich slozek cytoplasmy kvasinek jsou vakuoly. J$oukulovité
organely o velikosti 0,3 — 3m obklopené jednoduchou membranou. Velikost a niabzs
vakuol se odviji od faze betného cyklu a sta kvasinky. Ve vakuolach je zasob&kterych
burg¢nych hydrolaz, zejména proteazy, ribonukleazy,réstea alkalické fosfatazy. Druhou
hlavni funkci vakuol je zasoba metabblfied jejich vyuzitim biikou a dalSich latek jako
jsou nap. polyfosfaty, draselné ionty, puriny, adenin aédysa m@ova [12, 15].

2.2.3.6 Mitochondrie

Mitochondrie jsou fitomny na okrajich cytoplasmy, jsou kulovité aztahdé o velikosti
jednoho az &kolika mikrometfi, uza¥ené d¥ma oddlenymi membranami. Vnibi
membrana tvid tzv. kristy, coz jsou z&hyby siifujici dovni¥ mitochondrie. Mitochondrie
kvasinek jsou stefnjako u vysSich rostlin a Zi¢eht rozcleny vnitni membranou na
vnitini membranovy prostor a matrix. Hlavni funkci mitondrii je tvorba chemické energie
ve forme ATP oxidaci molekul potravy. V lige Saccharomyces cerevisige v aerobnim
prostedi @itomno iblizné 50 mitochondrii, kdezto v anaerobnim jsou tyto amely
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degenerovany, jejich viiiti povrch se zmensuje a kristy mizi. Anaerobni gsve svych
buinkach mitochondrie Gpthpostradaji [15, 17].

2.2.3.7 Jadro

Mriviw s

nachazi piblizné ve stedu butky a od cytozolu jej odduje dvojita jaderna membrana
piipojena k endoplazmatickému retikulu. Jaderna mamdrobsahuje velké pory, které
umoziuji vyménu malych proteith mezi jadrem a cytoplazmou. Jadro obsahuje germetick
informaci buiky, ktera je zakddovana v sekvenci badzi DNA. Gekétiinformace je uvnit
jadra gepisovana do molekul RNA. Po Upéawvané procesovani se tyto molekuly
transportuji do cytosolu, kdédi syntézu proteiin DvouSroubovice DNA tvid s molekulami
histonu chromatiny, které jsou organizovany dolkgtnuzvanych chromozomy. Z genetickych
studii byl stanoven @et chromozom v jadee riznych eukaryotnich bék. Nejlépe
prozkoumana kvasink&accharomyces cerevisiama 16 chromozomv haploidnim jate,
diploidni jadro obsahuje dvojnasobny¢pb chromozom. Pro srovnani u mouchy bylo
pozorovano 8 chromozaimu ¢lovéka 46 a u kapra 104 [3, 17, 18].

BS — budcnéa stha
PP — periplazmaticky prostor
CM - cytoplazmatickda membrana

BS

pp C — cytoplazma
J —jadro
V — vakuola
o ER — endoplazmatické retikulum

G — Golgiho aparat
M — mitochondrie
PER — peroxizomy
SV — sekréni vaky

Obrézek 5: Strukturdlni rysy v idealizovanéibel kvasinek [3].

224 Taxonomie kvasinek

Taxonomie je ¥da zabyvajici se identifikaci jednotlivych dfuhivych organism, jejich
popisem a Z@azenim do skupin podlaipodu a gibuznosti. Je znamo asi 550 diilkvasinek
a kvasinkovych mikroorganisima je dilezité je taxonomicky z&dit kvili jejich produktivit
a piipadné Skodlivosti. | pro Slecii a genetické Upravy mikroorganigne nutné mit doie
definované kmeny a znat jejich genofond. V taxorak@n systému se organismy sdruzuji

4

Celect arady. Rodgeled afad pati mezi stedni stup# a vysSi stuphzaazeni jsou oddleni
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a tidy. Kvasinky a kvasinkovité organismyiaaujeme podle taxonomickych pravidel do
nadiSe (Super-regnum) Eukaryot&e (Regnum) Fungi, odigni (Superphylum) Eumycota
a tidy (Phylum) Zygomyceta, Ascomyceta nebo Basidiostey¢12, 19].

2.2.5 NejvyznamnéjSi rody kvasinek p¥i vyrobé vina

Kvasinky hraji dlezitou roli ve vysledném charakteru vina. Vysledsghzoricky profil
vina je vysledkem kombinace aromatickych &emin, kterymi jsou fevazg estery,
alkoholy, kyseliny, aldehydy a ketony. Tyto latkyghazi bd ptimo z hrozih podle
konkrétni odiidy, nebo vznikaji $ fermentacici pii procesu zrani. Enologoveé se jiz dlouhou
dobu zajimaji o ekologii kvasinek &V velkému vyznamu firodni mikrofléry na pitbéh a
charakter kvaSeni. Znalost kvasinkové mikroflory tgké dilezitd pro sledovani zdnj
kvasinek zjisobujicich kazeni a pro zjgvani dilezitych informaci o fisobeni klimatickych
podminek na mikrofléru. Dikyétto studiim se zvySil zdjem o moznosti pouZiti Emj&h
kultur kvasinek na vyrobu vina zejménaiikwovlivnéni vznikajiciho aromatického profilu.
Nejvice prostudovanymi kvasinkami z pohledu vyraldya jsouSaccharomyces cerevisjae
protoze ty obvykle fevladaji v celém pibéhu alkoholového kvaSeniid€sto je znamo az 15
dalSich rod, které mohou byt ftomny @i zahajeni procesu kvaSeni a tinfispivat
k specialnim charakteristikdm jednotlivych diurin [20, 21].

Rozmanitost a podiliznych kvasinek v hroznovém mostu zavisi na mnokifach, jako
jsou nap. zengpisné umisini, klimatické podminky, odda, fyzické poSkozeni apobené
plisrémi ¢i Skadci a pstitelské praktiky. Zakladnimi poZadavky na kvagimko vyrobu vin
jsou tolerance na paimé vysoké mnozstvi kyselin a cukw hroznovém mostu, dostateé
odolnost wci ethanolu a adaptace na nizké koncentrace oxidltitého, ktery je dodavéan
jako konzervani ¢inidlo [22, 23].

U wvyroby vina spontannim kvasSenim, kdy je kvaSagrostedkovano pouze
autochtonnimi kvasinkami z vinice, bylo z§igb, Zze pevladajicimi kvasinkami na povrchu
bobuli a tedy i na p@tku kvasiciho procesu v moStu jsou kvasinky réf&unseniaspora
DalSimi mér rozStenymi druhy kvasinek jsoandidg BrettanomycesCryptococcus
KluyveromycesPichia, Hansenula Rhodotorulaa dalSi. Populace kvasin&accharomyces
cerevisiagje v hroznove aw z patatku pomgrné nizka. V pfibéhu kvaseni, kdy se snizuje
obsah Zivin a viista mnoZstvi ethanolu, se zvySuje selektivita médiamozstvi ne-
Saccharomycetniclikvasinek pitomnych v hroznovém mostu &na giblizné v polovins
fermentace, kdy obsah ethanoltekrati 5 — 7 %, postupnklesat. V této fazi spontanniho
kvaSeni se tedy kvasinky rodsaccharomycestavaji dominantnimi a dokouji kvaseni.
SniZzovanim teploty fermentace pod 15°C Ize doséhlepsi adaptace na ethandkterych
jinych druhi kvasinek, jako jsou n&p Hanseniaspora a Candidg coZ vyznamé prispiva
k senzorickym vlastnostem vina [21, 22].

2.2.5.1 Rod Brettanomyces

Tento rod pedstavuje asexualni formu roddekkera Kvasinky roduDekkera vytvéri
pohlavni askospory, kdezto kvasinky roBtettanomycese rozmnozujici pienim. Poprvé
byl vydan gehled o rod Brettanomyces roce 1940 Custersem. Kvasinky tohoto rodu maji
kulovité, elipsoidni, ale ¢kdy az protahlé hiky. Vytvari bud pseudomycelium, nebo
jednobur¢né mycelium bez fiehradéného dleni. V aerobnich podminkach produkuji
z glukdzy velké mnozstvi kyseliny octové a vyivéharakteristickou &ni. Nekteré kvasinky
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tohoto rodu, nap Brettanomyces bruxellensigou spojovany s nezadoucimi &mami ve
viné zejména v procesu zrani. Vytdenolické slodeniny 4-ethylfenol, 4-ethylguaiacol a 4-
ethylkatechol, které jsou zdrojem silného aroméullé chuti gipominajici kaisky pot nebo
spéleny plast [5, 19].

2.25.2 Rod Candida

NazevCandidabyl odvozen od latinského slova candidus, coz amrbily. Jedna se o
rozsahly rod kvasinek s mnoha druhy a velmi roztyamitvary burgk. Kvasinky tohoto rodu
se rozmnozuji z pravidla multipolarnim gamim. Ri nedostatku Zivin a ip nevhodnych
kultivaénich podminkach vytié pseodomycelium, ale askospory nevyivalrento rod
zahrnuje jak druhy saprofytické, tak i potencthatogenni, které mohouigobit mykoticka
onemocgni [19, 24].

2.2.5.3 RodHanseniaspora

Bunky maji tvar citronovity, ovalny az protahly. Kvaky rodu Hanseniasporase
rozmnoZzuji pdenim a zpravidla se vytiiadoke vyvinuté pseudomycelium, jerékdy se
tvoii zarodéné mycelium nebo se netvosibec. Ri pohlavnim rozmnozovani tviotii typy
askospor — klobatkovité, kulovité s hladkou &ou a kulovité s bradatnatou stnou. Tyto
kvasinky zkvaSuji sacharidy, neasimiluji nitratra gvij metabolismus péebuji v prostedi
piitomnost inozitolu a pantotenétu [19].

2.2.5.4  Rod Kluyveromyces

Druhy kvasinek rodiKluyveromycese mivodn® zaazovaly do rodusaccharomycesle
podrobrjSim zkoumanim se dokazalo, Ze se odliSuji morfolggni i fyziologickymi
vlastnostmi. Tyto kvasinky proti kvasinkd8accharomycemaji mensi a jenijsi buiky a
snadgji tvoii pseudomycelium. DalSim rozdilem je utilizac&sVv Skaly sacharid avSak
zvladaji vytvdit pouze 4 — 4,5 % ethanolu a navic produkuji etbstat [12, 19].

2.255 Rod Pichia

RodPichia pati mezi rody s nejtsSim p@tem drulii. Jsou to obvykle kvasinky s nizkymi
kvasnymi schopnostmi. Fermentujidypouze glukézu, nebo u nich fermentace neprobiha.
Maji obvykle protahlé vegetativni bBkly a tvai pseudomycelia. Spory maji kloboukovity,
kulaty, saturnovity nebo hranaty tvar. Ve &injinych tekutinach mohoudkdy na povrchu
vytvéret vzlinavou blanku zvanouik. Ri vyrob¢ vina je jejich vyznam zejména v ranych
stadiich kvaseni, kdy produkuji charakteristickenaaitické latky. Nkteré kmeny se vyuzivaji
napiklad pi vyrobé fermentovanych swr[24, 25].

2.25.6 Rod Rhodotorula

NazevRhodotorulapochazi zeckého slova rhodeos, znamenajiciibory a latinského
slova torulus, které sa'gklada jako hrbolek. Tento rod #wderment&né neaktivni kvasinky,
to znamena, Ze nezkvasuji Zadné cukry. Maji vSakivdobre vyvinuty pentdzovy cyklus pro
vyuziti glukozy. Jedna se o kvasinky obsahujicbtemoidni barviva, ktera vytyiaoranzove
az¢ervené zbarveni kolonii. Karotenoidni barviva jeacth gred &inkem ultrafialové slozky
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slune&niho zdeni, proto se vyskytugasto v ovzdusi. Biky rodu Rhodotorulajsou kulovité
a netvdi pseudomycelium [12, 19, 24].

2.2.5.7 Rod Saccharomyces

Nazev vznikl Zeckych slov sakcharon, coZz znamend cukr a myk&lezeno dasestiny
znamena houba. Zastupci ro8accharomycebyly vibec prvnimi objevenymi kvasinkami
vroce 1838. Kvasinkové kly se vyznauji kulatym, ovalnym i protdhlym tvarem.
Vegetativie se rozmnoZzuji multipolarnim penim a vegetativni stadium hiknje az na
vyjimky diploidni. Mezi buikami dochazi také ke konjugaci za vzniku kulatyctmlpvnich
spor s hladkym povrchem. Kvasinky ro8accharomycegelmi boulivé zkvasuji sacharidy a
neutilizuji nitraty.

Saccharomyces cerevisiae druhové jméno pochazi s latinského slova cerevisiae
piekladané jako pivo.Saccharomyces cerevisigeati k velmi rozSfenym kvasinkam
v piirodk a jsou nepatogenni. Jsou to kvasinky, které bylkladiné studovany acasto
pouzivany jako modelovy organismus k fyziologickgngenetickym vyzkuim. Maji dobré
ferment&ni schopnosti a vyuZzivaji se krénvina‘stvi i v pivovarnictvi, lihovarnictvi a
pekdstvi [19, 24].

2.2.5.8 Rod Saccharomycodes

Podobr jako Saccharomycespati mezi rody kvasinek vyzgajici se silnymi
ferment&nimi schopnostmi. Kvasinky rodBaccharomycodesiytvari velké diploidni
citronovité nebo protahlé kky. Vegetativni rozmnozovani probih& bipolarnintgnim, kdy
je pupen s matskou butkou propojen Sirokym kkem a poté se odhlje prehradkou,
piicemz kvasinky mohou get na obou pdlech sdasré. Fi pohlavnim rozmnozZovani se
vytvéri viecka sectyfmi kulovitymi sporami s hladkou &tou, které se po vykieni hned
spojuji, takZe u nichibec nelze pozorovat haploidni vegetativni fazi P4,

2.2.5.9 Rod Schizosaccharomyces

Zvlastnosti tohoto rodu je, Ze se tyto kvasinkgojgdiné rozmnoZzuji stejnako bakterie
délenim. Buiky téchto kvasinek maji obdélnikovy tvar a nefvanycelium. Charakte-
ristickym znakem je tvorba askospor. Ve ¥Btai se vyuZivaji k odkyselovani vin, protoze
dovedou metabolizovatipomnou kyselinu vinnou a jakilieou [24].

2.2.6 Autochtonni kvasinky

Pouziti vybranych komenich kvasinekSaccharomyces cerevisipeo vyrobu vina je proti
tradicnimu zpisobu spontanni fermentace vyhodné. Obvykle je &on@rodukt kvalitijSi
nez vino vyrobené spontannim kvaSenim, protoZe ao#ost mvodnich kmefi muaze
produkovat vina s odliSnymi vlastnostmi a neni zaleten dobry senzoricky profil produktu.
Aby se zabranilo népdvidatelnosti spontanni fermentace mostu, pouafrsayi vyslechéné
kultury ve forng aktivnich suchych vinnych kvasinek (ASVK). Jejigfiroba a pouziti se
zatala rozvijet ve Spojenych statech americkych jedprekolika desitkami let. Rdavkem
ASVK se brani rozvoji n&accharomycetnickultur a vysledkem je produkce senzoricky
reprodukovatelnych, uniformnich, avSak maeajimavych typ vina [26, 27, 28].
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ASVK jsou velmi dobe prizpisobivé na Zivotni prostdi vinice a vingstvi a jejich
pouZzivani proto rize mit negativni dopad na biodiverzitiirpdnich kvasinek v daném
prostedi. Nekolika studiemi bylo zji&no, Ze pouzitim ASVK se v fibchu nékolika let
snizila fiznorodost a vyznamupodnich kmef Saccharomyces cerevisiage vindstvi.
Krom¢ toho bylo také zjigho, Ze wkteré kometni kmeny maji tendenci ve virgvi
postup® dominovat a fevzit hlavni tlohu i ve spontanni fermentaci [29].

Nejen z&chto divodi dochazi v poslednich letech ke zvySovani pouztiranych
autochtonnich neboli gwodnich kvasinek prdizené kvaSeni. Kvasinky izolovanéimo
z prostedi vinice se zdaji byt pro vyrobu vina vheé@n nez kvasinky zahrati, protoze se
piedpoklada, Ze tyto mistni kvasinky budou po zakviad®nkurenceschopné a lépe se
aklimatizuji na zivotni podminky. Vyoem vhodnych autochtonnich kvasinek se takeé zajisti
zachovani nebo i zlepSeni typickych senzorickyastvlosti vina produkovaného v daném
regionu [26, 27].

Autochtonni kvasinky izolované z daného regionahou tvdit pfidanou hodnotu ve
vinech originalni certifikace. Vina originalni dékiace jsou vina, ktera sflji zakonné
pozadavky. Emi jsou nap. vino musi byt vyrobeno na stejném nebo mensSirmijzeez je
vinaiska oblast. Vyrobce musi bytenem sdruzeni, které je opr&mé giznavat ozné&eni
vina originalni certifikace. Vino odpovida alesgakostnim pozZadavkn pro jakostni vino a
spliuje podminky stanovené v rozhodnuti o povolefizriavat ozn&eni vina originalni
certifikace [47].

227 Metabolismus kvasinek

Ve v8ech Zivych organismech probiha neustéédmgna latek, kterd zajisije dostatené
mnoZstvi energie a stavebnich latek yikach, kwli zachovani jejich Zivotnich funkci.
Syntéza a rozklad chemickych latek nebo obesmubor biochemickych reakci v organismu
se nazyva metabolismus, jehoZ intenzita je u keksipavisla na WjSich podminkach.
Pri dostaténém Fisunu Zivin, vhodné tepléta pH prostedi dochazi velmi rychle
k chemickym reakcim v metabolickych drahach, ksréle&né umoziuji buice gezit, fist a
rozmnozovat se. iP nedostatku Zivin a nevhodnych podminkdch peast se biky
nerozmnoZzuji, metabolismus kvasinek se zpomalygha funkce sp&iva pouze v uchovani
Zivotre dilezitych dju.

K ovladani chemickych reakci vyuzivara enzymy, které jednotlivé reakce katalyzuiji.
Enzymaticky katalyzované reakce tvepojité metabolické drahy, které réageme do dvou
kategorii. Prvni jsou disimitami neboli katabolické procesy, zaji§ici zisk energie a
stavebniho materialu odbouravanim zivin na mendekaty. Druhym typem procésjsou
asimilaini neboli anabolické, coz jsou procesy syntézybuod hmoty, které vyuzivaji energii
vytvorenou organismem v katabolismu [12, 17].

2.2.7.1  Zdroje uhliku a energie v hroznovém mostu

Kvasinky obec# jako zdroj uhliku a energie vyuZivajizné monosacharidy, disacharidy a
piipadré oligosacharidy. Rkteré kvasinky produkujici extracelularni enzymykaiou
hydrolyzovat také Skrob. Jako zdroj uhliku vSak owolslouZzit i dalSi latky jako je ethanol,
methanol, glycerol, laktat apod. [14].

Zralé bobule révy vinné obsahuji Zné mnozstvi cukru,ipdevsim glukézu, fruktozu a
také malé mnozstvi sacharézy. Tento idedlni zdhbijku a energie je ied kvasinkami a
dalSimi mikroorganismy, které se nachazi na povrobhbulek, chra#n pevnou slupkou.
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Porusenim slupky ip lisovani dochazi k uvolmi glukézy a fruktdézy, pcemz vyuzivani
glukézy kvasinkami z8n& okamZzi¢, takZe dochazi k neustalému zvySovani ¢om
fruktéza/glukoza. Feinou prednostniho zpracovani glukozy jétpmnost ¥tSiho mnozstvi
hex6zovych penaSeéa v buikdch kvasinek a také mnozstvi hexokindzijtopnnych
v bunkach, které fijatou glukdzu okamzitfosforyluji [30].

2.2.7.2 Pasteuniv efekt

VétSina kvasinkovych butk zpracovava zdroje uhliku za aerobnich podmingkadyzou
a navazujicim Krebsovym cyklem a fermentujici kakgifermentani cestou. Miru respirace
¢i fermentace u kvasinek oviivje fada faktoli. Nesrovnatelé energeticky vyhod#jsi je za
aerobnich podminek zpracovani cukru respiraiid@staténém zasobovani kyslikem tedy
klesa spdeba cukru. Tento jev nazyvame Pasiguefekt, jehoz rozsah zavisi na podilu
respirace a fermentace u konkrétni kvasinky. démevyrazny je u fevazrie fermentujicich
kvasinek, nap Saccharomyces cerevisjage vyrazg se projevuje u kvasinek sgvazujici
respiraci, nap Candidg kde nize byt fermentace v aerobiéze inhibovana az z 95 %.
Vysledkem tedy je zpracovani pyruvatu v Krelisayklu a potlgeni zpracovani pyruvatu
fermentaci a tedy jeha@meny na ethanol [14, 31].

2.2.7.3 Custersiv efekt

Naopak u kvasinek rodBrettanomycesprobiha fermentace rychleji za aerobnich
podminek. Tento jev oztiavany jako Custefs efekt souvisi s produkci velkého mnoZzstvi
kyseliny octové d&mito kvasinkami. Kyselina octova vznikd oxidaci yyéatu pomoci
aldehyddehydrogenazy za gaaného snizovani volného NAD systému, takze dochazi ke
zpomalovani pibehu glykolyzy. Ri dostaténém mnoZstvi kysliku v pragdi se reoxiduje
NADH, na NAD' v respirgnim fetzci, takze dochazi k rychlejSimutpghu glykolyzy a
nasledného fermentaiho procesu [14].

2.2.7.4 Crabtree efekt

Crabtree efekt neboli katabolicka repressagbi v opaném smdru nez Pastetw efekt.
Jedna se o komplexni projev vlivu glukbézy na syatazaktivitu enzyri Krebsova cyklu a
slozek respiréniho retézce, které umatiji utilizaci jinych zdrofi uhliku. To znamena, Ze
v pfitomnosti vysSiho mnozstvi glukézy v hroznovém mps$ivadi se 9 g/l, ipvazuje i v
aerobnich podminkédch fermentace nad respiraci potjecovana schopnost vyuZiti jinych
zdroja uhliku nez glukozy a fruktdzy. Tento efekt se tedyyhodou vyuzivaipkvaseni vina,
protoZe hroznovy most obsahuje vysokou koncenglagiozy [31].

2275 Ethanolova fermentace

Ethanolova fermentace je anaerobni transforma&eicw hroznovém mostu se jedna
prevazrie o glukdzu a fruktozu, na ethanol a oxid uitji. Tuto reakci vyjatljeme souhrnnou
chemickou rovnici:

CeH120s — 2 CH;,CH,OH + 2 CQ.

K vyuziti cukiii jako zdroje uhliku a energie je pelba jejich zavedeni do tky kvasinky
a transformace na meziprodukt schopny glykolyticképracovéani. Glukéza a frukt6za jsou
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transportovany do hilky pomoci pasivni difze nebo aktivniho transportu pomoéémaseén
pies cytoplazmatickou membranu. Jakmile jsou uvmitiky, jsou fosforylovany fisobenim
nékolika specifickych kinaz, které katalyzuji prvnéwratny krok glykolyzy. Hexokinaza je
relativné nespecificky enzym, kteryienaSi fosfatovou skupinu mezi molekulami ATP a
raznymi hexozami, glukokinaza vyuziva jako substrétkgzu nebo mandzu. Timto
zpasobem vznika z glukézy glukéza-6-fosfat, ktera jdeditym metabolitem v systému
odbouravani cukr v metabolismu (viz obrazek 6). Tato reakce sicatispovava ATP, ale
udrZuje nizkou koncentraci glukézy a fruktézy uiniiunky, takZze zabezpgeje jejich
kontinualni transporties cytoplazmatickou membranu zj&iho prostedi [18, 30, 31].

GLL?{OZA FRUKTOZA

FRUKTOZA
GLYKOGEN l l

RO GLUKOZA-6P || gp FRUKTOZA-6.D

PENTOZOVY \A /

CYKLUS BUNECNA STENA

Y\

NUKLEOTIDY AROMATICKE
AMINOKYSELINY

GLUKOZA

GLYKOLYZA

ETHANOL

Obréazek 6: Usedni role glukdza-6-fosfatu v metabolismu sachanidvasinek [30].

Fosforylace glukézy na glukdza-6-fosfat je prvnimokem glykolyzy. Slovo glykolyza
pochazi zZeckych slov glucus, coz znamena sladky a lysigkladano jako rozpad.
Glykolyticka draha je systém 11 postupnych chentbkseakci, ktery odbourava glukézu za
vzniku 2 molekul pyruvatu a odehrava se wSw¢ organisni v cytoplaznd. Glykolyza
celkow zahrnuje vklad 2 molekul ATP pro vznik fosforylovéa slogeniny frukt6za-1,6-
meziproduki se uklada do makroergickych stemin, které se poté vyuzivaji na fosforylaci
molekul ADP na ATP. Celkova reakce glykolyzy je:

gluk6za + 2 ADP + 2P+ 2 NAD" — 2 pyruvat + 2 ATP + 2 NADH + 4 H+ 2 HO.

Samotna alkoholova fermentace je reakce, kdy janeerobnich podminek regenerovan
redukovany kofaktor NADH, aby mohla pokowat glykolyza. Jak jiz bylo zméno,
podstatou reakce jefgmeéna pyruvatu a produkce ethanolu a oxidu ditédho. Fermentace
probiha ve dvou krocich. Prvni reakce je dekarkawe/l pyruvatu pomoci pyruvat-
dekarboxylazy na acetaldehyd za vzniku oxidu dgitéino. Druhym krokem je redukce
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acetaldehydu na ethanol katalyzovana alkoholodelgghdzou za soéasné oxidace
redukovaného kofaktoru NADH na NADktery se vraci do glykolyzy. Celkovy energeticky
ziskem anaerobnim odbouranim hexozy jsou tedy 2kabl ATP (viz obrazek 7) [18, 31].

( 2|NAD*

%j
glykolyza

2 x pyruvat
O O
N _/
L.
| -
C=0 H? =
[ L
By b 2 . Idehyd
x acetaldehy H,C —OH
|
CH,
2x COy 2 x ethanol

Obrazek 7: Fermentace pyruvatu na ethanol g (33].

Teoreticky vytzek alkoholové fermentace je 51,1 %, coZz znamee&ez100 g cukru
vznikne 51,1 g ethanolu. V praxi se vSak dosahygtedli pouze 47 az 48 g. Produkce oxidu
uhlicitého je nebezpma v gipad neodvtrdvaného sklepa, kde hrozi nebeZpgho
nadychani, pcemz smrtelna koncentrace tohoto plynu je 18 %[6bj32].

KvaSeni vinného mostu bylo tr&dé provadno ve velkych tewenych kadich nebo
v betonovych nadrzich, ale v dnesni égbvinai ¢asto nahrazuji nerezovymi tanky, které se
snadno sanituji a maji dobréiizeni protizeni teploty a ostatnich paranietBil4 vina
obvykle kvasi p teplot 10 — 18°C po dobu 7 — 14 dniiig&@mZ nizka teplota a pomala
fermentace wuji mnoZstvi pitomnych aromatickych latekCervena vina kvasitiplizng
7 dni @i teplog 20 — 30°C, kde je vysoka teplota nezbytna proadxirbarviv ze slupky
hrozni [33].

2.3 Identifikace kvasinek

Diive, nez byly objeveny a pouzivany molekularni rdgtalentifikace mikroorganisii
se pro identifikaci jednotlivy drdha kmeri kvasinek vyuzivaly tradini metody zaloZené na
zaklad sledovani fyziologickych a morfologickych vlasttio§radiéni zpisob je vSak velmi
pracny ac¢aso¥ narany, zahrnuje izolaci, kultivaci a slozitou charaktaci jednotlivych
druhi. Problémem tradniho zpisobu identifikace kvasinek ve vinech je taki&gmnost tzv.
vitalnich, ale nekultivovatelnych neboli VBNC (,\ake but non-culturable®) kvasinek, coz je
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stav zpisobeny stresovymi faktory, jako jsou mapeplota, sté kultury a obsah kysliku
v médiu. Kvasinky ve stavu VBNC jsou tedy Zivotagohé a vykazuji detekovatelnou
metabolickou aktivitu. Nelze je vSak nakultivovatradicnimi metodami je nelze spravn
detekovat, coz vede k chybnym vyslédkidentifikace [22, 35, 36].

V posledni dob byly vyvinuty metody na zakl&danalyzy celkového mnozstvi protéin
v buice nebo analyzy mastnych kyselikitpmnych v biice plynovou chromatografii.
Nicmére reprodukovatelnostthto analytickych technik je problematicka, nébhomnoha
piipadech zavisi na fyziologickém stavuiky [22].

Proti tomu techniky vyuZivajici molekularni biolegjsou povazovany za dobrou
alternativu k tradinim metodam identifikace mikroorganid8m protoZze jsou schopny
identifikovat genom nezavisle na fyziologickém stdourek [22].

2.3.1 Izolace DNA

Izolace DNA je proces separace a koncentrace DNk, tkani nebo konkrétnich
prostedi. Je prvnim krokem pro identifikaci kvasinek mminPCR technik. JeuteZité
zajistit, aby se izolace DNA provéd z ¢isté kultury. Z mikrobialni populace ziskanédbu
piimo na vinici, nebo z hroznového mostu&sta kultura izoluje postupnymial’ovacim
zpasobem tak, aby se kolonie rozmnoZovaly z jednikjpu Také samotna izolace DNA jiz
preciSténé kultury musi byt prov&ta tak, aby byl vzorekisty a obsahoval pouze molekuly
DNA jednoho druhu kvasinek. Na zakéachemickych vlastnosti deoxyribonukleové kyseliny
se jeji izolace provadi Wdufenol-chloroformovou extrakci nebo pomoci kodméch set
urcenych pro izolaci DNA [16, 37, 38].

2.3.2 Technika RFLP-PCR pro taxonomické z&azeni kvasinek

Molekularni technika taxonomickéhotraaeni mikroorganisinse sklada z polymerazové
ietzové reakce a restiiki analyzy. Velikost amplikonu po PCR je prvnim ke ugitého
druhu kvasinek a pomoci restfiich analyz jednotlivymi restrékhimi endonukleazami
ziskame specifické délky fragménpodle kterych Ize kvasinky it [4].

2.3.2.1 Polymerazovaretézova reakce

PCR je zkratka pro polymerazovaietzovou reakci, ktera ipdstavuje amplifikaci
(kopirovani) ukitého useku DNAIn vitro termostabilni DNA polymerazou. PCR byla
zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem. Je moznélifikgvat Useky DNA dlouhé az
stovky bazi, ficemz k vytvdgeni milioni kopii daného useku DNA dochazihem rekolika
hodin. Kopirovany Usek se nazyva amplikon a je gmplifikaci ozngen dvojici primeit.
Primery jsou oligonukleotidy, které specificky ndag na komplementarnfasti tepelg
denaturované dvouSroubovice templatové DNA. DNA ypmraza poté syntetizuje
komplementarni viakno k amplikonu [4, 39].

Cela reakce probiha vitro, kde se vzorek DNA inkubuje s DNA polymerazou,njohi
nukleotidy a dvojici primeér. PCR obvykle probiha ve 25 — 45 teplotnich cyklektiere
zahrnuji denaturaci DNA, fjpojeni primeti a naslednou polymeraci DNA polymerazou.
Vysledkem kazdého cyklu je dvojnasobné mnozZzstvi ldikgvaného Useku DNA, takze s
kazdym dalSim cyklem viista jeho péet exponenciak[18, 22].
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Uvodnim krokem je p#teini denaturace dvousroubovice molekuly DNA neboji je
odctleni na d¢ samostatna vlakna, na kter4 se mohipojit primery. Denaturace probih&
pii teplo€ 94 — 95°C po dobudkolika minut. Dale nasleduje opakovani teplotnighli,
piicemzZ prvnim krokem je vzdy denaturade $4 — 95°C, ktera trva kratSi dobu nez Gvodni
nékolika minutova denaturace. Tento prvni krok opaékah se cyki obvykle netrva déle nez
1 minutu.

Druhym krokem cyklu je specifickéfipojeni primeti na mista ohratujici amplikon
z obou stran. Teplotafipojeni primeé se pohybuje mezi 45 — 65°C. Jednimuxzatii
Sirokého rozmezi teplot je rozdilnd procentualdiitopnnost bazi guaninu a cytosinu
v primerech. Bcemz i vySSim procentualnim zastoupeni C a G bazi veninje poteba
vySSi teplota fipojeni, aby se zabranilo nekomplementarnimu nagédprimefi k
templatovémuetézci DNA. Nekomplementarni nasednuti prifndry v disledku znamenalo
vnik nespecifickych produlitt PCR. U identifikace kvasinek se obvykle pouZiyajimery
ITS1 a ITS4, jejichz teplotaiipojeni se pohybuje kolem 58°C a tento krok triblizné 1
minutu.

Tretim krokem cyklu je samotnd polymerazova reakeerakprobiha { teplog 72°C a
doba polymerace se v kazdém cyklu pohybuje okolonigut. Jak jiz bylo zmigno,
polymeraci vznikd komplementarni vidkno DNA k arkphiu prodluzovanim primér
piidavanim volnych nukleotidve snéru od 5° ke 3" konci. K#i vysoké teplot denaturace
DNA se vyuZiva termostabilnTaq polymeraza izolovana z termofilni baktefldermus
aquaticus.Kdyby dochazelo k denaturaci enzymu, ktery polymmevau reakci katalyzuje,
musel by se i kazdém cyklu optovné dodavat. Proto se vyuzivigaq polymeraza, ktera si
udrzuje aktivitu i pi teplotach kolem 95°C.

DalSi cyklus zé&nad ot denaturaci DNA Useék a to et now vytvorenych
v piedchazejicim kroku [5, 20, 22, 37].

a
-_+DNA poiymera’za— SYNTEZA
ZAHRATI +dATP DNA
2 Ypia®, e T 7Ty [ HYBR'DIZACE 1
KF?EDT%?(-:E'JNE PRIMERU ekl Z PRIMERU
dvojsroubovice
DNA I +dTTP i
12N l e —
o -~ i E == ]
1. krok 2. krok 3. krok

Obrazek 8: Prvni cyklus polymerazoefzové reakce [34].
2.3.2.2 Restrikéni analyza

RFLP neboli délkovy polymorfizmus restikich fragment je metoda identifikace
mikroorganisni. Je zaloZzena na existenci specifickych enkzymazyvanych restrini
endonukleazy, které &i DNA podle specifickych sekvenci v tzv. restrikch mistech. Pro
restrikini analyzu secasto pouziva amplifikovana DNA pomoci PCRukvvysokému
mnozstvi stejného Useku DNA. Restrnk mista na DNA, ve kterych resttik endonukleézy
Stpi, jsou obvykle kratka a obsahuji 4 — 8 nukleotigih pafi, takze je pordrné velka
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pravaspodobnost vyskytuéthto mist véiznych molekulach DNA. Spenim DNA pomoci
jednoho enzymu vznikaji v kazdé analyze dané mbjeRINA stejné specifické fragmenty,
podle kterych se dany mikroorganismus identifikujgito fragmenty jsou stefn jako
produkty PCR vyhodnoceny pomoci gelové elektrofpréz

Restrikni endonukleazy jsou izolovany @znych mikroorganistin prevazié z bakterii, a
jejich nazev je vzdy sestaven z prvniho pismeneai radprvnich dvou pismen druhu, ze
ktereho byl dany enzym izolovan. Dnes jiz bylo etkéerizovano vice nez 400 restiich
endonukleaz, které&ti molekuly v fiznych specifickych mistech [17, 40, 41].

Pro identifikaci kvasinek se vyuZivaji restmk endonukledzy ndp Hadll, ktera je
izolovana ZHaemophilus aegypticusHinfl izolovana zZHaemophilus influenzgé].

misto stépeni , )
kostra cukernych fosfata

Obrazek 9: Rozpoznavaci @@na nukleotidova sekvence restikendonukleazy
Haelll [34].

2.3.3 Identifikace Useki DNA pomoci gelové elektroforézy

Elektroforéza pdt mezi separni elektromigrani techniky, které vyuZivaji k roztbni
vzorka pohyb nabitycltastic v elektrickém poli. Pokud js@astice nesouci naboj rozpesy
v elektrolytu a jsou umishy do elektrického pole, #aou se posunovat konstantni rychlosti
odpovidajici velikosti jejich nabbdj Anionty se budou pohybovat k artoad kationty ke
katodt. Musime vzit v Uvahu, Ze pohybujici&stice jsou vystavenyigrichodu prosedim
odporu sil vnitniho teni.Cim jsoucastice ¥ti a jejich naboj je mensi, tim se jejich mobilita
snizuje a naopak. Dobré separace latek zé&sisdosdhneme pouze tehdy, pokud tyto latky
maji rozdilnou elektroforetickou mobilitu [42].

K rozcleni, identifikaci a purifikaci Useku DNA, tzn. PCPRrodukfi a restriknich
fragment, se pouziva gelova elektroforéza s uzitim agar@zowebo polyakrylamidového
gelu. Typ a koncentrace gelu, které zajjé riznou velikost par, se voli podle trznych
molekulovych hmotnosti separovanych fragnie@NA. Vhodné na@ti a doba trvani
elektroforézy se voli podle vzdalenosti elektrocblékuly DNA jsou zaporé nabité, takze
putuji ke katod a rozaluji se na zaklag velikosti, @gicemz nejmensi molekuly urazi v gelu
nejdelSi vzdalenost. Pro vyhodnoceni jednotlivyebasovanych fragmeinse do gelu a pufru
piidava ethidium bromid jako interkalai cinidlo, které se vaze mezi vlakna DNA a po
oz&eni UV z&enim o vinové délce 260 — 360 nm fosforeskuje. Busouzeni velikosti
jednotlivych rozdlenych fragmenit se pouzivaji délkové standarty, coz jsou kamer
dostupné sisi fragment DNA s definovanymi velikostmi. Separované usekyADhMohou
byt z gelu separovany a pouzity pro dalSi anal@zy f2].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie, Fistroje a pomicky
3.1.1 Mikroorganismy

Testované kmeny kvasinek pro rdesi databaze pochazely ze sbirky mikroorgatiism
CCY — Culture Collection of Yeasts, Bratislava, SRarrowia lipolytica (kontaminovana
puda), Yarrowia lipolytica (kukurice), Wickerhamomyces anomaluglist Svestky),
Wickerhamomyces anomal(ksséty Svestky) Wickerhamomyces anomal(reeznamy pvod),
Zygosaccharomyces balili{Type), Pichia kudriavzevii(jatra Zaby), Pichia kudriavzevii
(kvéty Svestky), Issatchenkia occidentaligtropické ovoce),Pichia sporocuriosa(plod
Svestky), Pichia scapromyzae(list treSr¢), Pichia manshurica(plod hrusi), Pichia
manshurica (Japonska sbirka MO)Pichia membranifaciens(plod Svestky), Pichia
membranifaciengsediment z jezeraRichia fermentangplod hrusky),Pichia fermentans
(voda feky Moravy), Pichia fermentans(voda Morava),Debaryomyces hansen{kvéty
hrusré), Debaryomyces hansen{plod broskvos), Debaryomyces hansen{zatravina
puda), Torulaspora delbrueckii (dub), Sporobolomyces roseus(voda Morava),
Sporobolomyces roseuglisty javoru), Torulaspora delbrueckii (neznamy fivod),
Torulaspora delbrueckii (neznamy fivod), Meyerozyma guilliermondii(list jablorg),
Hanseniaspora gquilliermondii (voda z jezera), Hanseniaspora uvarum (hrozny),
Hanseniaspora uvarurplod jablor).

Vzorky kvasinek pro testovani byly ziskany izolacobdobitijna a listopadu 2013
z bilého vina odidy Veltlinské zelené vystované na jizni Moravu obce Kobyli a pochazi
z vinarstvi OENOGALA.

3.1.2 Chemikalie

*10x Taq pufr pro PCR mix (Kapa Biosystems, USA)

* Agar, kvasnini extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbaigdie)

* Agardza pro elektroforézu DNA (Serva Bioteckgniecko)

*Délkovy standard 20 bp (Takara Bio Inc., Japonsko)

«Délkovy standard 100 bp (Elizabeth Pharmacona, €R)

*dNTP mix (Kapa Biosystems, USA)

«Ethanol bezvody pro UV spektrometrii 2HEOH (Mach chemikalie s. r. oR)
 Ethidium bromid (Serva Bitech,dhecko)

«Komerni sada Ultra Cledf! Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon)
*Kyselina propionova (Raechim, Rusko)

*NanasSeci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

s Parafinovy olej

*Primery ITS1, ITS4 (Kapa Biosystems, USA

«Quant-iT" ds DNA HS Assay Kit 0,2 — 100 ng

*Restrilkéni endonukleasy Hadll, Hinfl, Hhal, Msd (BioLabs, TaKaRa)
«Sladina (pivovar Starobrno s.r.G.R)

« Sterilni a deionizovana voda

* Streptomycin sulfat (Himedia, Indie)

*TaqDNA polymeraza (Kapa Biosystems, USA)

*CH3COONa, EDTA, HBOs, HCI, NaOH, NaCQCs, Tris

29



3.1.3 Pristroje a pomicky

* Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
*Bakteriologické klkky

*Buni¢ita vata

*Bunseriv kahan

*Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AGniNecko)
«Elektroforeticka vana Owl separation systeme, médelB2, D3 (Biotech s.r.oCR)
* Exsikéator

e Laboratorni sklo

Lednice a mrazak k uchovani vzarkNA

«Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o¢R)

* Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH ¢hhecko)
«Mikrovinna trouba ETA 1195((R)

* Mikrozkumavky Eppendorf

+Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Bioteclr.s., CR)
*NanoPhotometen UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Emecko)
» Parafilm (American Nacional Can, USA)

*PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

*Plastové Petriho misky

* Predvazky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e Susarna (Binder, &necko)

« Sterilni box pro mikrobiologickou praci

*Termocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA)
eTermostat IP 100-U (LTE SCIENTIFIC, Velka Britanie)

e Transluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

«Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.oGR)

«Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.€R)

3.2 Kultiva éni média a pouzité roztoky
3.2.1 Priprava kultiva éniho média

Kultivacni médium pro izolaci a mnozeni kultur kvasinekadogitipraveno ze sladinového
extraktu. Sladinovy extrakt je sirupovitd kapalihkderd se ziskava extrakci zZipeenného
sladu ve vod. 200 ml sladiny z pivovaru bylo nalito do o&mého valce o objemu 500 ml,
roztok byl Zedkn vodou na cukernatost 7SN a pH roztoku bylo upraveno na 6,8
uhlicitanem sodnym. Upraveny roztok byl nalit do Erlegsravych bagk a do nich byla
piidana agardéza v koncentraci 1 — 3 % hm. Vznikl&sstmyla varem promichana a poté
20 minut sterilizovana. fipravené kultivani médium bylo v mnozstviiiplizné 15 ml nalito
do Petriho misek do vySky 3—-5mm. Do zkumavekobglo gipravu Sikmych agér
pipetovano mnozstvi sterilnino média odpovidajicdBfemu zkumavky [16].

3.2.2 Priprava kultiva éniho média s antibiotikem a kyselinou propionovou

Na pipravu deseti Petrihno misek s kulttvean médiem bylo fipraveno antibiotikum
streptomycin sulfat v davce 8@/ml. Bylo navazeno 0,12 g streptomycin sulfatiaa&zené
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mnoZstvi rozpugho v 10 ml destilované vody.iipraveny roztok antibiotika bylflan do
150 ml sterilniho kultivéniho média v Erlenmayeré\vbaice. Dale bylo navazeno 0,375 g
kyseliny propionové a toto mnozstvi bylo tak&dpno do kultivéniho média. Takto
piipravené médium bylo rozlito do Petriho misek [16].

3.2.3 Priprava ethidium bromidu

Pro gipravu zasobniho roztoku EtBr bylo navaZzeno 10 nBr Elo mikrozkumavky
Eppendorf a navazené mnozstvi bylo rozgndtv 1 ml destilované vody. Taktdipraveny
roztok EtBr byl pouzit pro vizualizace fragmémta gelu [43].

3.24 Priprava 10xTBE pufru

Pro gipravu zasobniho roztoku TBE pufru byl néy nachystan 0,5 M roztoku EDTA
tim zpisobem, Ze bylo navazeno 9,36 g EDTA. Navazené nwiobylo prevedeno do
kadinky, bylo gidano 20 ml destilované vody a upraveno pH na hadBdkoncentrovanym
roztokem NaOH. Tato s&s byla 30 minut rozmichavana na elektrické mickado UpIiného
rozpuséni EDTA. Tento roztok byl feveden do od#mné baiky o objemu 50 ml a byl
dopInén po rysku destilovanou vodou. Z promichaného tartaylo odebrano 40 ml a nalito
do 1000 ml odrérné baiky. K roztoku bylo dale fidano 108 g Tris a 55 gaBOs. VSe bylo
rozpuséno a doplgno destilovanou vodou po rysku [43].

3.2.5 Priprava 1xTBE pufru

Pro gipravu 1xTBE pufru, ktery byl pouzit Kipraw geli pro elektroforetickou detekci
DNA fragment, bylo ze zasobniho roztoku odebrano 100 ml doéodénbaiky o objemu
1000 ml a dopléno destilovanou vodou po rysku. Préigpavu vodivostniho pufru pro
elektroforézu bylo k 100 ml 1xTBE pufrdigano 100ul roztoku EtBr [43].

3.2.6 Priprava délkovych standardi 100 bp a 20 bp

Délkovy standard 100 bp byl dodantippavené form. Na gel byl nanaSen v objemwi3
Délkovy standard 20 bp bykipraven podle dodavaného navodu nasledujiciasapem. Pro
piipravu délkového standardu bylo smichanop2,80 bp DNA, 2,5ul sterilni destilované
vody a 1ul nanéSeciho pufru dodavaného spodes 20 bp DNA. Takto fipraveny délkovy
standard byl aplikovan na gel v celkovém objemu. 6

3.2.7 Priprava 2% agarozoveho gelu

Pro elektroforetickou detekci DNA fragménbyl pouZzit 2% agardzovy geltipraveny
z 2 g agarézy smichané se 100 ml 1xTBE pufru wiarkeyero¢ baice. Ripravena srés
byla opakovanym varem v mikrovinné tr@utokonale rozpu&ha.

3.2.8 Priprava octanového pufru

Bylo navazeno 2,46 g GBOONa a tohle mnozstvi bylo rozpedd v 7 ml destilované
vodk. Pridavkem koncentrované HCI bylo upraveno pH na htdn®5. Roztok byl
kvantitativre preveden do 10 ml odkmé baiky a dopln destilovanou vodou po rysku.
Pripraveny roztok byl uchovavartigeplot 4°C [43].
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3.29 Priprava 80% ethanolu

1,6 ml 96% ethanolu bylo smichano s 0,32 ml dwesihé vody a roztok byl skladovan
pii -20°C.

3.2.10 Priprava PCR sn¥si

PCR smis pro jeden vzorek bylafipravena smichani nasledujicich PCR komponent
v mnozstvi uvedeném v tabulce 1.

Tabulka 1: PCR komponenty préipravu PCR s@si.

PCR komponenty Objem pl]
sterilni voda 128,7

pufr 15

dNTP mix 3

primer ITS1 0,6

primer ITS4 0,6

K celkovému mnozstvi 1478 pripravené srési bylo pgidano 1,5ul templatové DNA a
0,6 ul termostabilni Taq polymeréazy. Negativni kontrblda pripravena stejnym Zsobem,
ale misto templatové DNA bylo k reak snesi piidano 1,5ul sterilni vody.

3.3 Pracovni postupy
3.3.1 Izolace ¢istych kultur kvasinek

Vzorky kvasicich mostbyly odebirany od 23. 10. 2013 do 8. 11. 2013ibgru kvaseni.
Tyto vzorky byly sterilé zfiltrovany. Mikrobiologicky filtraini papir s odfiltrovanou
biomasou byl vzdy igsunut na sladinové Zzivné médium s antibiotikem yseknou
propionovou do Petriho misky. Takto &ované Petriho misky byly ponechanskolik dni
v termostatu f 26°C.

Z namnozenych smiSenych kultur z niio&tyly izolovany cisté kultury opakovanym
zied'ovanim Kochovou iedovaci metodou arkkovymi rozeéry. Naakované Petriho misky
byly vZzdy ponechany v termostatékolik dni pi teplo& 26°C kwili dobrému namnozeni
kvasinkovych kultur. Pro prvni a druh&dni bylo pouzito sladinové ZzZivné meédium
s antibiotikem a kyselinou propionovou pro vyieni nezadoucich plisni a bakterii. Pro dalsi
zied'ovani a mnozeni bylo pouzito médium bez antibiotk&yseliny propionové. Proces
fedni s KiZzovym rozérem a naslednym namnozenim &eédych kultur byl opakovan
pétkrat az Sestkrat. Ziskamésté kultury byly zkontrolovany v mikroskopu a byylouceny
ziskané bakterialni kolonie.

3.3.2 |Izolace DNA

Izolace kvasinkové DNA byla provedena pouZitim kamiho setu Ultra Cledff
Microbial DNA Isolation Kit podle filoZzeného navodu k pouziti.
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Do rozbijeci mikrozkumavky byl pipetovan rozbijecifr v objemu 30Qu, ve kterém byly
poté rozsuspendovany &wckovaci @ka kvasinkové kultury. K této s¥ai bylo pipetovano
50 ul roztoku MD1. Mikrozkumavky byly vioZeny v horiztaini poloze do adaptéru vortexu
a 10 minut vortexovany ip maximalni rychlosti. Poté byla s v mikrozkumavkéch
centrifugovana 1 minutuip10000 otékach a teplat 4°C (vSechny dalSi centrifugace byly
provadny za stejnych podminek).riBlizn¢ 350ul supernatantu bylo ipneseno daisté
mikrozkumavky a bylo ké&mu pidano 100ul roztoku MD2. Tato swis byla kratce
promichana na vortexu a inkubovana 5 mirfutgplot 4°C. Poté byla sis centrifugovana a
ziskany supernatant ifplizné 450ul) byl opét prenesen dd@isté mikrozkumavky a kdmu
bylo priddno 90Qul roztoku MD3 a snss byla kratce zvortexovana. 7(iDptipravené srési
bylo pipetovano na kolonku a centrifugovanaefitrovany roztok byl odstram a na
kolonku byl pipetovan zbytek sisi a ot zcentrifugovano. #filtrovany roztok byl opt
odstrakn a na tutéz kolonku bylo fiddno 30Qul roztoku MD4 a kolonka byla
centrifugovana. fefiltrovany roztok byl odstram a kolonka je$t jednou centrifugovana.
Kolonka byla poté opatinprenesena daisté mikrozkumavky a do igdu bilé membrany
kolonky bylo pipetovano 50l roztoku MD5 a zcentrifugovano. Kolonka byla odstina a
roztok DNA v mikrozkumavce byl pro dalSi pouzithewan @i — 20°C.

3.3.3 PCR

Z piipravené PCR si#si bylo pipetovano 147,80 (ptiprava viz kapitola 3.2.10) do
mikrozkumavky Eppendorf o objemu 0,5ml a k tomutmoZstvi bylo pdano 1,5ul
izolované DNA a 0,@l Taq polymerazy. Sws byla mirg zvortexovana a vioZzena do
termocykléru. V termocykléru byla templatova DNAmmzoZena polymerazovotettzovou
reakci podle teplotniho &asového profilu uvedeného v tabulce 2. K amplifikaoblasti
5,8S-ITS rDNA byly pouzity primery ITS1 a ITS4. Sekce jednotlivych primér jsou
uvedeny v tabulce 3 [25]. Negativni kontrola bylgpmvena stejnym Zsobem, ale misto
templatové DNA bylo k reaki snesi pridano 1,5ul sterilni vody.

Tabulka 2: Teplotni @asovy profil PCR.

Jednotlivé kroky Teplota [°C]| Cas [min]
Patéateeni denaturace 94 4
o5 denaturace 94 1
. | pripojeni primed 48 0,5
cykli
polymerace 72 1
Elongace 72 10

Tabulka 3: Pouzité primery a jejich sekvence.

Primer Sekvence
ITS1 | 5 TCCGTAGGT GAACCTGCGG YT
ITS4 | 5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3
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3.34 Pretisténi PCR produktu

PCR produkt je nutnéied restrikni analyzou fecistit nasledujicim zjpsobem. 2Qul
amplifikované DNA bylo smichano si2 octanového pufru. Sés byla kratce zvortexovana a
ke sngsi bylo pgidano 60ul 96% ethanolu, ktery byl vychlazen na teplotu 2Q0Tato snis
se poté centrifugovala 30 minuti pi°C a 14000 ot&kach. Supernatant byl dekantovan a
piebyt&ny roztok byl slit. K supernatantu bylo do mikronkavky pipetovano 6Ql 80%
roztoku ethanolu a obsah byl @pcentrifugovan p stejnych podminkach. Supernatant byl
opét dekantovan a zbytek ethanolu v mikrozkumavkachwgusen v exsikatoru po dobu
30 minut.

3.3.5 Restrikéni analyza

K precisttné DNA bylo pipetovano 13 dl sterilni vody, 1,5ul pufru a 0,1ul restrikéniho
enzymu. U enzymsd byla reakni snés namichana z 124 sterilni vody, 1,51 pufru,
1 ul BSA a 0,1ul restikiniho enzymu. Pouzitd mnozstvi jednotlivych sloZglatzvolena na
zakladt doporkeni od vyrobé a gredchozich zkuSenostitipravené vzorky byly inkubovany
pii teplo€ 37°C po dobu 16 hodin a na Zawyla teplota zvySena na teplotu denaturace
enzymu na 20 minut. Vlastnosti jednotlivych restnich endonukledz, které byly pro
taxonomické zémzeni kvasinek pouzity, jsou uvedeny v tabulce eéstRcni fragmenty byly
poté podrobeny elektroforetické detekci.

Tabulka 4: Vlastnosti pouzitych restiiich endonukleéaz.

Rozpoznavaci
(ggiﬁr&i Producent enzymu misto Ss:\eikven( tir[]EL&:bTC% tir][el’k(tilv_]ace
5—-3 16 hodin | 20 minut
35
Hadll Haemophilus aegypticus gglgg 37 80
Hinfl Haemophilus influenzae g#ﬁ}g 37 80
Hhal Haemophilus haemolyticys STCC%(C:; 37 80
Msd Micrococcus species EAT'I'A}?' 37 65
3.3.6 Elektroforeticka detekce PCR produkti a restrikénich fragmenti

PCR produkty i restritni fragmenty byly detekovany pomoci horizontalrekéloforézy
na 2% agarozovém gelu. Podlecpo analyzovanych vzotkbyly pouzity Gzné velikosti
elektroforetickych van. Gel na velkou vanu (50 j&jneyl piipraven v objemu 100 ml, gel na
stredni vanu (20 jamek) v objemu 60 ml a na malou (@dyamek) v objemu 40 ml. Ke gelu
byl pfidan ethidium bromid v objemu odpovidajicim 1/10@®femu gelu.
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Vzorky byly na gel nanaseny tak, Ze byl smichahranaseciho pufru si8 vzorku a 5ul
této smsi bylo pipetovano do jamky na gelu. Negativni kolst u PCR byla nanesena
stejnym zjisobem. Pozitivni kontrola k resttiki analyze byla provedena tak, Ze byl nanesen
PCR produkt shodujici se s délkou amplikonu, kteylypro restrikni analyzu pouzit. Do
okrajovych jamek na gelu byl nanesen délkovy stahd®0 bp pro detekci PCR prodtikt
v objemu 3ul. Pro detekci restritnich fragment byl pouZzit délkovy standard 100 bp
v uvedeném mnozstvi i délkovy standard 20 bp vrahjépl.

Deleni fragmeni probihalo ve velké elektroforetické vapii konstantnim nafii 60 V po
dobu 3 hodin. Ve #&dni vag probihala detekcefpkonstantnim nagii 55V 3 hodiny a
v malé vas pii konstantnim nagii 55 V po dobu 2,5 hodin.

Po ukorteni elektroforézy byl gelipnesen do transluminatoru a pod U\étkem byl gel
vyfotografovan nainstalovanou kamerou a snimek udgfen do poitace pro pozdjsi
Zpracovani.

3.3.7 Zpracovani vysledki v programu BioNumerics

V programu BioNumerics byly na zaktadJPGMA (unweighted pair-group average)
shlukové analyzy vyti@ny dendrogramy genetické podobnosti identifikowdnivasinek.
Klastrova analyza neboli analyza shiugati mezi metody, které se zabyvaji rékahim
vétSiho mnozstvi prosmnych do tid ¢ili shlukt podle jejich podobnosti. V biologii se
vyuziva ktaxonomickému gazeni organisin v medicig analyza shluk identifikuje
nemoci a jejich stadia. Soubor dat je @ed na shluky vzdy pouze s ohledem naitér
znaky. V programu BioNumerics se jedna o velikosaznaenych fragmerit na
elektroforetickych gelech.

V piipadech, kdy porovnavané objekty maji hodnocen&yzm@metrického charakteru,
vyuziva klastrova analyza koeficienty podobnostti Rodnoceni genetické podobnosti
identifikovanych kvasinek byl vyuzit Jaccakdkoeficient:

a
“a+b+c+d’
kde a, b, ¢, diedstavuji psty shodnych znak

V programu BioNumerics se hodnoti genetickd podesbma zaklad metody UPGMA
klastrové analyzy, coz je nejjednodussi metoda, Zskat fylogenetické stromy. Metoda
UPGMA neboli metoda meérné vzdalenosti bere za vzdalenost mezinaly shluky piimér
vzdalenosti mezi vSemi pary objéktechto shluki. Vysledkem je, ze taxony, které jsou si
nejvic podobné, budou mit mezi sebou nejkratSi lendét. Timto vznika grafické zpracovani
hierarchicky usptadanych shluk ve formé dendrogran [44, 45, 46].

1)(

J
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Identifikace kvasinek izolovanych z vina

Cilem prace bylo identifikovat a taxonomickytadit kvasinky izolované z bilého vina
odridy Veltlinské zelené a sledovat vliv autochtonnagimky na vino v gibéhu kvaSeni.
Sledované vino pochazelo z vistvi OENOGALA, @gicemz hrozny pouzité na jeho vyrobu
byly vypéstovany u obce Kobyli na jizni Morava byly sklizeny dne 19. 10. 2013.
Ve vinarsstvi OENOGALA byla v pedchozich letech izolovana autochtonni kvasinkerokt
byl ptipraveny most Veltlinského zeleného demvan. Tato kvasinka byla taxonomicky
zarazena, jedna se ®accharomyces cerevisiadeji vlastnosti a schopnost kvaseni vinného
mostu vSak fed touto studii jestnebyly sledovany.

41.1 Kultivace kvasinkovych kultur

Vzorky most pro izolaci a naslednou identifikaci vSechitgmnych kvasinek byly
odebirany do sterilnich lahvi o objemu 500 ml #hu kvaSeni od zakvaSeni dne
23.10. 2013 do 8. 11. 2013. Dny, kdy byly jednatliodiEry provedeny, jsou uvedeny
v tabulce 5. Experiment tedy sledovaitpmnost kvasinek ve wvénv kvasném procesu po
dobu 17 dni.KvaSeni probihalo v objemu 600 Fipteplo€ vrozmezi 17°C az 21°C.
Odebirané vzorky byly steriénprefiltrovany gres mikrobiologicky filtr a pefiltrované mosty
byly uchovany v mrazgice @i —20°C pro chemické analyzy. Odfiltrované &mé kultury
byly kultivovany v Petriho miskach na sladinovénvnidm médium s antibiotikem a
kyselinou propionovou v termostatdi 26°C rekolik dni. Z namnozenych sfanych kultur
byly ziskanycisté kultury kvasinek postupem popsanym v kapiglel.

Tabulka 5: Data odér:i vzorki.

Odbsr Datum od®ru
naatkovani 23.10. 2013
1. odker 24. 10. 2013
2. odker 25.10. 2013
3. odker 29.10. 2013
4. odker 30. 10. 2013
5. odkgr 1.11.2013
6. odkEr 4.11. 2013
7. odkgr 6. 11. 2013
8. odkEr 8. 11. 2013

4.1.2 Izolace DNA

Pro izolaci DNA z pesidténych kultur kvasinek byl pouZit komeri set Cleaf! Microbial
DNA Isolation Kit a izolace DNA probihala podlgilpZeného navodu, ktery byl popsan
v kapitole 3.3.2. Koncentrace vyizolované DNA byleimérné 10 — 100 ngdl. Pro dalSi
pouziti byla izolovana DNA uchovana v mraae (i teplot —20°C.
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4.1.3 Amplifikace izolované DNA pomoci PCR

Izolovana DNA Zistych kvasinkovych kultur byla amplifikovana ponideCR podle
postupu uvedeného v kapitole 3.3.3 za pouziti rafgeych primef ITS1 a ITS4. PCR
produkty byly elektroforeticky rozdeny na 2% agarézovém gelu. Vyhodnocenim
amplifikovanych fragmeitit 5,8S-ITS byly nalezenyitskupiny o velikostech 880 bp, 480 bp
a 500 bp. Pro dobré odéni jednotlivych fragmeiiti délkovych standafdbyly dodrzovany
podminky elektroforetické detekce uvedené v kapi®B.6. Porovnanim s databazi typovych
kvasinek bylo zji&tno, Ze u fragmentdélky 880 bp by se mohlo jednat o kvasinky rodu
Saccharomycesa u fragmerit délky 480 bp a 500 bp by se mohlo jednat o kvasiadu
Pichia. Délky amplifikovanych fragmettednotlivych vzork jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Velikost amplikanoblasti 5,8S-ITS jednotlivych kvasinek izolovarngeina.

Pracovqi Odbsr Velikost PCR
oznaeni produktu [bp]
22 7 880
28 4 880
24 6 880
46 1 880
49 8 880
50 4 880
53 4 880
55 4 880
56 3 880
57 7 880
19 4 880
47 2 480
51 3 480
52 4 480
23 2 480
21 6 500
30 5 500
25 5 500
29 4 500
54 6 500
20 7 500
26 1 500
27 1 500
48 3 500
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Si00 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 B S

Obrazek 10: Ukazka elektroforeogramu PCR produkskany amplifikaci 5,8S-ITS oblasti
kvasinek izolovanych z vinao&- délkovy standard 100 b¢isla 46-57 jsou pracovni
ozna‘eni jednotlivych vzork

41.4 Restrikéni analyza (RFLP-PCR)

Pro gesrgjSi taxonomické zZazeni byly naamplifikované useky DNA jednotlivych
izolovanych kvasinek podrobeny restrilk analyze. Pro specifikaci kvasinek izolovanych
z vina byly pouzity 3 restrini endonukleazy Hadll, Hinfl a Hhal. PCR produkty byly
nejprve pecistény ethanolem kidi odstraréni nezadoucich sloZzek a poté byla provedena
restrikini analyza podle postupu, ktery je uveden v kapitB.5. Sipeni Usek DNA na
specifické fragmenty probihalo v termocykleru pdad6 hodin § teplot 37°C, ktera je
vhodna pro vSechny typy pouzitych restrikch enzyni.

41.4.1 Restrikéni endonukledzaHaelll

Restrikkni endonukleazadadll byla prvnim enzymem, kterym bylo proveden@épé&ni
PCR produki. Enzym Hadll rozpoznava a &pi misto 5° GGCC 3" DNA. Vzorky po
restrikknim Se€peni byly elektroforeticky detekovany a zjis¢é velikosti fragmeriit
jednotlivych vzork po digesci enzymentladll jsou uvedeny v tabulce 7. Ukazka gelu
s rozaétlenymi restriknimi fragmenty tohoto enzymu je na obrazku 11.

Restrikkni analyzou enzymeriladll byly izolované vzorky kvasinek rozteny do ti
skupin. Prvni skupinou jsou vzorky s délkou PCRdpkdi 880 bp, jejichZz restriini
fragmenty po naStipani enzymetaell maji délky 310 bp, 240 bp, 170 bp a 130 bp. dpal
skupinou jsou vzorky, které &ty délku PCR produkt 500 bp a jejich restrihi fragmenty
maji délky 350 bp, 80 bp a 50 bpieti skupinou jsou vzorky s délkou PCR produ480 bp
a 500 bp, které nemaji rozpoznavaci misto proikésirendonukleazidadll, takze nebyly
rozckleny.
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Tabulka 7: Velikost restrikich fragment ziskanych gpenim PCR produiltkvasinek

izolovanych z vina restitki endonukledzou Haelll.

Pracovnj Odbsr Velikost PCR | Velikost restriknich
ozna&eni produktu [bp] fragment [bp]
22 7 880 310+240+170+130
28 4 880 310+240+170+130
24 6 880 310+240+170+130
46 1 880 310+240+170+130
49 8 880 310+240+170+130
50 4 880 310+240+170+130
53 4 880 310+240+170+130
55 4 880 310+240+170+130
56 3 880 310+240+170+130
57 7 880 310+240+170+130
19 4 880 310+240+170+130
47 2 480 nestpeno
51 3 480 nestpeno
52 4 480 nestpeno
23 2 480 nestpeno
21 6 500 nestpeno
30 5 500 nestpeno
25 5 500 nestpeno
29 4 500 nestpeno
54 6 500 nestpeno
20 7 500 nestpeno
26 1 500 320+80+50
27 1 500 320+80+50
48 3 500 320+80+50

1®46 47 48 49 50 5152 534 55 56 57

Obrazek 11: Ukazka elektroforeogramu restnilch fragment ziskanych gpenim PCR

produki: kvasinek izolovanych z vina pomoci restrilendonukleazy Haelll.
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41.4.2 Restrikéni endonukleazaHinfl

DalSim enzymem, ktery byl pouzit pro restrik analyzu, byla restrihi endonukleaza
Hinfl. EnzymHinfl rozpoznava a &i misto 5" QATC 3" DNA. Zjistné velikosti fragmeriit
jednotlivych vzork po SEpeni enzymenHinfl jsou uvedeny v tabulce 8. Ukazka gelu
s rozaétlenymi restriknimi fragmenty tohoto enzymu je na obrazku 12.

Restrilkéni analyzou pomoci resttiki endonukleazyinfl byly kvasinky izolované z vina
v pribéhu kvaSeni roztfleny do c¢tyi skupin. Prvni skupinou jsou vzorky s délkou
amplifikovaného Useku DNA 880 bp, ktery se u jetimpth vzorki pomoci enzymuHinfl
rozStipal na restridni fragmenty o délkach 380 bp a 120 bp. DalSi skaypijsou izolaty
s délkou PCR produ&t500 bp, které se pomoci enzyraelll Stépily a digesci enzymem
Hinfl byly ziskany fragmenty o délkach 290 bp a 210Ppsledni d¥ skupiny tvdi vzorky,
které nebyly pomoci enzymdadll rozStepeny. Restrikni endonukleédzalinfl byla schopna
z PCR produkt téchto vzorki vytvorit specifické fragmenty o délkach 250 bp v jedné
skupire vzorki a 280 bp a 240 bp ve skupiposledni. Ze ziskanych vyslediedy mizeme
zhodnotit, Ze restrilni endonukleaz#linfl poskytla specifitéjSi rozctleni danych kvasinek
roda SaccharomyceaPichianez restrikni endonukleazeladll.

Sio0 4 19 20 21 2223 2425 26 27 2829 8B4 48 49 H

Obrazek 12: Ukazka elektroforeogramu restnilch fragment ziskanych gpenim PCR
produki: kvasinek izolovanych z vina pomoci restrikendonukleazy Hinfl.
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Tabulka 8: Velikost restrikich fragment ziskanych gpenim PCR produlttkvasinek

izolovanych z vina restitki endonukledzou Hinfl.

Pracovnj Odbsr Velikost PCR | Velikost restriknich
ozna&eni produktu [bp] fragmenti [bp]
22 7 880 380+120
28 4 880 380+120
24 6 880 380+120
46 1 880 380+120
49 8 880 380+120
50 4 880 380+120
53 4 880 380+120
55 4 880 380+120
56 3 880 380+120
57 7 880 380+120
19 4 880 380+120

47 2 480 240
51 3 480 240
52 4 480 240
23 2 480 240
21 6 500 280+240
30 5 500 280+240
25 5 500 280+240
29 4 500 280+240
54 6 500 280+240
20 7 500 280+240
26 1 500 290+210
27 1 500 290+210
48 3 500 290+210
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4143 Restrikéni endonukleazaHhal

Posledni experiment pro identifikaci a taxonomidaazeni kvasinek izolovanych ze
studovaného vina byl proveden s restnikn enzymenHhal. Tato restrikni endonukleaza
Stepi DNA v mist 5° GCGC 3’. Po restriéni analyze prokhla elektroforetickd detekce a
vysledné délky fragmefit jsou zaznamenany v tabulce 9. Ukazka gelu sétemgmi
restrikcnimi fragmenty je na obrazku 13.

Restrikkni analyzou pomoci enzymdhal byly izolované kvasinky rozdeny do fti
skupin. Vzorky s PCR produkty o délce fragmentu BBGbyly pomoci restridni analyzy
enzymemHhal rozckleny na restrikni fragmenty o délkach 380 bp, 350 bp a 140 bp. U
skupiny vzork s délkou PCR produktu 500 bp, které se pomocirantyadll Stepily, doSlo
v tomto experimentu k rozdilnémugeni. U vzork 26 a 27 vznikly restrisni fragmenty o
délkdch 220 bp a 90 bp, kdezto u vzorku 48 byla ldikgvana DNA SEpena na it
fragmenty o délkach 220 bp, 130 bp a 90 bp. U skupizorki izolovanych kvasinek
s délkou PCR produktu 480 bp doSlo k nastipaniikési endonukleazotihal na fragmenty
o délkach 220 bp, 170 bp a 90 bp. Posledni skupigow vzorky s pivodni délkou
amplifikovana DNA 500 bp, které se pomoci enzyiHadll neS€pily. Zde doslo k nastipani
na fragmenty o délkach 220 bp a 180 bp.

200 4 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 PO48 47 48 49

Obrazek 13: Ukazka elektroforeogramu regtilich fragment ziskanych gpenim PCR
produkiz kvasinek izolovanych z vina pomoci restrilkendonukledzy Hhal.
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Tabulka 9: Velikost restrikich fragment ziskanych gpenim PCR produlttkvasinek
izolovanych z vina restithi endonukledzou Hhal.

Pracovnj Odbsr Velikost PCR | Velikost restriknich

ozna&eni produktu [bp] fragmenti [bp]
22 7 880 380+350+140
28 4 880 380+350+140
24 6 880 380+350+140
46 1 880 380+350+140
49 8 880 380+350+140
50 4 880 380+350+140
53 4 880 380+350+140
55 4 880 380+350+140
56 3 880 380+350+140
57 7 880 380+350+140
19 4 880 380+350+140
47 2 480 220+170+90
51 3 480 220+170+90
52 4 480 220+170+90
23 2 480 220+170+90
21 6 500 220+180
30 5 500 220+180
25 5 500 220+180
29 4 500 220+180
54 6 500 220+180
20 7 500 220+180
26 1 500 220490
27 1 500 220+90
48 3 500 220+130+90




415 Dendrogram kvasinek izolovanych z vina

Elektroforeticky rozdlené fragmenty byly statisticky vyhodnoceny pom@cogramu
BioNumerics. Tento program byl popsan v kapitol@.R. Pomoci BioNumericsu byl z
nantienych dat na zakl@adUPGMA Kklastrové analyzy sestaven dendrogram potované
kvasinky, ktery je znazo#n na obrazku 14. Cilem klastrové analyzy je nalézbuboru dat
objekty, které jsou si podobné a shromdzdit je Hopm. Jako kritérium byly zvoleny
Jaccardovy koeficienty podobnosti na urovni 4 %.

Statistickym zhodnocenim vysladkziskanych pomoci resttiki analyzy byl ziskan
dendrogram, ktery roztlje izolované kvasinky do dvou zakladnich skugiedna skupina
jsou kvasinky Saccharomyces cerevisja&terymi jako autochtonnimi kvasinkami byl
hroznovy most pro zahajeni kvasSeni d&awan. Porovnanim ziskanych délek fragnient
s databazi bylo deno, Ze druhou velkou skupinou jsou kvasinky rBdthia.

soucet Haelll Hhal Hinfl
& g g 8
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Obrazek 14: Dendrogram genetické podobnosti kvas@movanych z vina sestaveny na
zaklad vysledk z restrikni analyzy pro enzymy Haelll, Hinfl a Hhal.
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Ziskanymi vysledky se nam padda porovnanim s databazi izolované kvasinky
identifikovat na druhové Urovni nRichia fluxum, Pichia membranifaciensteti skupinu
kvasinek roduPichia se provedenymi experimenty a porovnanim vysledkdatabazi
nepodaéilo blize specifikovat.

Cilem préace bylo stanovit vliv autochtonni kvasima ptib¢h kvaseni vina. V tabulce 10
jsou vySe komentované vzorky r@gehy podle jejich fitomnosti v uéitém odkgru. Timto je
znazorrn profil pifitomnosti kvasinelSaccharomyces cerevisige ving v pribéhu kvaseni.

Tabulka 10: Identifikované kvasinkyifpmné ve vieiv pribehu kvasSeni.

Odbsr PraCf)vqi Velikost PCR Nazev
ozna&eni produktu [bp]
26 500 Pichia membranifaciens
1 27 500 Pichia membranifaciens
46 880 Saccharomyces cerevisiae
5 23 480 Pichia fluxuum
47 480 Pichia fluxuum
48 500 Pichia membranifaciens
3 51 480 Pichia fluxuum
56 880 Saccharomyces cerevisiae
19 880 Saccharomyces cerevisia‘e
28 880 Saccharomyces cerevisiae
29 500 Pichia sp.
4 50 880 Saccharomyces cerevisiae
52 480 Pichia fluxuum
53 880 Saccharomyces cerevisiae
55 880 Saccharomyces cerevisiae
5 25 500 Pichia sp.
30 500 Pichia sp.
21 500 Pichia sp.
6 24 880 Saccharomyces cerevisiae
54 500 Pichia sp.
20 500 Pichia sp.
7 22 880 Saccharomyces cerevisiae
57 880 Saccharomyces cerevisia‘e
8 49 880 Saccharomyces cerevisiale
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Ze ziskanych vysledklze zhodnotit, Ze itomnost kvasinekSaccharomyces cerevisiae
byla zjiS€na u odbru ¢. 1, 3, 4, 5, 7, 8. Zodbi ¢. 2 a 5 sice izolovany nebyly, ale jejich
piitomnost ve via v t&chto fazich kvaSeni vyléena neni.

Izolaci a identifikaci kvasinek bylo ro¥h zjiS€no, ze kvasinkyichia membranifaciens a
Pichia fluxuumbyly pfitomny na poatku kvasSeni a od 5. o&fln se ve zkoumaném \dniz
nevyskytovaly. Toto zjighi Ize vyswtlit tak, Ze v ptibehu kvaSeni dochazi ke snizovani Zivin
v podol& sachariél za sodasného zvySovani mnozstvi ethanolu, takzeénoéolné kvasinky
za&inaji ve zhorSenych Zivotnich podminkach umirat.

Opany jev byl zjiS&n u druho¥¢ nespecifikovanych kvasineRichia sp MizZzeme se
domnivat, Ze tyto kvasinky byly na gku kvaSeni fitomné ve vig v malém mnozstvi,
takze se je nepotlbb z odebiranych vzoikkizolovat. V pibéhu kvaSeni se jejich mnozstvi
zatalo zvySovat a poddo se je identifikovat v 5., 6. a 7. o#fn. V odkEru ¢. 8 byly
izolovany pouze kvasinkySaccharomyces cerevisjatakZze lze pedpokladat, Zze ostatni
kvasinky, které byly v gib¢hu kvaSeni fitomny, jiz v této fazi kvasSeni oduety.

4.1.6 Senzorické hodnoceni vina

Predmétem senzorického hodnoceni bylo vino Veltlinskéerél 2013, které bylo
zakvaSeno izolovanym kmenem autochtonni kvasinkyL&AToto vino bylo porovnano
s Veltlinskym zelenym 2013, které bylo zakvaSenmé&wni kvasinkou Laffort VL2. Vino,
které podstoupilo senzorické testovani, gesiebylo vyeieno, probBhla u r pouze
sedimentace. Senzorické hodnoceni bylo zhodnocémaremn AleSem Galou, ktery ma
specialni mezinarodni zkousky. Vino bylo popsarslatfovr:

Vino zakvaSené autochtonni kvasinkou je&jSyizlatavé barvy. ProtoZe zatim neptiolo
¢ireni, ale pouze sedimentace, vinoga®ni jiskrné. Aroma vina je zemité, lehce kvashi
(stéle lezi na jemnych kalech), zralostni a sp&drélni. Pedpoklada se zvyra#ni aroma
po jeho vyeieni a zrani. Vino je clfové robustni s dobrou strukturou, vyvazené s dlouhou a
ovochou dochuti a ma velkygrpoklad pro zrani a nést kvality. Ve srovnani s druhou Sarzi
vina Veltlinské zelené, kde vice vynika ovocné apie struktura vina slabsi. Veltlinské
zelené GALA ma ¥tSi predpoklad do budoucna a pro zrani v lahvi.

Obréazek 15: Senzorické hodnoceni vina Veltlindiede®013.
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4.2 Vyhodnoceni vysledk typovych kvasinek

Druhou¢ésti diplomové prace bylo ro#i$idatabazi o typové kvasinky dodané z CCY ze
Slovenska. Celkaybyly experimenty provedeny se 28 kvasinkami, fgjiseznam je uveden
v kapitole 3.1.1. U &hto typovych kvasinek byla provedena PCR a restrilkanalyza
enzymy Hadll, Hinfl, Hhal a Msd. Ziskané délky fragmettrozSiuji databazi a budou
zékladem pro dalSi studie.

42.1 Priprava vzorkua typovych kvasinek a izolace DNA

Typové kvasinky byly dodany ve foengikmych agat, které nebyly zality parafinovym
olejem. Z Sikmych agérbylo odebirano &ovaci klckou malé mnozstvi kultur a rozeho
na Petriho miskach na sladinovém Zivném médiu. 0 gkipravené Petriho misky byly
ponechany v termostatdi peplo 26°C pro namnoZeni kvasinkovych kultur. Z namngzan
kultur byla zagkovana sladinova Zivna média ve farikmych agar. Po kultivaci, ktera
probihala skolik dni pi teplo& 26°C, byly Sikmé agary zality sterilnim parafinavyplejem.
Takto gipravené kvasinkové kultury na dlouhodd uchovéani byly uloZeny v chladicim
boxu, kde je udrZzovana konstantni teplota 2°C.

Z namnozenych kultur byla izolovana DNA pomoci kotného setu Cledf Microbial
DNA Isolation Kit podle pilozeného navodu, ktery byl popsan v kapitole 3.&®lovana
DNA byla pro dalSi pouziti a uchovani uloZena v niéce i teplog -20°C.

4.2.2 Amplifikace izolované DNA pomoci PCR

U vzorki typovych kvasinek byla u izolované DNA provedemapéfikace Uselt 5,8S-
ITS ozn&enych nespecifickymi primery ITS1 a ITS4. Polymeréz fettzova reakce
probihala v teplotnim rezimu popsaném v kapitol&.38. Amplifikované useky byly
elektroforeticky detekovany za stejnych podminedojgri identifikaci kvasinek izolovanych
z vina. Zjis¢éné délky PCR produistjsou uvedeny v tabulce 11. Ukazka gelu s émdymi
fragmenty je uvedena na obrazku 16.

Amplifikaci Useki vyznaenych primery ITS1 a ITS4 vzniklyazné délky &chto
amplikon, které byly elektroforeticky detekovany. Poté bgj&tena jejich délka srovnanim
se standardy délek. Bylo nalezentkalik skupin iznych délek amplikain Rody kvasinek
Wickerhamomyce$porobolomycePebaryomycea Meyerozymanéli PCR produkt o délce
650 bp. U rodu kvasinekanseniasporabyly nalezeny amplikony o délce 750 bp a u rodu
Zygosaccharomyceas délce 790 bp. Amplifikované fragmenty u rodwgwiekPichia méli
délku 450 bp, 500 bp a 530 bp. DalSi testovanévg/pwasinky byly rodwarrowia s délkou
PCR produki 380 bp dssatchenkias délkou amplikof 450 bp.
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Tabulka 11: Délky fragmemtPCR produki ziskanych amplifikaci 5,8S-ITS oblasti typovych

kvasinek.

Nazev Pracovni ozngeni Cislo CCY plrjoec}E)I/(tE([:ki) l
Debaryomyces hansenii 120 41-6-17 650
Debaryomyces hansenii 126 41-6-15 650
Meyerozyma guilliermondii 148 39-23-6 650
Torulaspora delbrueckii 130 21-22-3 520
Torulaspora delbrueckii 132 21-22-1 520
Zygosaccharomyces balilii 154 35-6-6 790
Wickerhamomyces anomalus 144 38-1-35 650
Wickerhamomyces anomalus 147 38-1-16 650
Wickerhamomyces anomalus 127 38-1-38 650
Sporobolomyces roseus 121 19-6-16 650
Sporobolomyces roseus 131 19-6-10 650
Hanseniaspora uvarum 119 25-6-33 750
Hanseniaspora uvarum 125 46-3-17 750
Torulaspora delbrueckii 123 41-24-2 800
Hanseniaspora guilliermondii 118 25-9-3 750
Pichia fermentans 145 39-4-6 450
Pichia fermentans 149 39-4-7 450
Pichia fermentans 150 39-4-8 450
Pichia membranifaciens 122 39-1-21 500
Pichia kudriavzevii 135 29-5-5 530
Pichia kudriavzevii 136 29-9-42 530
Issatchenkia occidentalis 151 29-55-3 450
Pichia scaptomyzae 153 29-93-4 530
Pichia manshurica 129 39-4-12 500
Pichia sporocuriosa 134 39-1-26 450
Pichia manshurica 128 39-63-1 500
Yarrowia lipolytica 124 29-26-34 380
Yarrowia lipolytica 139 29-26-21 380
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118 119 120 121 122 123 124 124 125 126 127 198 2.2 131 N &o

Obrazek 16: Ukazka elektroforeogramu PCR proéduakskany amplifikaci 5-8S-ITS oblasti
typovych kvasinek. N — negativni kontrolayS délkovy standard 100 bp.
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4.2.3 Restrikéni analyza typovych kvasinek (RFLP-PCR)

Restrikni S&peni amplifikované DNA izolované z typovych kvadinkylo provedeno
s restriknimi endonukleazantiadll, Hinfl, Hhal a Msd. Vzniklé restrikéni fragmenty byly
elektroforeticky rozdleny a detekovany. Délky fragménbyly zaznamenany a nachazi se
v tabulkach 9, 10, 11 a 12. Byl pouzit jeden ennawic (Msd) neZ (# identifikaci kvasinek
izolovanych z vina kidi presrgjSi charakterizaci jednotlivych typovych kvasinediskané
vysledky byly dopl&ny do databaze a budou slouZzit pro dalSi studie.

4231 Restrikéni endonukledzaHaelll

Restrikkni endonukleazada€dll byla prvnim enzymem, kterym bylo proveden@ép&ni
PCR produki typovych kvasinek. Enzymiadll rozpoznava a &pi misto 5° GGCC 3’
DNA. Vzorky po restriknim Sepeni byly elektroforeticky detekovany a zisé velikosti
fragmenti jednotlivych vzork po digesci enzymeniHadll jsou uvedeny v tabulce 12.
Ukazka gelu s rozgenymi restriknimi fragmenty tohoto enzymu je na obrazku 17.

Restrikni analyzou naamplifikovanych PCR produktypovych kvasinek pomoci
restrikini endonukleazyHadll bylo ziskano gkolik skupin s tiznymi délkami restriénich
fragmenti. U nekterych kvasinek rodWickerhamomyce$porobolomycedianseniaspora
Yarrowia nebyla nalezena&ina mista a enzymemadll tedy amplikony &peny nebyly.
U ostatnich testovanych kvasinek byly PCR produiggpeny na dva nebdi fragmenty.

Si00 S0 118 119 120 121 122 123 124 123 128 129 131 20 S100

Obrazek 17: Ukazka elektroforeogramu restnilch fragment ziskanych gpenim PCR
produki: typovych kvasinek pomaci restrik endonukleazy Haelll.
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Tabulka 12: Délky restritnich fragment ziskané &penim PCR produittrestrikeni
endonukleazou Haelll.

Nazev Pracovni ozngni plr)oedIE)I/(tE([:bRp ] Dgggr:‘isr‘:{?lﬁ)ng]c .
Debaryomyces hansenii 120 650 400+150+100
Debaryomyces hansenii 126 650 400+150+100
Meyerozyma guilliermondii 148 650 410+140+100
Torulaspora delbrueckii 130 520 420+100
Torulaspora delbrueckii 132 520 420+100
Zygosaccharomyces balilii 154 790 690+100
Wickerhamomyces anomalus 144 650 negpeno
Wickerhamomyces anomalus 147 650 negpeno
Wickerhamomyces anomalus 127 650 negpeno
Sporobolomyces roseus 121 650 negpeno
Sporobolomyces roseus 131 650 negpeno
Hanseniaspora uvarum 119 750 negpeno
Hanseniaspora uvarum 125 750 negpeno
Torulaspora delbrueckii 123 800 negpeno
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 negpeno
Pichia fermentans 145 450 340+80+30
Pichia fermentans 149 450 340+80+30
Pichia fermentans 150 450 340+80+30
Pichia membranifaciens 122 500 330+90+80
Pichia kudriavzevii 135 530 380+100+50
Pichia kudriavzevii 136 530 380+100+50
Issatchenkia occidentalis 151 450 350+100+80
Pichia scaptomyzae 153 530 350+100+80
Pichia manshurica 129 500 350+100+80
Pichia sporocuriosa 134 450 280+120
Pichia manshurica 128 500 350+150
Yarrowia lipolytica 124 380 negpeno
Yarrowia lipolytica 139 380 negpeno
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4.23.2 Restrikéni endonukledzaHinfl

DalSim enzymem, ktery byl pouzit pro restnk analyzu, byla restréni endonukleaza
Hinfl. Enzym Hinfl rozpoznava a &i misto 5° QATC 3 DNA. Touto restrikni
endonukleazou byly &eny vSechny amplifikované produkty PCR testovarkiadsinek bd’
na dva shodné fragmenty nebo na dva a vice fraginoefiznych délkach.

Porovnanim délek fragmentpo restrikni analyze enzymeniinfl se standardy byly
zjiSttny délky jednotlivych fragmenf které jsou uvedeny vtabulce 13. Ukazka gelu
s rozatlenymi restriknimi fragmenty tohoto enzymu je na obrazku 18.

118 119 120121 122 123 124 125126 127 P28 1131 20 Sioo

Obrazek 18: Ukazka elektroforeogramu restnilch fragment ziskanych gpenim PCR
produkiz typovych kvasinek pomoci restiik endonukledzy Hinfl.
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Tabulka 13: Délky restritnich fragment ziskané &penim PCR produittrestrikeni

endonukledzou Hinfl.

. Pracovni Délky PCR | Délky restrilkcnich fragment
NCHAE ozna&eni produktu [bp] [bp]
Debaryomyces hansenii 120 650 320+320
Debaryomyces hansenii 126 650 320+320
Meyerozyma guilliermondii 148 650 330+300
Torulaspora delbrueckii 130 520 270+250
Torulaspora delbrueckii 132 520 270+250
Zygosaccharomyces balilii 154 790 350+230+170
Wickerhamomyces anomalus 144 650 320+320
Wickerhamomyces anomalus 147 650 320+320
Wickerhamomyces anomalus 127 650 320+320
Sporobolomyces roseus 121 650 210+120+90
Sporobolomyces roseus 131 650 210+120+90
Hanseniaspora uvarum 119 750 350+180+150
Hanseniaspora uvarum 125 750 350+180+150
Torulaspora delbrueckii 123 800 410+380
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 380+380
Pichia fermentans 145 450 270+200
Pichia fermentans 149 450 270+200
Pichia fermentans 150 450 270+200
Pichia membranifaciens 122 500 290+210
Pichia kudriavzevii 135 530 220+140
Pichia kudriavzevii 136 530 220+140
Issatchenkia occidentalis 151 450 280+120
Pichia scaptomyzae 153 530 240+190
Pichia manshurica 129 500 260+200
Pichia sporocuriosa 134 450 250+200
Pichia manshurica 128 500 200+160+100
Yarrowia lipolytica 124 380 190+190
Yarrowia lipolytica 139 380 190+190
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4233 Restrikéni endonukledzaHhal

Dalsi restrikni analyza byla provedenaégenim enzymemHhal. Tato restrikni
endonukleaza &i DNA v mist 5° GCGC 3'. Po restrigni analyze prothla elektro-
foretick&4 detekce a vysledné délky fragniejsiou zaznamenany v tabulce 14. Ukazka gelu
s rozalenymi restrikknimi fragmenty je na obrazku 19.

U vzorku 148 Kleyerozyma guilliermondiinebyla nalezena resttiki mista a amplikony
vytvorené PCR tedy nebyly &eny. U ostatnich vzoik byla S&pna mista restrini
endonukleazou nelezena a PCR produkty bywpesty na dva,it nebo ¢tyti fragmenty o
raznych délkach. U vzorku 118lanseniaspora guilliermondibyl amplikon $&pen dokonce
na 5 fragmerit. DoSlo zde k rozdilnému &teni nez u vzork 119 a 125 Klanseniaspora
uvarun), takze niizeme identifikovat taxonomické roddni na druhové arovni.

Si100 118 119120 1222123 124 125 126 127 128 129 13D 13

Obrazek 19: Ukazka elektroforeogramu resgtnilch fragment ziskanych gpenim PCR
produkt: typovych kvasinek pomoci restiik endonukledzy Hhal.
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Tabulka 14: Délky restritnich fragment ziskané gpenim PCR produittrestrikeni
endonukleazou Hhal.

Nazev Pracovnj Délky PCR Délky restrikinich
oznaeni produktu [bp] fragment [bp]

Debaryomyces hansenii 120 650 300+300+50
Debaryomyces hansenii 126 650 300+300+50
Meyerozyma guilliermondii 148 650 negpeno
Torulaspora delbrueckii 130 520 310+240
Torulaspora delbrueckii 132 520 310+240
Zygosaccharomyces balilii 154 790 320+270
Wickerhamomyces anomalus 144 650 520+60
Wickerhamomyces anomalus 147 650 520+60
Wickerhamomyces anomalus 127 650 600+50
Sporobolomyces roseus 121 650 320+230+100
Sporobolomyces roseus 131 650 320+230+100
Hanseniaspora uvarum 119 750 320 +310+120
Hanseniaspora uvarum 125 750 320+310+120
Torulaspora delbrueckii 123 800 350+250+150
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 260+130+120+90+50
Pichia fermentans 145 450 170+100+80
Pichia fermentans 149 450 170+100+80
Pichia fermentans 150 450 170+100+80
Pichia membranifaciens 122 500 180+120+80
Pichia kudriavzevii 135 530 220+190+80+70
Pichia kudriavzevii 136 530 220+190+80+70
Issatchenkia occidentalis 151 450 240+210+90
Pichia scaptomyzae 153 530 400+300+230+170
Pichia manshurica 129 500 250+120+80
Pichia sporocuriosa 134 450 140+100
Pichia manshurica 128 500 250+120+80
Yarrowia lipolytica 124 380 220+180
Yarrowia lipolytica 139 380 220+180
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4234 Restrikéni endonukleazaM sel

Posledni experiment restéikiho Sépeni byl proveden s enzymekisd. Tato restrikni
endonukleaza rozpoznava g@tmisto 5° TTAA 3" v amplifikovaném useku DNA. Ziskané
specifické fragmenty byly elektroforetickyleny a identifikované fragmenty jsou uvedeny
v tabulce 15. Ukazka gelu elektroforetické idekéfie je uvedena na obrazku 20.

Vzorky 145, 149 a 150P(chia fermentasa 122 Pichia membranifaciensnebyly touto
restrikini endonukleazou &eny. U rkolika dalSich vzork nejpaetnsji zastoupené skupiny
analyzovanych kvasinek rodeichia byly nalezeny fragmenty o¢kolik desitek par bazi
kratSi, nez fivodni PCR produkty. Tyto vysledky mohou byt v§teny tak, Ze wkteré
fragmenty o délkach mensSich nez 100 bp nebyly ifilemtany.

120121122 123 124 125126 127 128 129130 131 205100

Obrazek 20: Ukazka elektroforeogramu restilich fragment ziskanych gpenim PCR
produki: typovych kvasinek pomoci restiilk endonukleazy Msel.
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Tabulka 15: Délky restritnich fragment ziskané gpenim PCR produittrestrikeni
endonukleazou Msel.

Nazev Pracovnrl' Délky PCR Délky restrikinich
ozna&eni produktu [bp] fragment [bp]

Debaryomyces hansenii 120 650 290+130+100
Debaryomyces hansenii 126 650 290+130+100
Meyerozyma guilliermondii 148 650 400+150+100
Torulaspora delbrueckii 130 520 320+100+60
Torulaspora delbrueckii 132 520 320+100+60
Zygosaccharomyces balilii 154 790 270+260+140+110
Wickerhamomyces anomalus 144 650 320+220+110
Wickerhamomyces anomalus 147 650 320+220+110
Wickerhamomyces anomalus 127 650 320+220+110
Sporobolomyces roseus 121 650 560+480+380
Sporobolomyces roseus 131 650 520+50
Hanseniaspora uvarum 119 750 250+120+80+70+50
Hanseniaspora uvarum 125 750 250+120+80+70+50
Torulaspora delbrueckii 123 800 210+140+120
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 650 +100
Pichia fermentans 145 450 negpeno
Pichia fermentans 149 450 nespeno
Pichia fermentans 150 450 negpeno
Pichia membranifaciens 122 500 negpeno
Pichia kudriavzevii 135 530 470
Pichia kudriavzevii 136 530 470
Issatchenkia occidentalis 151 450 500+300
Pichia scaptomyzae 153 530 220+190+120
Pichia manshurica 129 500 250+150
Pichia sporocuriosa 134 450 320+120
Pichia manshurica 128 500 250+150
Yarrowia lipolytica 124 380 280+60+40
Yarrowia lipolytica 139 380 280+60+40
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4.2.4 Dendrogram typovych kvasinek

Ziskané elektroforeogramy jednotlivych restriich analyz byly zpracovany ve
statistickém programu BioNumerics. Pomoci UPGMAskiavé analyzy byly sestaveny
dendrogramy, kde byly jako kritérium zvoleny Jadosty koeficienty na darovni 3 %.
Dendrogram vSech typovych kvasinek je zna&orna obrazku 21. V ramci testovani na
zéklad statistického vyhodnoceni délek restrilich fragment ziskanych restriknimi
analyzami pomoci enzyirHadll, Hinfl, Hhal a Msd doslo k identifikaci kvasinek na rodové
a druhové urovni. U gkterych kvasinek doslo k rozkéni i na Urovni kmenové, tento fakt by
vSak musel byt doloZen rozsahlejSim testovaninofggie danych kvasinek.

Také byla zji&na geneticka podobnost testovanych typovych kvksibetestovanych
kvasinek Debaryomyces hanser({il20 a 126) byla zji8ha podobnost na urovni 60 % a se
vzorkem 148 kvasinkyMeyerozyma guilliermondiimély 50% podobnost. U kvasinek
Wickerhamomyces anomalbgla mezi vzorky 144 a 147 zj&ta podobnost na urovni 70 %
a mezi ¢mito dwma vzorky a vzorkem 127 podobnost 50 %. U kvasi@pkrobolomyces
roseus (121, 131) byla stanovena 90% podobnost. U kvlashoelu Hanseniasporabyla
zjiSténa 50% podobnost u vzarkl19 a 125, kteréipdstavovalyHanseniasporu uvarura
jejich podobnost na urovni 30 % se vzorkem 1Hanseniaspora guilliermondii

U testovanych typovych kvasinek ro@ichia byla statistickym zpracovanim restnikich
fragmenti za pouziti vSech 4 enzynezjiSttna podobnost na urovni 30 %iid&mz u vzork
135 a 136 —Pichia kudriavzeviibyla vyhodnocena 100% shoda. U kvasineihia
fermentandyla stanovena 90% podobnost u vZoikd5 a 146 a jejich podobnost se vzorkem
150 na urovni 80 %.

Zjistené vysledky byly fidany do databaze a budou slouzit k taxonomickéatazeni
kvasinek v budoucich studiich.
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souhrn Haelll Hinfl Hhal Msel

120
126
148
130
132
154
144
147
127
121
131
19
125
123
118
145
149
150
122
135
136
151
153
129
134
128
124
139

[EEY

Obrazek 21: Dendrogram genetické podobnosti tygokyasinek sestaveny na zaklad
vysledk: z restrik’ni analyzy pro enzymy Haelll, Hinfl, Hhal a Msel.
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5 ZAVER

V diplomové praci byla sepsana literarni reSektara je zar‘ena na kvasinky vyskytujici
se ve vig a na metody jejich identifikace. Prvidst reSerSe pojednava o &ia vindstvi.
Druhd ¢ast zahrnuje morfologii, cytologii a metabolismusaginek se zadiienim na
ethanolové kvasSeni a byly zde popsany rody kvasikieké se népstji ve viné vyskytuji.
Ve treti ¢asti reSerSe byly popsany metody identifikace kelsi zejména metoda RFLP-
PCR, ktera byla prakticky vyuZzitgipdentifikaci analyzovanych kvasinek.

V experimentalnéasti byly identifikovany kvasinky izolované z virm&mostu v pibéhu
kvaSeni. Hrozny pro vyrobu vina pochazely z obcéyica vino bylo vyrobeno ve vitistvi
OENOGALA. V experimentu byl sledovan vliv autochtdnkvasinky Saccharomyces
cerevisiag kterou byl most zatovan, na pibéh kvaseni i vysledné vino. Metodou RFLP-
PCR za pouziti restrinich endonukleadBadll, Hinfl a Hhal bylo zjist€no, Ze tato kvasinka
méla v celém pibéhu kvaseni dominantni postaveni. DalSimi identifskoymi kvasinkami
byly Pichia membranifaciensPichia fluuxuma fteti skupinu kvasinek rodichia se
provedenymi experimenty a porovnanim vysledlidatabazi nepoti blize specifikovat.

Dalsi naplini experimental@sti bylo doplgni databaze o 28 typovych kvasinek. Tyto
kvasinky pochazely ze sbirky mikroorgantsnCCY — Culture Collection of Yeasts
z Bratislavy. Izolovand DNA zthto kvasinek byla testovana pomoci PCR a re&sirik
analyzy za pouziti restrtkich endonuklea#adll, Hinfl, Hhal a Msd. Ziskané fragmenty
byly elektroforeticky detekovany a statisticky vgimmceny v programu BioNumerics.
Ziskané délky fragmeiitbyly doplreny do databaze kvasinek a budou slouZit k idemitfik
kvasinek pro dalSi studie.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DNA
rDNA
RNA
NAD
ATP
ADP
dNTP

ASVK
VBNC

deoxyribonukleova kyselina

ribozomalni deoxyribonukleova kyselina
riboxynukleova kyselina

nikotinamid adenin dinukleotid
adenosintrifosfat

adenosindifosfat

deoxynukleotidtrifosfat

cytosin

guanin

adenin

thimin

polymerazovéetizova reakce
polymorfizmus délky restrikich fragment
vnitini prepisované oblast

paet paf bazi

ultrafialové z&eni

aktivni suché kvasinky

vitalni nekultivovatelné kvasinky (vialbe boibn-culturable)
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8 PRILOHY

Priloha 1: Seznam typovych kvasinek.

¢islo CCY | Rod Druh Pavod Pracovn
oznaeni
29-26-21 | Yarrowia lipolytica kontaminovana jda 139
29-26-34 | Yarrowia lipolytica kukutice 124
38-1-35 Wickerhamomyces anomalus list Svestky 144
38-1-38 Wickerhamomyces anomalus kvéty Svestky 127
38-1-16 Wickerhamomyces anomalus neznamy pvod 147
35-6-6 Zygosaccharomyces balilii Type 154
29-5-5 Pichia kudriavzevii jatra zaby 135
29-9-42 Pichia kudriavzevii kvéty Svestky 136
29-55-3 Issatchenkia occidentalis tropické ovoce 151
39-1-26 Pichia sporocuriosa plod Svestky 134
29-93-4 Pichia scapromyzae list tresre 153
39-63-1 Pichia manshurica plod hrusky 128
39-1-12 Pichia manshurica Japonska sbirka 129
39-1-27 Pichia membranifaciens plod Svestky 152
39-1-21 Pichia membranifaciens sediment z jezera 122
39-4-8 Pichia fermentas plod hrusky 150
39-4-7 Pichia fermentas vodareky Moravy 149
39-4-6 Pichia fermentas voda Morava 145
41-6-17 Debaryomyces hansenii kvéty hrusky 120
41-6-21 Debaryomyces hansenii plod broskvos 137
41-6-15 Debaryomyces hansenii zatravina pida 126
41-24-2 Torulaspora delbrueckii dub 123
21-22-1 Torulaspora delbrueckii neznamy pvod 132
21-22-3 Torulaspora delbrueckii neznamy pvod 130
19-6-10 Sporobolomyces roseus voda Morava 131
19-6-16 Sporobolomyces roseus listy javoru 121
39-23-6 Meyerozyma guilliermondii list jablorg 148
25-9-3 Hanseniaspora guilliermondii voda jezera 118
46-3-17 Hanseniaspora uvarum hrozny 125
25-6-33 Hanseniaspora uvarum plod jabloré 119
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