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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva identifikaci sbirkovych kvasinek ziskanych z rtiznych
podminek Zivotniho prostfedi. Sbirkové kvasinky byly ziskany ze Sbirky kultur kvasinek CC'Y
Chemického ustavu Slovenské akademie véd v Bratislave. Cilem je rozsiteni databaze kvasi
ktera slouzi v laboratofi Fakulty chemické piiuréovani kvasinek odebranych ze vz
potravin.

Identifikace kvasinek byla provedena pomoci metody PCR-RFLP. Sledovany tusek
se nachazi v oblasti 5,8S-ITS a je vymezeny primery ITS1 a ITS4. Pfi restrikéni analyze byly
pouzity restrikéni endonukleasy Haelll, Hinfl, Hhal a Taql”.

U zkoumanych kvasinek byla déle zjistovana mimobunécna lipolytické aktivita pomoci
jednoduchého testu na agaru SpiritBlue, ktery plisobenim lipas ztraci modry pigment.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis deals with identification type-yeasts, which were
obtained from the Culture Collection SAV in Bratislava. The purpose is extension of yeast
database in laboratory of Faculty of Chemistry, which is used by identification yeasts in samples
taken from food or environment.

Identification of yeasts was implemented by method PCR-RFLP. Obtained segment is
located in area 5,8S-ITS and is defined by using primers ITS1 and ITS4. Restriction analysis
was carried out by restriction endonucleasis Haelll, Hinfl, Hhal and Tagl".

Chosen species were also tested for presence of extracellular lipasis. In this part
of characterisation was used SpiritBlue Agar. The presence of blue colour is lost by activity
of lipasis.

KLICOVA SLOVA

Kvasinky, identifikace, charakterizace, PCR, PRC-RFLP, kvasinkové lipasy
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1 UvVoD

Kvasinky jsou lidstvem vyuzivany jiz po dlouha tisicileti. Na zdklad¢ nejstarSich
dochovanych nalezi zaznamli o potravinaiskych postupech miZzeme fici, Zze technologie
vyuzivajici kvasinky k vyrob¢ piva a vina, jsou staré az 6 000 az 8 000 let. Prvni psané zminky
o pivu pochazeji ze starovéké Mezopotamie. Postupné se Clovék naucil vyuzivat kvasinky
i k fermentaci dalSich surovin. Vyuzivani fermentace je pro lidstvo dulezité, protoze je schopné
prodlouzit trvanlivost potravin a zlepsuje tak jejich odolnost vii¢i vnéjsim vlivim. [1]

Pestra Skala metabolickych schopnosti a enzymového vybaveni kvasinek je lidstvem
vyuzivana predevS§im v potravinaistvi k vyrobé piva, vina, chleba, lihu, drozdi, syr a jinych
mlécnych vyrobkll a dalSich potravinafskych komodit, ale také v krmivarstvi, pifi vyrobé
potravinafskych doplikt, ve farmacii a v medicing. Genetickou tpravou mohou kvasinky
produkovat Sirokou §kalu enzymu pro prakticky vSechna odvétvi védy a prumyslu. [2, 3]

K identifikaci jednotlivych rodd a druhti kvasinek je mozné vyuzit molekularné
biologickou metodu PCR-RFLP Vzorky z prostfedi je vSak nejprve nutno piecistit a ziskat Cisté
kultury. Nasledné je z bunék Cistych kultur vyizolovana DNA, kterou je jiZ mozno analyzovat
pomoci vySe uvedené metody. V této praci byla otestovana také lipolyticka aktivita vybranych
kmenti kvasinek.

V dobach, kdy nebyla znadma genetika a molekuldrné biologické metody, byla
charakterizace a identifikace jednotlivych druhl kvasinek odlisnd. Kvasinky bylo nejprve
mozno rozliSovat pouze pomoci sledovani metabolickych (biochemickych) projevii nebo
fyziologickych a morfologickych znaki, s vynalezem mikroskopu v novovéku piibylo
pozorovani bun¢k a jejich tvart, pfipadné zptisobu mnozeni a podobn¢. Nicméné¢ i tyto metody
jsou stale aktualni, jejich vyhodou je napiiklad finan¢ni nendro¢nost a jednoduchost. [2]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotni mikroorganismy, taxonomicky se fadi mezi
vys$§i houby, avSak netvofi jednotnou skupinu. Obecné jsou charakteristické tim,
7e ve vegetativni fazi se rozmnozuji puenim a maji heterotrofni metabolismus, vyznacujici
se predevsim kvasenim, které zabezpeCuje zdroj energie a uhliku. Mezi kvasinky fadime tiidy
Askomyces, Basidomyces a Deuteromyces. [1, 4, 5, 6].

Kvasinky se ve srovnani s bakteriemi rozmnozuji pomaleji, ale stale jsou dosti rychlé
nato, aby uspésné¢ slouzily k tvorbé¢ biomasy nebo jako modelové organismy v genetice.
Vyuziva se snadné manipulace pii praci s kvasinkami a moznosti regulace prechodii mezi
haploidni a diploidni fazi bunék. [6, 7]

2.1.1 Zivné prostiedi kvasinek, kultury

Kvasinky potifebuji pro svoji existenci vodné prostfedi a pfitomnost zivin. Teplotni
rozmezi pro rast kvasinek je pfiblizné od -2 °C do 48 °C. Rozdéleni kvsinek podle teplotni
ptizptisobivosti je v tabulce 1. Jako zdroj uhliku se v laboratornich podminkach nejcastéji
vyuziva glukosa. VétSina kvasinek se tadi mezi fakultativné anaerobni, alespon stopové
mnozstvi kysliku je potiebné k biosyntéze nékterych komponent bunécnych membran.
Fakultativné anaerobni kvasinky délime do dvou typti. Tzv. fermentativni typy kvasinek
iv anaerobnich podminkdch prevazné fermentuji, podil respirace predstavuje piiblizné
10 % cinnosti uhlikatého metabolismu. Druhou a rozsahlejsi skupinou jsou kvasinky, u nichz
nad fermentaci prevazuje energeticky vyhodné&jsi respirace. Ostatni kvasinky jsou obligatné
anaerobni, z divodu absence enzymu alkoholdehydrogenazy nemohou produkovat etanol, tedy
nefermentuji. [1, 8]

Tabulka 1: Rozdéleni kvasinek podle teplotni charakteristiky rozmnozovani [1]

Typ Teplotni 1:021,11e,11 Poznimka
rozmnozovani
Psychrofilni 2-20[°C] Pochézeji z vody, pudy A?tarktidy napt. n¢které druhy
rodu Cryptococcus, Candida
Mezofilni 0-48[°C] Naprosta vétsina kvasinek, kultivaéni teploty 25-30 °C
Termofilni vice nez 20 [°C] | Obvykle potencialni patogeny teplokrevnych zivocichli

Na povrchu tuhého zivného média vytvareji kvasinky kolonie s hladkym, drsnym,
nebo slizovitym povrchem. Barva kolonii je obvykle krémova, nékteré kvasinky vytvateji
Cervené pigmenty nebo ¢erné melaniny. [1]

Osmotolerantni kvasinky vyzaduji ke kultivaci aktivitu vody mensi, nez 0,6. Vyznacuji
se také pomalym ristem. K témto kvasinkdm patii naptiklad nékteré druhy rodu Debaromyces
a Saccharomyces. Existuji také lipofilni kvasinky, které ptitomnost tuku v kultivaénim médiu
ptimo vyzaduji. K takovym patti napiiklad rod Pityrosporum. [9, 10]

2.1.2 Velikost a tvar bunék

Samostatné bunky jsou velké od 2 az 3 pm do 20 az 50 um, Siroké byvaji 1 - 10 um.
Tvar bunc¢k vétSinou elipsoidni, vejcity az kulovity. Dal$i moZnosti jsou citronovity,
trojuhelnikovy a valcovity. I ve stejné kultufe jednoho kmene se muize vyskytovat vice tvart
soubézng, napiiklad kulovité a elipsoidni bunky. [1, 4, 8]
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Pucici kvasinky délime do tii skupin. Monopolarni tvoii pupeny pouze v jednom miste,
bipolarni na dvou protilehlych pozicich. Multipolarni v kterémkoli misté buiiky, u toho typu
puceni je prostorové omezen pocet pupent, které mohou vzniknout. Kvasinky pucici
na sterigmé vytvaii tenkou stopku mezi matefskou bunkou a jejim pupenem. U rodu
Schizosaccharomyces se vyskytuje piehradec¢né déleni. [1]

Nékteré druhy nebo kmeny kvasinek tvofi pseudomycelium vétvené nebo
pseudomycelium s blastosporem, tedy buniky puci pouze na polech a neoddéluji se, vznikaji
tedy dlouhd zaSkrcovand vlédkna. Blastospory jsou svazky kratsich elipsoidnich bunék.
Pseudomycelium vznika vétsinou pti nedostatku zivin. Dalsi druhy nebo kmeny vytvareji pravé
mycelium, které vznika pficnym délenim protahlych bunék. [1, 4]

2.1.3 Chemické sloZeni bunééné hmoty kvasinek

Zastoupeni latek v bunkdch zavisi na druhu kvasinek, stafi bunc¢k a kultivac¢nich
podminkéach. Voda tvofi nejvétsi podil hmoty, pfiblizn€¢ 65-83 %, coz je méné, nez u bakterii.
Zbyla procenta do celku se nazyvaji susina. Nejveétsi podil susiny tvofi bilkoviny, okolo 50 %,
dale nukleové kyseliny, pfiblizn€ 10 %. Strukturni polysacharidy (hlavné z bunécné stény) tvoti
kolem 5 % z celkové suSiny a kolem 80 % suSiny bun&tné stény. Popel, tedy nespalitelné
mineraly, tvofi piiblizn¢ 8 % susiny. [4, 6]

2.14 Cytologie kvasinek

2.1.4.1 Pouzdro

Jen nékolik rodu kvasinek tvofi pouzdra. Pouzdro je slozeno z radialné orientovanych
mikrofibril, vychazejicich z bunééné stény. Obsahuje vzdy manosu a kyselinu glukorunovou,
dale jiné sacharidy. Pouzdro se vytvari postupné s ristem pupene. Pouzdro poskytuje ¢astecnou
ochranu bun¢k viic¢i dehydrataci a napomaha pfi ztizené difuzi zivin do bunky. [1]

2.14.2 Bunééna sténa

Bunécna sténa obaluje cytoplasmatickou membranu a tvoii okolo ni pevnéjsi krustu.
Podobné jako u bakterii je silnd a pevna, diky tomu udava tvar buiiky a chrani ji ped vnéjSimi
vlivy, zejména mechanickymi a osmotickymi. Jeji struktura diky poérim umoznuje permeabilitu,
propousti vSechny latky krome vysokomolekularnich, jako jsou polysacharidy a bilkoviny.
Nejvetsi zastoupeni maji v bunééné sténé polysacharidy, které tvoii 80 % suSiny stény. Jsou
uspoiadany do husté spletité sité. Tuto splet’ vypliuji bilkoviny, které predstavuji 6 az 10 %
suSiny. Bunécna sténa dale obsahuje malé mnozstvi lipidt (3 az 10 %) a fosforecnanti, které
jsou na polysacharidy vazany esterovymi vazbami a spolu s karboxylovymi skupinami davaji
povrchu kvasinkovych bunék zaporny naboj, ktery ovliviiuje absorpci latek z prostiedi.
[1, 4,6, 8]

Nejvyraznéjsi z polysacharidi kvasinek jsou glukany, které se vyskytuji ve vSech
druzich dosud analyzovanych kvasinek. Nékteré druhy obsahuji jest¢ manany, glukosamin,
chitin. [4]

Na povrchu stény jsou zietelné kruhy, které vzniky jako jizvy po puceni. Pocet jizev
se ve stafi bunky pohybuje v rozmezi 9 — 43, nejcastéji 15 — 24. Pfi bipolarnim puceni vznika
vicenasobna jizva. Jedna jizva je vzdy troSku odli$na, burika si ji nese od oddéleni od mateiské
bunky a nazyva se jizva zrodu. [4, 6]

Bunécna sténa také hraje roli pfi shlukovani bunék. Vegetativni bunky kvasinky
Saccharomces cerevisiae jsou schopny shlukovani do makroskopickych meéftitek, tzv. flokulace.
Jev je zalozen na struktufe bunécnych stén jednotlivych bunck, kterd umoznuje vzijemnou



adhezi. Shluky nasledné sedimentuji. Tohoto jevu se vyuziva v pivovarnictvi pied stacenim
a filtrovanim. [6, 8]

2.14.3 Cytoplasmatickda membrana

Cytoplasmaticka membrana kvasinek, také zvana plasmalema, ma obdobné sloZeni jako
u bakterii. Oproti bunécné sténé je tenka, sklada se z lipidi a proteind. Tvoti Cetné vchlipeniny
a zahyby, které vybihaji do stfedu buiiky. Je volné propustnd pouze pro malé molekuly
bez naboje, proto tvoii osmotické rozhrani mezi vnitinim a vnéj§im prosttedim bunky. Je sidlem
transportnich mechanismu, které umoziuji prenaset zadané molekuly dovnitf bunky a jiné latky
zase z builky do vnéjsiho prosttedi. [4, 10]

2.14.4 Cytoplasma

Cytoplasma vytvati zaklad vnitfniho prostiedi buiiky. Jsou v ni umistény organely,
cytoskelet a probihaji zde dualezité metabolické reakce. U mladych bunék je prthledna,
u starSich granulovitd. Obsahuje zrnicka zasobnich latek, volutinu, neboli polymetafosfatu,
glykogenu a lipida. [4, 8, 10]

2.14.5 Endoplasmatické retikulum

Endoplasmatické retikulum je systém dvojitych membran, které maji pomérné velké
pory. Tvori oddélené vacky obsahujici rizné enzymy a rezervni latky. Na vnéj$im povrchu
endoplasmatického retikula je pfichycené velké mnozstvi polysomil, jsou to shluky ribozomu,
v nichz se syntetizuji bilkoviny. [4, 8]

2.1.4.6 Mitochondrie

Mitochondrie jsou $iroké az 1 um, dlouhé az 3 um. Skladaji se ze dvou membran.
Vnéjsi a vnitini, kterd ma Cetné vchlipeniny zvané kristy. Jsou slozeny hlavné z bilkovin, lipida
a fosfolipidi. Jsou sidlem dychacich enzymi a systému oxidacni fosforylace. Také zde probiha
syntéza nékterych mitochondrialnich bilkovin, jsou zde tRNA, mRNA a ribozomy. [4]

2.1.4.7 Vakuola

Vakuola je organela kulovitého tvaru, je obklopena jednou membranou. Mladé nebo
pucici buiiky maji vice malych, zralé buiiky maji jednu vétsi. U starSich bun€k vakuola vypliluje
témét cely prostor bunky. Vakuoly obsahuji hydrolytické enzymy, jako jsou proteasy,
ribonukleasa a esterasa, které slouzi k rozkladu nepotifebnych bunéénych struktur. Dale obsahu;i
jesté polyfosfaty a velké mnozstvi draselnych iontli, aminokyselin a purind. Slouzi také
k ukladani latek, které se pravé neucastni metabolickych pochodu. [4]

2.14.8 Golgiho aparat

Golgiho aparat je soustava nékolika propojenych méchyikt. Predpoklada se, ze slouzi
k transportu prekurzori bunécné stény zcytoplasmy pfes cytoplasmatickou membranu
do vnéjsiho prostiedi buiiky, tedy do bunééné stény. [4]

2.1.4.9 Jadro

Jadro hraje klicovou roli pii déleni bunék. Nachazi se vétSinou ve stiedu burky,
od okolniho obsahu bunky je oddéleno dvojitou jadernou membranou, zvanou karyolema.
Obsahuje pfedev§im chromatin, tedy material nesouci genetickou informaci. Je uspotfadany

.....

rozdélené podle poctu a charakteru chromosomt. Nukleoplasma nékterych kvasinek obsahuje
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také 1 -2 pm velké kruhové tseky DNA nazyvané plastidy. Soucasti jadra je jadérko, které
se nachazi tésné pod jadernou membranou, a diskové polarni télisko vieténka. [4, 8, 10]

2.1.4.10 Cytoskelet

Cytoskeletalni sit’ slouzi k udrzeni tvaru bunky, pfipadné ptfi pohybu sekrecnich vacku
an¢kterych organel. U kvasinek zahrnuje mikrotubuly, aktinova policka a mikrofilamenta,
v jadfe byly detekovany lamina, coz jsou stavebni glykoproteiny, které jsou v jadie vyuzity
k rozestoupeni chromatid k polarnim téliskiim. [1, 11]
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2.2 Rozmnozovani kvasinek

2.2.1 Vegetativni rozmnoZovani kvasinek

VétSina bunék se rozmnozuje vegetativné, pucenim. Tento cyklus trva pii optimalnich
podminkéch pfiblizn€ 2 hodiny. Pfi puceni 1ze snadno rozeznat matetskou buiiku a pupen, déli
jeuzky kandlek, kterym postupné proudi do pupenu organely, cytoplasma a dal$i bunécna
hmota. Puceni se ukonci pferusenim kanalku a vytvorenim bunééné st€ny mezi obéma bunkami.
Pupen se vétSinou oddéli, ale mize zistat i ptipojeny. [4, 6]

Neoddé¢li-li se pupen, vznikd pseudomycelium, tedy fetézec jednotlivych samostatnych
bun¢k. Jen malo rodd vytvaii pricnym délenim protahlych bunék pravé mycelium. Pravé
mycelium se 1i§i tim, Ze mezi bufikami jsou malé pory, kterymi volné prochdzi cytosol.
Blastokonidie, nepohlavni spory, se vyskytuji na pseudomyceliu i pravém myceliu. Pti¢né
déleni se odehrava dvéma zpisoby, a to tvorbou pravého mycelia, kdy bunky zlistanou spojeny
uzkym kandlkem, a bez tvorby pravého mycelia, kdy buiiky zlistanou nebo nezlistanou spojeny.
[4, 6]

Piechodovym typem mezi pucenim a pficnym d€lenim je puceni na Siroké zakladné.
Pupen a matetska buiika jsou v pribéhu puceni spojeni Sirokym krckem. [4, 6]

2.2.2 Pohlavni rozmnozovani kvasinek

Kromé vegetativniho rozmnozovani se u kvasinek vyskytuje také pohlavni
rozmnozovani. Jeho vysledkem jsou pohlavni spory, askospory a basidospory. Askospory,
zvané téz endospory, jsou spory umisténé uvnité ve viecku, zvaném téZz asku. Buiky tvofici
aspokspory se nazyvaji sporogenni. Basidospory, kterym se fikd také exospory, jsou spory
umisténé na vnéjsi strané sporotvornych bunék. [4, 8]

Pohlavni rozmnoZovani je charakterizovano spajenim dvou haploidnich bungk,
obsahujicich n chromosomd, cili konjugaci a spajenim bunécnych jader, resp. karyogamii.
Vzniké tak diploidni jadro, které obsahuje 2n chromosomut. Nasledné€ se d€li meiosou, tak
zvanym redukénim délenim. Meiosou vznikaji Ctyfi haploidni jadra, obzahujici opét
n chromosomi, které mohou byt pfimo zakladem novych spor, nebo se d€li mitosou a az poté
tvoti spory. Haploidni a diploidni faze bunék se stiidaji. [4, 8]

2.2.2.1 Askosmycétni kvasinky

U askomycétnich, téz askosporogennich, bun¢k vznika spajenim dvou pohlavnich spor
zygota, tedy buiika o 2n chromosomech. [4, 6]

Spéji-li se dve priblizné stejné buriky, jedna se o izogamii spajeni, jde i o buiiky odlisné
velikosti, hovotime o heterogamnim spajeni. Heterogamni spajeni je naptiklad opétovné spojeni
jader mateiské buniky a jejiho pupene. Matefska bunika poté zacne pucet na opacné strané
a vytvori novy pupen. [4, 6]

Uvedené spajeni mezi bunikou a jejim vegetativnim potomstvem je mozné pouze
u homothalickych kmenti. Kmeny zvané heterothalické maji bunky rozliSeného pohlavi a tvofi
tak buniky dvou parovacich, respektive kopulacnich typt. [4, 6]

U heterothalickych kmenti kvasinek Schizosaccharomyces pombe jsou parovaci typy
oznaceny h* a h’, nebo také P a M a u Saccharomyces cerevisiae a a a. Ke spajeni dochazi
pouze tehdy, setkaji-li se tyto dvé buinky ve vhodném rlstovém prostiedi. Bunky opacného
parovaciho typu k sobé piilnou a po spajeni vznikne zygota, ktera je schopna se vegetativné
mnozit. V nepfitomnosti zkvasitelnych cukrii je metabolismus bun¢k silné aerobni, za té€chto
podminek dochazi ke sporulaci, cela buiika se pfeméni ve viecko, Cili askus. [4, 6, 8]

Délkou haploidni a diploidni faze zivotniho cyklu se 1isi rody nebo i druhy kvasinek.
Casto byva jedna znich velmi omezena. Napiiklad homothalické kmeny Saccharomyces
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cerevisiae jsou charakteristické tim, Ze se spory brzy po vypuceni spajeji a vegetativni haploidni
faze tak zde téméf neexistuje. Délku haploidni a diploidni faze lze u nékterych kvasinek
kultiva¢nimi podminkami omezit. [4, 6, 8]

2.2.2.2 Basidomycétni kvasinky

Basidomycétni buiiky tvofi exospory a sporigie. Haploidni bunky se rozmnozuji
puenim apo smichani bun€k opacnych parovacich typd dochazi k cytogamii a tvorbé
dikaryotniho mycelia, ve kterém jsou jednotlivé bunky vymezeny piepazkami. Na myceliu
se vytvareji charakteristické prezky, ptes které prechazi jedno jadro do sousedni buiiky. Tim je
zabezpeceno, ze po mitose jader maji ob€ buitky dvé rizna haploidni jadra. Protoze obsahuji
genetickou informaci ze dvou riznych zdroja, jsou heterokaryotické. [4, 6, 8]

Po urcité dob¢ se vytvori koncovy nebo interkalarni, tedy mezibunécny, utvar obaleny
silnou bunécnou sténou. Nazyva se teliospora a probihd v ném spdjeni jader. Po urcité klidové
formé teliospora kli¢i v promycelium, vnémz nastdvd meiosa. Promycelium mize byt
jednobunécné, nebo rozdélené piepazkami na Ctyfi buiky. Z promycelia se pak pucenim
oddéluji haploidni jednobunécné sporigie jednoho, nebo druhého parovaciho typu. Pucenim
poskytuji sporigie vegetativni haploidni bunky, ¢imz se cely pohlavni cyklus uzavira. [4, 6, 8]

Imperfektni stadium probihd v ptipade, Zze kvasinka vytvaii nepohlavni mitospory.
O anamorf€ hovofime tehdy, je-li pfitomno pouze imperfektni stadium. Pti perfektnim stadiu
kvasinka vytvari pohlavni meiospory. Teleomorfa znamena, ze v dané fazi je pritomno perfektni
stadium. [2]
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2.3 Taxonomie kvasinek

Zatazeni kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismi je zalozeno na genetické
pribuznosti s houbami, jsou povazovany za jejich redukovanou formu. Jsou tedy zafezeny
v systému houby (Fungi), kde patii mezi vlastni houby (Eumycotina). Eumycotina zahrnuje dvé
velkd oddéleni, ato vieckovytrus¢é houby (Ascomycotina) a stopkovytrusé houby
(Basidomycotina). Kvasinky, u nichz se neprokazalo sexualni rozmnozovani, jsou zatazeny jako
Deuteromycotina. [1, 2, 12]

V nasledujicich odstaveich budou vypsany jen nékteré taxony.

2.3.1 Trida Ascomycetes (Ascomycotina)

Do tfidy Ascovmycetes fadime: [12]
e Celed schizosaccharomycetes
e Celed’ Ascodaceae
e Rod Yarrowia,
e Celed Endomyceae
e Rod Saccharomycodes
e Celed Saccharomycetaceae
e Rod Pichia
e Rod Issaatchenkia
e Rod Debaromyces
e Rod Kluyveromyces
e Rod Zygosaccharomyces
e Rod Saccharomyces
Anamorfni formy alogennich kvasinek [12]
e Rod Candida

e Rod Trigonopsis

2.3.2 Trida Basidomycetes (Basidomycotina)

Do tfidy Basidomycetes fadime nékolik rodut: [1, 12]
¢ Rody Rhodotula
e Rhodosporium
e Cryptococcus

233 Popis vybranych druhii kvasinek

2.3.3.1 Kluyveromyces lactis

Vegetativni buiiky jsou kulovité az elipsoidni, mohou se sdruzovat do pard, malych
shluki, nebo zlstavat jednotlivé. Kolonie jsou krémové do hnéda, Seda nebo rtizova, povrch
hladky i bradavcity, slizky 1 matny. V kapalnych médiich vytvaii prstenec, sediment, vétSinou
i tenkou kozku na povrchu. [13]

Ve vegetativni fazi rozmnozovani prevlada haploidni stav, rozmnozuje se pucenim.
Kluyveromyces lactis je heterothalicky kmen, po smichani opacnych péarovacich typt se tvofi
zygoty, které zpravidla ihned vytvaii spory. Diploidni stav kvasinky je tedy jen pfechodny.
Vytvari
se 1-4 spory, které jsou kulovité, hladké a z vrecka se snadno uvoliuji a aglutinuji. [13]

Kluyveromyces lactis kvasi laktosu, sacharosu, ale nekvasi maltosu Je soucasti
kefirovych zrn, také se pridava do syrd s plisni uvnitf. Produkuje B-galaktosidasu, pomoci niz
mize vyuzivat laktosu ze syrovatky. [13]
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2.3.3.2 Pichia fermentans

Bunky Pichia fermentans jsou elipsoidni az protahlé. Pseudomycelium je stromeckovité
vétvené. Kolonie jsou bilé, matné a kuCeravé, okraj cipovity. Pii ristu na kapalném mediu
se tvoii sucha Splhava kozka. Pfi pohlavnim rozmnoZovéani se asky tvoii i bez ptedchozi
konjugace, i po ni. Spory jsou kloboukovité, v asku po dvou az ¢tyfech. Je to heterothalicky
druh. [13]

NezkvaSuje maltosu, sacharosu, ani laktosu, zkvasuje glukosu. Vyskytuje se ojedinéle
na ptirodnich stanovistich, naptiklad na vinicich nebo ve viné. [12, 13]

2333 Debaromyces hansenii

Buniky Debaromyces hansenii jsou elipsoidni az protahlé. Vytvari stromeckovité
pseudomycelium. Kolonie jsou bilé nebo skoticoveé bilé, matné a kuceravé, okraj je cipovity.
Na povrchu kapalného média tvoii suchou kozku. Pfi pohlavnim rozmnozovani vznikaji asky
bez piedchozi konjugace nebo po izogamni ¢i heterogamni konjugaci. [13]

NezkvaSuje maltosu, sacharosu, ani laktosu, zkvasuje glukosu. Kvasinka dobfe snasi
prosttedi s nizkou aktivitou vody. Neékteré jeji kmeny toleruji salinitu okolniho prostiedi
az do 20 - 22 % chloridu sodného, navic mize rist i pfi nizkych teplotach. Dale se vyznacuje
schopnosti metabolizovat kyselinu mléénou a kyselinu citronovou. Nejvice se vyskytuje
vruznych typech syri, nékteré kmeny jsou soucasti kultur tepelné neopracovanych
fermentovanych masnych vyrobki. Hojné se vyskytuje na fermentovanych klobasach
a nasoleném mase. Kontaminuje mlécné vyrobky, maso a majonézy. Muze se také vyskytovat
na kuzi lidi a zvitat. V tekutych vyrobcich vytvaii bily kozovity povlak. [8, 10, 13, 14]

2.3.34 Cryptococcus saitoi/friedmanii

Kvasinka Cryptococcus friedmanii je jeden z druht, které byly nalezeny na Antarktid¢.
Bylo u ni prokdzano pouze vegetativni rozmnoZzovani. Optimalni teplota k inkubaci je 17 °C.
Kolonie maji hladky okraj, krémovou barvu a hebky, matny vzhled. Buitky maji vétSinou
ovalny tvar. Byla pozorovana mnohovrstva buné¢na sténa. [15, 16]
Kvasinka prokéazala schopnost zpracovavat glukosu, maltosu a Skrob, nezpracovava
laktosu, neprodukuje methanol, ani ethanol. Radime ji mezi nefermentativni kvasinky. [15, 16]
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24 Metabolismus kvasinek

Kvasinky jsou heteroorganotrofni organismy obecné s fakultativné anaerobnim
metabolismem. Zdrojem uhliku a energie jsou jednoduché sacharidy, cukry. Hlavni zasobni
latkou je u kvasinek glykogen. [1, 8]

Vétsina kvasinek se fadi mezi fakultativné anaerobni, alespoii stopové mnozstvi kysliku
je pottebné k biosyntéze nékterych komponent bunéénych membran. Fakultativné anaerobni
kvasinky délime do dvou typl. Tzv. fermentativni typy kvasinek i v anaerobnich podminkéch
pfevazné fermentuji, podil respirace pfedstavuje pfiblizné 10 % Cinnosti uhlikatého
metabolismu. Druhou a rozsahlejsi skupinou jsou kvasinky, u nichz nad fermentaci prevazuje
energeticky vyhodnéjsi respirace. Ostatni kvasinky jsou obligatn¢ anaerobni, z diivodu absence
enzymu alkoholdehydrogenazy nemohou produkovat etanol, tedy nefermentuji. [1]

Za aerobnich podminek probiha u vétSiny kvasinek zpracovani cukri Krebsovym
cyklem, u pfevazné fermentujicich kvasinek fermentacni cestou. Hlavnim produktem kvaseni je
etanol. Fermentace je regulovana pfisunem kysliku do buiiky tak, Ze dostatek kysliku v prostiedi
fermentaci tlumi a nahrazuje ji respirace, ktera je energeticky vyhodng;jsi. [1]

Fakultativné anaerobni kvasinky délime na fermentativni a nefermentativni.
Fermentativni typy kvasinek zkvaSuji cukry i za aerobnich podminek. Nefermentativni typy
kvasinek cukry nezkvasuji. U respira¢nich typa pfevlada vzdy respirace nad fermentaci. [10]

Kvasinky kfisotvorné jsou striktné aerobni a na cukernych roztocich tvofi tenké blanky,
tzv. kiisy. Vytvari estery, které jsou zdrojem zapachu. Mezi kiisotvorné kvasinky patii
napiiklad kvasinky rodu Hansenula a Pichia. Kiisotvorné kvasinky se mohou vyskytovat
napiiklad na vinné réve a maji vliv na vysledny buket vina. [9, 10, 17]

Nejsnazsimi zdroji dusiku jsou aminokyseliny a amonné ionty. Nékteré rody kvasinek
umi vyuzit i dusi¢nany, pfipadné dusitany. [1]

24.1 Lipolyticka aktivita kvasinek

Vyraznou lipolytickou aktivitou jsou charakteristické kvasinky Candida lipolytica,
Candida rucosa a Yarrowia lipolytica a kvasinky rodu Pityrosporum. Jeden z nejvyznamnéjsich
enzymi je triacylglycerol acylhadrolasa, ktera katalyzuje hydrolyzu triglyceraldehyda
na diglyceraldehydy a mastné kyseliny. Mastné kyseliny jsou dale zpracovavany B-oxidaci
az na acetyl-koenzymaA. [2, 9, 18, 19]

24.2 Proteolyticka aktivita kvasinek

Kvasinky obsahuji pomérné velky podil bilkovin v bunééné hmot€. Proteasy pracujici
s proteiny uvniti buiiky se nachazeji v cytoplasmé. [2]

Ke stépeni bilkovin dochazi uvniti kvasinkové buiky, kam bilkoviny prochézeji
rozlozené na peptidy. Pro degradaci jsou nékdy peptidy oznacovany, naptiklad fosforylaci nebo
urCitou skupinou aminokyselin na zacatku polypeptidového fetézce. Dalsim ptikladem je
ubikvitin, ktery je slozen ze 76 aminokyselin s vy¢nivajici karboxylovou skupinou, ptes kterou
se vaze na vyc¢nivajici aminoskupinu lysinovych zbytkt proteinti. Takto oznaené proteiny jsou
degradovany v cytoplazmé. [1]
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2.5 Vyznam a vyskyt kvasinek

2.5.1 Vyznam kvasinek

Kvasinky se zapojily do ekosystému jako spotiebitelé sacharidovych materialt.
Clové&ku slouzi pfi mnohych potravinaiskych a praimyslovych vyrobach. Druhy Saccharomyces
cerevisiae a Schizosacharomyces pombe slouzi jako modelové eukaryotni organismy. Nékteré
kvasinky mohou byt patogenni. [1]

2.5.2 Vyskyt kvasinek v Zivotnim prostredi

Kvasinky upfednostiiuji rostlinné tkané, avSak v menSim méftitku je mozné je najit
i na tkanich zivocisnych. Mensi zastoupeni maji buiiky kvasinek v pidé a ve vzduchu. Kvasinky
se vyskytuji predev§im na substratu obsahujicim sacharidy, zejména na ovoci, nejvice
bobulovitém a peckovitém, a potravinach obsahujicich jednoduché sacharidy. Prenesené je
najdeme v nektarech kvétd, v travicim traktu lidi, zvifat a n€kterého hmyzu, kde se uchytily
s potravou. Kvasinky se §ifi pfevazné vétrem a hmyzem, vzdu$nd kontaminace je vyznamna
zejména po dobu kveteni stromil a zrani ovoce. [2, 6, 8]

2.5.21 Vyskyt na potravinach a v ovoci

Protoze se kvasinky rozmnozuji pomaleji nez bakterie, uplathuji se nejvice
na potravinach, které jsou pro bakterie nevhodné. Nejcastéji jsou to potraviny s nizkym pH,
s vysokym obsahem cukru nebo soli nebo také potraviny konzervované organickymi
kyselinami. Z potravinaiskych vyrobkli byvaji napadany ovocné kompoty, dzusy, salaty,
slazené limonady ¢i slabéji alkoholické napoje typu piva nebo vina. Med, ¢okolddové naplne
a podobné koncentrované potraviny mizou byt napadeny osmotolerantnimi kvasinkami, jako
jsou Debaromyces hansenii nebo Zygosaccharomyces rouxii. Kvasinky se mohou podilet také
na kvaSeni fermentovanych mléénych, masnych vyrobkd a vyrobkli obsahujicich majonézu.
Divoké kmeny kvasinek jsou obavanym kontaminantem v drozd’arnach. [2, 8]

M¢kké ovoce je pro kvasinky velice vhodnym substratem, protoze obsahuje vysoké
procento jednoduchych sacharidi. Mlzeme na ném nalézt kmeny kvasinek Saccharomyces,
Saccharomycodes a Kloeckera. Nektar kvétli bézné obsahuje kmeny kvasinek Cryptococcus
nebo Rhodotula. [6, 20]

2.5.2.2 Vzduch, voda

Ve vzduchu a ve vodé se prevladaji kvasinky obsahujici barviva, napiiklad rod
Rhodotula. Tento kmen obsahuje karotenoidy, které diky svym fyzikalné-chemickym
vlastnostem pohlcuji UV zafeni. Ve sladkych i moiskych vodach zije kvasinka Debaromyces
hansenii. Nékteré kmeny byly nalezeny ve snéhu na Antarktidé, v akrtickych vodach
se vyskytuje kvasinka Leucosporium. Kvasinkami hojné osidleny je plankton, zejména motské
fasy. Zde jsou zastoupeny zejména rody Rhodotula, Cryptococcus a Candida. V domovnich
odpadech se vyskytuji kvasinky riznych fermentacnich typt jako indikator fekalniho znecisténi.
Jedna se o rizné druhy rodu Saccharomyces, Kloeckera apiculata nebo Candida albicans.
(6, 20, 21, 22, 23]

2.5.2.3 Puda

V pudé je kvasinek mnohem méné, nez plisni a bakterii, jsou zastoupeny predevsim
pfi povrchu. Vyskyt nékterych kvasinek v pudé odrazi ekosystém daného mista, naptiklad
kvasinky zlistd. Jiné poméry jsou na Antarktidé, kde jsou kvasinky prevazujicimi
mikroorganismy. V pudé uspésné prezivaji kvasinky sporulujici a kvasinky, které vytvareji
pouzdra. Typicti ptidni zastupci jsou naptiklad rody Schwanniomyces, Lipomyces, nebo nékteré
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druhy rodu Cryptococcus. Pudni kvasinky napomahaji $tépeni organickych zbytkl v pade,
ptesto nehraji v tomto sméru vyznacnou tlohu. [22, 23]

2.5.24 Rostliny

Na listech rostlin se vyskytuje kvasinka s Cernym barvivem Aureobasidium pullulans.
Dale se kvasinky hojné vyskytuji na rostlinnych vymeéscich spole¢né s bakteriemi a prvoky.
Vyskyt konkrétnich druhti se 1isi podle geografickych podminek. V zahnivajicich kaktusech ziji
kvasinky v symbiose s bakteriemi, které jsou na rozdil od kvasinek vybaveny pektolytickymi
enzymy. V tomto ptipad¢ je vyskyt kvasinek druhové specificky, mensi vliv maji geografické
podminky. [24, 23]

Pfirozeného vyskytu kvasinek na bobulich hroznového vina se vyuziva ve vinaiské
technologii. Pfi kvaseni se v n¢kterych ptipadech kvasinky jiz nedodavaji, ale pouzivaji se tyto
ptirodni zdroje. Tyto ptirodni kvasinky maji vyznam i na oblastni specifitu vin. [12]

2.5.2.5 Zivo&ichové

Kvasinky se také bézné vyskytuji v travicim traktu zivocichli, zejména ve stifevech.
Kvasinky jsou pfenaseny drozofilami, které se kvasinkami i zivi. Kvasinky byly zjistény i jako
intracelularni  symbionti, napiiklad u cervotoCovitych plsobi kvasinka Torulopsis
ernobii. [23, 24]

253 Patogenni kvasinky

Oproti bakteriim je patogennich kvasinek velmi malo. Napadaji vétSinou oslabené
organismy, ovSem onemocnéni zpiisobené kvasinkami mohou byt az smrtelné. Kvasinkova
onemocnéni nelze 1éCit antibiotiky, ale pouzivaji se antimykotika plsobici na bunécné stény
nebo cytoplasmatické membrany patogenti. Nejvice onemocnéni vyvolava kvasinka Candida
albicans. Urc¢ité mnozstvi této kvasinky je u nekterych zdravych jedincl nalézano ve stolici
nebo moci, avSak onemocnéni nemusi nutné¢ propuknout. DalSim piikladem je kvasinka
Cryptococcus neoformans, ktera se prenaSi vzduchem, je vdechnuta a nasledné zpisobuje
onemocnéni plic. Mlze napadat i nervovou soustavu, v této fazi je onemocnéni pfiblizné
v poloving piipadi smrtelné. [1]

254 Vyuziti kvasinek v potravinarstvi a jinych odvétvich
prumyslu
Vyuziti kvasinek v rtiznych biotechnologickych oborech lidské cinnosti je rozsahlé.
Struény prehled je uveden v tabulce 2. [2]

Tabulka 2: Prehled vyuziti kvasinek v riiznych oborech lidské cinnosti [2]

Oblast vyuziti Prakticky priklad

Potravinatsky primysl Fermentované napoje, fermentované mlécné vyrobky

Chemicky primys] Vyrobz.i chemickych latek, naptiklad organickych kyselin
nebo bioethanolu

Farmaceuticky primysl Vakciny, probiotoka, hormony, krevni faktory

Obecna biologie Bunécna biologie, genetika, molekularni biologie, biochemie

Zdravotnicky primys] Vyzkum nadorovych onemocnéni, AIDS, metabolismu 1k,

genotoxicity, lidskych genetickych poruch

Technologie Zivotniho
prostiedi

Vyuziti odpadu, ochrana plodin, biologické zachytavani kovt
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Nejrozsitenéjsi a nejznaméjsi vyuziti kvasinek je pfi vyrobé peciva a alkoholickych
napoju. Nejrozsifendjsi je pivo a vino, dale existuji rizné lokalni kvaSené napoje, napiiklad
cider, pombe nebo saké. V potravinafstvi se vyuzivaji také kvasni¢né autolyzaty a extrakty.
Slouzi jako potravindiské prisady do polivek nebo omacek a také jako slozka Zivnych médii
ke kultivaci. Kvasinky spole¢né s bakteriemi se kvasinky podileji na vyrobé sojové omacky,
kefiru, feckych oliv, vina a piv typu afrického a typu Lambic. [2, 18]

V krmivafstvi se uplatiiuji krmné kmeny a kmeny, ze kterych se vyrabi potravinaiské
doplitky. Kvasniény extrakt je bohaty na bilkoviny, aminokyseliny a vitaminy, hlavné
vitamin B. Krmné drozdi lze vyrabét z nékterych potravinaiskych odpadii. Cilem produkce
krmnych kvasinek je kvasinkova hmota, ktera je vyzivna. [2, 4]

Kvasinky jsou podle riizného enzymového vybaveni pouzivany k vyrobé organickych
kyselin, naptiklad kyseliny mlé¢né, octové, maselné, citronové, stavelové a dalSich. Kvasinky
jsou také vyuzivany k vyrobé dalSich latek, jako jsou antibiotika, aminokyseliny, enzymy,
nukleotidy, dale vitaminy a provitaminy A a D. Jsou také schopné zpracovavat nekteré odpadni
suroviny, naptiklad komponenty dfevni hmoty, n-alkany, metanol, pfebytky potravinaiskych
vyrob, naptiklad laktosu v syrovatce, nahnilé ovce nebo zmeklé brambory. [1, 6, 18, 23]

Tabulka 3: Technologicke vyuziti nékterych kvasinek [1, 6, 8, 14, 23]

Mikroorganismus Produkty
Sacharomyces cerevisiae Pivo, vino, pe€ivo
ichiZ?;aclccharOZZyces pombe Népoje »pombe

an z a kefyr, uy.veromyces Kefir, kumis
marxianus var. lactis
Yarrowia lipolytica

Krmné drozdi
Candida utilis rne drozcl
.. e Pekatské drozdi, kvasni¢né
Sacharomyces cerevisiae VyZiva ,
extrakty, hydrolyzaty

Kluyveromyces lactis Syry s plisni uvnitt
Debaromyces hansenii Fermentované klobasy
E theci hbyi

remothecium asaoyl Riboflavin — B2
Ashbya gossypii .

— Vitaminy —

Sacharomyces cerevisiae Ergosterol — provitamin D
Rhodotula sp. Beta-karoten — provitamin A
Aureobasidium pulluans Latky podporujici imunitu | Glukany, manany
Sacharomyces cerevisi ) Lih potravinafsky, primyslovy

= 'r y. ; et l.ae ; Vyuziti v ostatnich P Y, PIUMYSIOvy
Candida utilis, C. tropicalis, . . . . <1

i odvétvich primyslu Biomasa, krmné drozdi

C. oleophila

2.54.1 VyuZziti kvasinek p¥i vyrobé syriu

Syr se vyrabi z mléka vysoké kvality, které proslo Setrnou pasteraci a je
mikrobiologicky c¢isté. Do takto piipraveného mléka se pridavaji Cisté kultury nebo enzymy,
které mléko vysrazi. Pii enzymatickém vysrazeni se pouziva syfidlo, respektive enzym rennin
(kaseinova koagulaza nebo chymozin). Po odlouceni syrovatky se hmota, zvand sytenina, soli,
necha se odkapat a pridaji se bakterie mlééného kvaseni, zejména rody Streptococcus
a Lactobacillus. Kultury produkujici kyselinu mlénou nejsou do syrtt vhodné. Po vytvofeni
tvarohu se odd¢li syrovatka a zbyla hmota se odd¢li, promyje, stlaci, Casto prevaii a prosoli.
Hmota je nyni ve fazi zrajiciho syra. [18, 25, 26, 3]
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Rizné typy syra zraji pfi riznych teplotach podporujicich kultivované mikroorganismy.
Nekdy je syr namocen do solanky, kterd podporuje rust urcité zadané populace bakterie nebo
plisné v prub&hu zrani. Nékteré typy syrd zraji bez pridanych kultur. Jiné syry se nenechavaji
zrat viibec nebo témét vubec. U zrajicich syrii probihad fermentace od jednoho do 16 mésicii
podle typu syra. V pribéhu zrani je hmota zmékCovana enzymy a syr ziskdva charakteristické
aroma. Nezrajici syr se bézn¢ ockuje sporami plisni zejména rizné druhy rodu Penicillium. [3]

Bylo zjisténo, ze kvasinky se hojné vyskytuji v syrech. Tento jev miiZze souviset
se schopnosti ristu pii nizSich teplotach, asimilaci nebo fermentaci laktosy a schopnosti
asimilace organickych kyselin. U kvasinek byla prokazana rezistence viici vy$§im koncentracim
soli a produkce lipas a proteas, které jsou pii zrani syra velmi uzitecné. Vyznam piitomnosti
jednotlivych rodd kvasinek u mikrobiologického zpracovani syra je odvisly od druhu podle
toho, jak vhodny typ metabolismu maji. Kvasinky také pfispivaji k charakteristickym
vlastnostem jednotlivych typt syrt, jako jsou aroma nebo textura. Pfirozeny vyskyt kvasinek
v syrech vyrobenych v malovyrobach nebo v domécich podminkach. Nejvétsi zastoupeni maji
Debaromyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, dale Saccharomyces cerevisiae a nekteré
druhy Rhodotula. V nekterych syrech také byly nalezeny kvasinky Kluyveromyces lactis
a Yarrovia lipolotica. [27, 28, 29, 30]
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2.6 Identifikace kvasinek

Identifikace kvasinek je jiz dlouha léta provadéna na zakladé fyziologickych vlastnosti
druhii. Pomoci zavedenych metod se zjistuji charakteristické projevy zkoumanych kolonii
a srovnadnim tomu lze vzorky zatfadit do taxonomického systému. V poslednich desetiletich
se objevuji také metody zalozené na piimém zkoumani genetické informace organismi. Oba
tyto sméry laboratorni prace se vzajemné doplituji a 1 pfes pokroky moderni techniky jsou stale
vyuzivany i tradicni zpisoby identifikace kvasinek. [11]

2.6.1 Identifikace na zakladé fyziologickych vlastnosti

2.6.1.1 Morfologické vlastnosti

S objevem mikroskopu se zaCalo rozvijet posuzovani mikroorganismii podle jejich
morfologickych vlastnosti. Mé&fi se velikost bun¢k, pozoruje se jejich tvar. Tvar bun¢k byva
vétSinou kulaty, ovalny az elipsovité, nékteré kvasinky vSak tvofi tyCinky, trojuhelnicky nebo
citronovité zakiiveni v protilehlych polech bun¢k. Hyfy se posuzuji podle vétveni, tvari spor
a askli. Lze pozorovat pritomnost pouzder a méfit jejich tloustku. Dal§im znakem je pohlavni
rozmnozovani, které neni pfitomno u vSech kmenti nebo rodt. Nékteré kvasinky se mnozi
pucenim, jiné délenim pichradkami vytvaii nepravé hyfy. U kolonii kvasinek se posuzuje
vzhled povrchu, hladkost, pravidelnost kruhového tvaru a tvar okraje. V kapalném prostiedi
se pozoruje zakal a schopnost sedimentace. [31]

2.6.1.2 Testy metabolismu a vlivu prosti‘edi

Podle schopnosti kvasit rizné sacharidy se kvasinky rozdé€luji na rtizné kvasné typy.
Zakladni testy se provadi na mono a disacharidech. Kmeny, které nekvasi glukosu, nekvasi ani
zadny jiny cukr. Kmeny, které kvasi glukosu, kvasi také manosu a fruktosu a mohou kvasit
oligosacharidy. Kmeny, které kvasi maltosu, nekvasi laktosu a opacné. [31]

Podobné jako typy kvaseni se zkoumaji i schopnosti vyuziti riznych zdroju uhliku
a dusiku. Pozoruje se rlst bez zdroje a dale rtst s pridanim libovolné uhlikaté nebo dusikaté
latky. [31]

Mezi dal$i metabolické testy patii hydrolyza Skrobu nebo dikaz redukce dusi¢nanu
na dusitan. Lze pozorovat také rast v prostfedi bez vitaminli nebo potieba jednotlivych druhi
vitaminu. [31]

Dale 1ze zkoumat vliv riznych latek v prostiedi na rust bunék. Nejvyuzivangjsi testy
jsou na riizné organické kyseliny, antibiotika, toleranci alkoholu a vyssich koncentraci sacharidt
nebo soli. [31]

2.6.1.3 Testovani enzymového vybaveni

Laboratornimi testy lze stanovit lipasy, proteasy, ureasy, katalasy, DNAsy a RNAsy,
hydrolasy nebo fosfatasy. [31]

2.6.14 Dukaz lipas

Kvasinky $tépi triacylglyceroly na diacylglyceroly, monoacylglyceroly, glycerol a volné
mastné kyseliny. Vlivem volnych mastnych kyselin se snizuje pH a na zakladé této zmény je
mozno provadét méfeni nebo pozorovani.

Komer¢ni praskové medium SpiritBlue Agar indikuje tuto zménu pH barvivem Spirit
Dye, které tvofi s tukovou fazi komplex. Tento komplex je odpovédny za modré zabarveni
kultivacni ho media. Je-li tukova faze rozkladana, komplex se rozpada a modré zabarveni
vymizi. Jako tukova faze mtze byt pouzit tributyrin nebonapiiklad slunecnicovy olej. [19]
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Dal$i moznosti je piekryti ztuhlého hovéziho tuku agarem pifidanym uhli¢itanem
vapenatym. Pida neni zakalend v misté, kde se tuk Stépi. [31]

2.6.1.5 Diikaz proteas

Proteasy se stanovuji na zaklad¢é zkapaliiovani Zzelatiny. Kvasinky, které jsou schopny
produkovat proteasy, ztekucuji Zelatinu. Hodnoti se tvar a mnozstvi ztekucené hmoty. Mozné
tvary ztekuceni jsou zndzornény na Obrazku 1. [31]
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Obrazek 1: Zpiisoby ztekuceni Zelatiny, a - miskovité, b - nalevkovité,
¢ - vakovité, d -vodorovneé, e - vrstevnaté, f— uplné [34]

2.6.2 Metody molekularni biologie zaloZené na analyze
DNA

Metody molekularni biologie jsou na analyze specifického useku DNA nebo RNA
mikroorganismu, ktery je pro dany taxon vhodnym zpuisobem charakteristicky.

2.6.2.1 Izolace nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin z bun€k je zakladnim krokem pro zkoumani genetické
informace bunék. Je-1i tento krok proveden chybné, je negativné ovlivnén i vysledek prace.

Cilem izolace je ziskat nukleovou kyselinu v dostate¢ném mnozstvi a ptijatelné Cistote.
Vyuziva se rozdilné rozpustnosti biologickych makromolekul, adsorpce na pevny podklad nebo
ultracentrifugace na gradientnich roztocich. Metod vedoucich k izolaci nukleovych kyselin je
nékolik, volba té nejvhodnéjsi zavisi na pozadavcich dalsiho zpracovani. [32]

Kultury bunék je potfeba oddélit od ristového média. Vnitini obsah bun¢k je nutné
odprostit od bunécnych stén a cytoplasmatickych membran. U bun¢k rostlin a hub se casto
vyuziva kombinace mechanického rozruseni a pusobeni degrada¢nich enzymi. Aby nedoslo
k fragmentaci DNA chromosomil, je nutné pouzit co nejjemnéjs$i podminky lyze, tedy udrzovat
lyza¢ni smés v pufrovaném médiu a v chladu. [32]

Ze sméesi ribonukleovych a deoxyribonukleovych kyselin 1ze RNA snadno odstranit
pusobenim ribonukleasy. Pokud neni urcita kontaminace RNA nezadouci, je mozné tento krok
vynechat. Pro odstranéni bilkovin se pouzivaji proteinazy. Tento krok je dilezity, protoze
nékteré enzymy se vazi na nukleové kyseliny a ovliviuji tak jejich aktivitu. Pro odstranéni
proteintl z bunécnych lyzath se hojn€ pouziva smés fenolu a chloroformu. [32]

Po extrakci proteint zbyvé vodny roztok s nukleovymi kyselinami, ktery je vSak hodné
nafedény. Navic obsahuje urcité mnozstvi rozpusténého fenolu a chloroformu. Srazeni
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nukleovych kyelin probiha pomoci etanolu nebo izopropanolu a pfitomnosti jednomocnych
iontt (Li*, K" nebo NH,"). Vyhodou je, Ze pfi laboratorni teploté se DNA srazi vice, nez RNA.
Srazi-li se zaroven i soli pfitomnych latek, leze je promyt 70% etanolem. [32]

2.6.2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce, zkracené PCR, je metoda snadného a rychlého
namnozeni vymezeného useku molekuly DNA. Kli¢ovou praci odvadéji enzymy, které slouzi
k syntéze zadaného tseku DNA.

Replikace funguje diky ptednastavenym zménam teploty, pii kazdém teplotnim stupni
pracuji prave potfebné enzymy. V kazdém cyklu se pravidelné stfidaji tii kroky: [32, 33]

e Denaturace vstupnich dvoufetézcovych molekul DNA pii 94 °C.
e Pfipojeni primerd k oddélenym fetézctim DNA pti 30 — 65 °C
e Syntéza novych protilehlych fetézci DNA DNA-polymerazou pii 65 — 75 °C. [32]

Studovany usek DNA je vymezen dvojici primert, které se vazi na 3’ konce
denaturované DNA. Polymerazy syntetizuji dany usek ve sméru 5° konce ke 3" konci fetézce
DNA. Po pfiddni DNA-polymerazy a nukleotid probihd syntéza obou vldken na obou
matricovych fetézcich zaroven. Pouzivané DNA-polymerazy jsou tepelné stabilni enzymy,
aby odolavaly teplotam, pfi kterych DNA v kazdém cyklu denaturuje. Reakce probiha ve
specialnim reaktoru, termocykléru, ktery automaticky meéni teploty podle nastaveni a podle
poctu cykll. V naSem piipadé probiha 25 cykll, béhem kterych se syntetizuji nové molekuly
usekd DNA vymezenych DNA-polymerazami. Pii idealnim pribéhu se podle geometrické fady
nasyntetizuje z jedné molekuly DNA 8 388 608 novych molekul. [32]

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony definované velikosti o délce desitky
az tisice bp, kde jeden bp je jeden protilehly par bazi. Jejich velikost se v reakéni smési obvykle
stanovuje gelovou elektroforézou proti délkovym standardim. [32]
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Obrazek 2: Schéma priubéhu PCR [11]
2.6.2.3 Restrikéni analyza pomoci endonukleas

Endorestrikéni analyza je provedena enzymaticky pomoci restrikénich endonukleas.
Restrik¢éni endonukleasy jsou sekvencné specifické enzymy, které jsou produkovany vétSinou
kment bakterii. Slouzi k degradaci cizorodé DNA, napiiklad pfi napadeni bakteriofagem.
Enzymy se orientuji podle rozpoznavaciho mista, které¢ je obvykle tvofenou kratkou sekvenci
nukleotidli, vétSinou o Ctyfech az osmi nukleotidovych jednotkach. Rozstépeni DNA je
realizovano hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou fetézcti v misté Stépeni. Misto Stépeni
se nachazi uvnitf rozpoznavaciho mista, nebo tésné vedle n&j. Stépenim vznikaji fragmenty
DNA, které jsou charakteristické svoji délkou pro jednotlivé taxonomické jednotky systému
organismu. [32]
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Obrazek 3: Znazornéni pritbéhu restrikcni analyzy. [11]

Elektroforeticka detekce

Elektroforetickd detekce funguje na zékladé pohybu stanovovanych ¢astic v elektrickém
poli. Nukleové kyseliny maji vlivem pfitomnosti znacného mnozstvi fosfatovych skupin
zaporny naboj a jsou tak tazeny gelem k anod¢. Elektroforetické gely pouzivané k separaci
nukleovych kyselin byvaji polyakrylamidové nebo agarosové. Tyto latky po ztuhnuti vytvari
prostorovou polymerni sit’ s pory. Velikost poru lze ovlivnit koncentraci gelu. Metodu lze

provadét v horizontalnim, i ve vertikalnim provedeni. [5, 32]
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Elektroforeticka pohyblivost molekul je umérna logaritmu jejich velikosti, v tomto
ptipadé délky molekul, respektive poctu bazi v fadé, tedy poctu bp. Stanovované molekuly
se prirovnavaji k velikostnim standardim o zndmém sloZeni. [32]

Molekuly DNA jsou za normdlniho stavu prtahledné, lze je zviditelnit pouzitim
vhodného barviva. Nejcastéji se pouziva ethidium bromid, ktery po ozafeni UV svétlem
fluoreskuje. [32]

(a) (b) (c) (d)
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Obrazek 4: Schema elektroforeogramu. [11]

2.6.2.5 Metoda PCR-RFLP

Stanoveni polymorfismu je varianta metody PCR, ktera je specifikovana pro odliSeni
jednotlivych druhii. Pro typizaci se pouziva analyza urcitého useku DNA, ve kterém se objevuje
vhodné mira zmén mezi urcovanymi taxony. [32]

Pro analyzu kvasinek je upfednostiiovany segment 5,8S-ITS, ktery vymezuji primery
ITS1 a ITS4. Pomoci PCR mutiZe byt potom tento segment vhodné amplifikovany. Produkt PCR
pak Stépi specifické restrikéni endonukleasy. Vysledné fragmenty jsou nasledné déleny
na agarosovém gelu pomoci elektroforézy. Podle velikosti restrik¢nich fragmentd je pak mozno
kvasinky druhové odlisit. Za ucelem spolehlivého rozliseni je vhodné pouzit vice nez jednu
restrik¢éni endonukleasu. [34]

Vyhodou této metody je finanéni a casova nenaro¢nost, vysledky jsou snadno
opakovatelné, a interpretovatelné. Metodu Ize pouzit k identifikaci kvasinek z riznych zdroju,
Casto se jedna o vyzkum vinnych kvasinek nebo kvasinek z jinych potravin. Diky rychlosti
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metody je mozné v pribéhu fermentace sledovat slozeni kvasinek a tim i regulovat proces
vyroby potraviny. [34]

2.6.2.6 Fyzické mapy molekul zaloZené na Stépnych mistech restrikénich enzymu

Vysledky této metody lze vyuzit k taxonomickému fazeni organismi, respektive
k tvorbé fyzickych map chromosomi. Tyto mapy jsou velmi pfinosné v dalSich vyzkumech
izolace a identifikace fragmentd DNA, které nesou geny nebo jiné vyznamné sekvence.
Restrikéniho mapovani spolecné s dalsimi molekularné biologickymi metodami lze vyuzit
k vytvoreni celych genomu jednotlivych organisml. V medicin¢ se analyza shlukd pouziva
k identifikaci nemoci a jejich stadia. [5]

Elektroforetické vysledky fragmentt restrikénich endonukleas lze zpracovat
elektronicky v programu BioNumerics. Program je schopen s zadanou piesnosti vyhodnotit
elektroforeogramy a dale vytvaii na zaklad¢ shlukové analyzy dentogramy genetické podobnost
identifikovanych kvasinek. [35]

Analyza shlukd kvasinek je vhodna k roz¢lenéni vétsiho mnozstvi proménnych do tiid,
¢ili shluki podle jejich podobnosti. Roz¢lenéni na shluky probihd vzdy pouze s ohledem
na néktera kriteria. V programu BioNumerics se jedna o velikosti oznaCenych fragmentt
na elektroforetickych gelech. Ve vysledku maji nejvice podobné taxony k sobé nejblize. Tak
vznika grafické zobrazeni hierarchicky usporadanych vysledki ve formé dentogramt. [35]
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3

3.1

EXPERIMENTALNI CAST

Pouzité mikroorganismy

K analyze byly pouzity sbirkové kvasinky ze Sbirky kultur kvasinek, ktera je soucasti

Chemického ustavu Slovenské akademie véd v Bratislavé. Kvasinky jsou v praci uvadény
pod pracovnim oznacenim.

Tabulka 4: Vybrané sbirkové kvasinky pouZité pro stanoveni lipolytické aktivity

Prac?vn} Cislo kmene | Rod a druh Pivod
oznaceni
1 013-003-001 | Kluyveromyces lactis Francie
2 013-004-002 | Kluyveromyces lactis Jezero s Cistou vodou, Slovensko
17 039-004-002 | Pichia fermentans podmasli, Nizozemi
19 041-006-009 | Debaryomyces hansenii Mouka z bavlnikovych semen

List z vla§ského ofesSaku, Severni

20 041-006-012 | Debaryomyces hansenii Korea
30 | 017-003-018 | CPpiococcus Voda z feky Moravy, Slovensko
saitoi/friedmanii
3.2 Pouzité chemikalie

3.3

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

Agar, kvasni¢ni extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)
Agaroza pro elektroforézu DNA (Serva Biotech, Némecko)

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

Délkovy standard 100 bp (Elizabeth Pharmacon s. r. 0., CR)

dNTP mix (Kapa Biosystems, USA)

Ethanol bezvody pro UV spektrometrii — C,HsOH (Mach chemikalie s. r. 0., CR)
Ethidium bromid (Serva Bitech, Némecko)

Komeréni sada Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon)
Kyselina propionova (Raechim, Rusko)

Nanaseci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

Parafinovy ole;j

Primery ITS1, ITS4 (Kapa Biosystems, USA

Quant-iTTM ds DNA HS Assay Kit 0,2 — 100 ng

Restrikéni endonukleasy — Haelll, Hinfl, Hhal, Tagql” (BioLabs, TaKaRa)
Sladina (pivovar Starobrno s.r.o., CR)

Sterilni a deionizovana voda

Taqg DNA polymeraza (Kapa Biosystems, USA)

CH;COONa, EDTA, H;BO;, HCI, NaOH, Na,CQs, Tris

SpiritBlue Agar

Repkovy olej

Pristroje a pomicky
Bakteriologické klicky
Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Némecko)
Elektroforeticka vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.o., CR)
vodovaha
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o  Exsikator se snizenym tlakem

e Laboratorni sklo

e  Uzaviratelné¢ plastové mikrozkumavky (FL Medical, Italie;, MO BIO Laboratories,
Inc., USA)

e Lednice a mrazak k uchovani vzorkit DNA

e Mikropipety Biohit (Biotech s.r.0., CR)

e  Mikropipety pipetdu (AHN Biotechnologie GmbH, Némecko)

e Spicky k mikropipetdm

e Mikrovinna trouba ETA 1195 (ETA, CR)

e  Plastové uzaviratelné¢ mikrozkumavky

e Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.o., CR)

e  NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)

e  Parafilm (American Nacional CanTM, USA)

e PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

e  Plastové Petriho misky

e  Zkumavky s vatovymi zatkami

e  Piedvazky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e  SuSarna (Binder, Némecko)

e  Sterilni box pro mikrobiologickou praci

e  Termocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA)

e  Termostat IP 100-U (LTE SCIENTIFIC, Velka Britanie) ¢

e  Transluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

e  Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., CR)

e Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., CR)

34 Kultiva¢ni média a pouZzité roztoky
34.1 Priprava kultiva¢niho média ke kultivaci sbirkovych
kvasinek

Ke kultivaci sbirkovych kvasinek bylo pouzito sladinové medium. Sladina byla ziskana
z pivovaru Starobrno, kde se vyrabi enzymatickym zpracovanim jecného sladu a jeho extrakci
ve vode. Pro laboratorni pouziti byla tato sladina nafedéna sterilni destilovanou vodou na stupen
cukernatosti 7 °CSN. Nasledné bylo uhli¢itanem sodnym upraveno pH roztoku na 6,8. Roztok
byl nésledné rozlit do Erlenmayerovych banék a doplnén agarosou na koncentraci 1 - 3 hm. %.
Vznikla smés byla promichéana a sterilizovana v autoklavu po dobu 20 minut. Sterilni medium
bylo nalito do Petriho misek a jako Sikmy agar do zkumavek.

3.4.2 Stanoveni lipolitické aktivity

Ve 400 ml sterilni destilované vody bylo rozpusténo 12,86 g prasku Spirit Blue Agar.
Vznikla smés byla promichana a sterilizovana v autoklavu po dobu 20 minut. Sterilni roztok byl
rozlit po 15 ml do zkumavek, do kazdé zkumavky bylo pfidano 0,45 ml oleje. Roztoky byly
znovu povaieny a prelity do Petriho misek.

3.4.3 Priprava 10xTBE pufru

Pro piipravu zasobniho roztoku TBE pufru byl nejdiive nachystan 0,5 mol-1"" roztoku
EDTA tak, ze bylo navazeno 9,36 g EDTA. Navazené mnozstvi bylo pifevedeno do kadinky,
bylo ptfidano 20 ml destilované vody a upraveno pH na hodnotu 8 koncentrovanym roztokem
NaOH. Tato smés byla 30 minut rozmichavana na elektrické michacce do uplného rozpusténi
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EDTA. Tento roztok byl pfeveden do odmérné baiky o objemu 50 ml a byl doplnén po rysku
destilovanou vodou. Z promichaného roztoku bylo odebrano 40 ml a nalito do 1 000 ml
odmérné banky. K roztoku bylo dale pfidano 108 g Tris a 55 g H;BO;. Po rozpusténi byla
odmérna banka doplnéna destilovanou vodou po rysku.

344 Priprava 1xTBE pufru

Pro ptfipravu 1xXTBE pufru, ktery byl pouzit k pfipravé gelt pro elektroforetickou
detekci DNA fragmentti, bylo ze zisobniho roztoku odebrano 100 ml do odmérné barky
o objemu 1000 ml a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Pro pfipravu vodivostniho pufru
pro elektroforézu bylo k 100 ml 1xTBE pufru pfidano 100 pl roztoku Ethidium bromidu.

3.4.5 Priprava délkovych standardi 100 bp a 20 bp

Délkovy standard 100 bp byl dodan v pfipravené formé. Na gel byl nanasen v objemu
3 ul. Délkovy standard 20 bp byl pfipraven podle doddvaného navodu nasledujicim zptisobem.
Bylo smichano 2,5 ml 20 bp DNA, 2,5 ml sterilni destilované vody a 1 ml nanaSeciho pufru
dodavaného spole¢né s 20 bp DNA. Takto ptipraveny délkovy standard byl aplikovan na gel
po 6 pl.

3.4.6 Priprava 2% agarézového gelu

Pro elektroforetickou detekci DNA fragmenti byl pouzit 2% agar6zovy gel pfipraveny
z2 g agarézy smichané se 100 ml 1xTBE pufru v Erlenmayerové baiice. Smés byla
opakovanym varem v mikrovinné troubé dokonale homogenizovana.

3.4.7 Priprava 80% ethanolu

12,5 ml 96% ethanolu bylo smichano s 250 ul destilované vody a vysledny roztok byl
skladovan pfi -20°C.

3.4.8 Priprava PCR smési

PCR smés pro jeden vzorek DNA byla pfipravena smichani nasledujicich PCR
komponent v mnozstvi uvedeném v tabulce 5.

Tabulka 5: PCR komponenty pro pripravu PCR smési

PCR komponenty Objem [pl]
sterilni voda 128,7
pufr 15
dNTP mix 3
primer ITS1 0,6
primer ITS4 0,6

K celkovému mnozstvi 147,9 ul pfipravené smési bylo piidano 1,5 pl templatové DNA
a 0,6 pl termostabilni Taq polymerazy. Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zptisobem,
ale misto templatové DNA bylo k reakéni smési ptidano 1,5 pl sterilni vody.
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3.5 Pracovni postupy

3.5.1 Restrik¢ni analyza

Pro provedeni restrikéni analyzy byly kvasinky kultivovany na sladinovém agaru, DNA
kultur byla izolovana komerénim setem Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation Kit. Ziskana
DNA byla amplifikovdna metodou PCR a ziskané fragmenty byly Stépeny restrikénimi
endonukleasami. Ziskané fragmenty byly podrobeny gelové elektroforéze a vyhodnocovany
z elektroforeogramti.

3.5.1.1 Kultivace sbirkovych kvasinek

Kvasinky ziskané ze sbirky CCY Chemického ustavu Slovenské akademie véd byly
naoCkovany na piedem pfipraveny sladinovy agar v Petriho miskach a inkubovany pfi teploté
26 °C po dobu tii dnii. Narostlé kultury byly dale pouzity k izolaci kvasinkovych DNA.

3.5.1.2 Izolace DNA

Izolace kvasinkové DNA byla provedena pouzitim komeréniho setu Ultra Clean™
Microbial DNA Isolation Kit podle pfilozeného navodu k pouziti. Do rozbijeci mikrozkumavky
byl pipetovan rozbijeci pufr v objemu 300 pl, ve kterém byly poté rozsuspendovany dvé
ockovaci ocka kvasinkové kultury. K této smési bylo pipetovano 50 pl roztoku MDI.
Mikrozkumavky byly vlozeny v horizontdlni poloze do adaptéru vortexu a 10 minut
vortexovany pii maximalni rychlosti. Poté byla smés v mikrozkumavkach centrifugovana
1 minutu pfi 10000 otackach a teploté 4 °C (vSechny dalsi centrifugace b&hem izolace byly
provadény za stejnych podminek). Ptiblizné 350 pl supernatantu bylo pieneseno do Cisté
mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 100 pl roztoku MD2. Tato smés byla kratce promichana
na vortexu a inkubovéana 5 minut pfi teploté 4 °C. Poté byla smés centrifugovana a ziskany
supernatant (pfiblizné 450 pl) byl opét prenesen do Cisté mikrozkumavky a k nému bylo ptidano
900 pul roztoku MD3 a smés byla kratce zvortexovana. 700 ul takto piipravené smési bylo
pipetovano na kolonku a centrifugovano. Ptefiltrovany roztok byl odstranén a na kolonku byl
pipetovan zbytek smési a opét zcentrifugovano. Prefiltrovany roztok byl opét odstranén
anatutéz kolonku bylo pfidano 300 ul roztoku MD4 a kolonka byla centrifugovana.
Prefiltrovany roztok byl odstranén a kolonka jesté jednou centrifugovana. Kolonka byla poté
opatrné prenesena do Cisté mikrozkumavky a do stfedu bilé membrany kolonky bylo pipetovano
50 ul roztoku MDS5 azcentrifugovano. Kolonka byla odstranéna a roztok DNA
v mikrozkumavce byl pro dal$i pouziti uchovan pti — 20°C. [36]

3.5.13 PCR

Z ptipravené PCR smési bylo pipetovano 147,9 ul do mikrozkumavky Eppendorf
o objemu 0,5 ml a k tomuto mnozstvi bylo pfidano 1,5 pl izolované DNA a 0,6 pl Taq
polymerazy. Smés byla mirné zvortexovana a vlozena do termocykléru. V termocykléru byla
templatova DNA namnozena polymerazovou fetézovou reakci podle teplotniho a casového
profilu uvedeného v tabulce 6. K amplifikaci v oblasti 5,8S-ITS rDNA byly pouzity primery
ITS1 a ITS4, jejichz sekvence jsou uvedeni v tabulce 7. Negativni kontrola byla pfipravena
stejnym zpusobem, ale misto templatové DNA bylo k reakéni smési ptidano 1,5 pl sterilni
vody. [36]

Tabulka 6. Teplotni a ¢asovy profil priubéhu PCR

krok Teplota [°C] Cas [min]
Pocatecni denaturace 94 4
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Denaturace 94 1

25 cykli | Piipojeni primeri 48 0,5
Polymerace 72 1

Elongace 72 10

Tabulka 7: Pouzité primery a jejich sekvence

Primer Sekvence
ITS1 5" TCC GTA GGT GAA CCTGCG G 3’
ITS4 5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’

3.5.14 Piecisténi PCR produktu

PCR produkt je potieba pied restrikéni analyzou pfecistit. 20 pl amplifikované DNA
bylo smichéano s 2 ul octanového pufru. Smés byla kratce zvortexovana a ke smési bylo ptidano
60 ul 96% ethanolu, ktery byl vychlazen na teplotu — 20°C. Tato smés se poté centrifugovala
30 minut pii 4°C a 14 000 otackach. Supernatant byl dekantovan a piebytecny roztok byl slit.
K supernatantu bylo do mikrozkumavky pipetovano 60 pl 80% roztoku ethanolu a obsah byl
opét centrifugovan pfi stejnych podminkach. Centrifugaci byl supernatant opét dekantovan,
etanol byl opét slit a sediment v mikrozkumavkéch byl vysusen béhem 30 minut v exsikatoru.

3.5.1.5 Restriké¢ni analyza

K prec¢istené DNA bylo pipetovano 13,4 ul sterilni vody, 1,5 ul pufru a 0,1 pl
restrikéniho enzymu. Pouzita mnozstvi jednotlivych sloZzek byla zvolena na zakladé doporucéeni
od vyrobct a pfedchozich zkuSenosti. Pfipravené vzorky byly inkubovéany pfi teploté¢ 37°C
po dobu 16 hodin a na zavér byla teplota zvySena na teplotu denaturace enzymu na 20 minut.
Vlastnosti jednotlivych restrikénich endonukledz, které byly pro taxonomické zatazeni kvasinek
pouzity, jsou uvedeny v tabulce 8. Restrikéni fragmenty byly poté podrobeny elektroforetické
detekci.

Tabulka 8: Vlastnosti pouzitych restrikcénich endonukleas

Oznadeni Rozpoznavaci misto Tinkubace Tinaktivace
enzymu Producent enzymu na sekvenci DNA [°C] [°C]

5 —3 35 16 hodin | 20 minut
Haelll Haemophilus aegypticus GG|CC CC1GG 37 80
Hinf1 Haemophilus influenzae C|ATC CTA1G 37 80
Hhal Haemophilus haemolyticus GCG|C C1GCG 37 80
Taql” Thermus aquaticus T|CGA AGC1T 37 80

3.5.1.6 Elektroforeticka detekce PCR produktii a restrikénich fragmentu

PCR produkty i restrikéni fragmenty byly detekovany pomoci horizontalni
elektroforézy na 2% agarézovém gelu. Podle poctu analyzovanych vzorkll byly pouZzity rGzné
velikosti elektroforetickych van. Gel na velkou vanu (50 jamek) byl ptipraven v objemu 100 ml,
gel na stfedni vanu (20 jamek) v objemu 60 ml a na malou vanu (14 jamek) v objemu 40 ml.
Ke gelu byl pfidan ethidium bromid v objemu odpovidajicim 1/10000 objemu gelu.

Vzorky byly na gel nanaSeny tak, ze byl smichan 1 pl nanaseciho pufru s 5 pl vzorku
a 5 ul této smési bylo pipetovano do jamky na gelu. Negativni kontrola u PCR byla nanesena
stejnym zpusobem. Pozitivni kontrola k restrikéni analyze byla provedena tak, Ze byl nanesen
PCR produkt shodujici se s délkou amplikonu, ktery byl pro restrikéni analyzu pouzit.
Do okrajovych jamek na gelu byl nanesen délkovy standard 100 bp pro detekci PCR produktt
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vobjemu 3 pl. Pro detekci restrikénich fragmentd byl pouzit délkovy standard 100 bp
v uvedeném mnozstvi i délkovy standard 20 bp v objemu 6 pl.

Dé¢leni fragmentd probihalo ve velké elektroforetické vané 3 hodiny pfi konstantnim
napéti 60 V. Ve stfedni vané probihala detekce pfi konstantnim napéti 55 V 3 hodiny a v malé
van¢ pii konstantnim napéti 55 V po dobu 2,5 hodin.

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen do transluminatoru a pod UV svétlem byl
gel vyfotografovan nainstalovanou kamerou a snimek byl ulozen do pocitate pro pozdéjsi
zpracovani.

3.5.2 Kultivace na SpiritBlue Agaru

Kvasinky byly naockovany na piedem pfipraveny sterilni SpiritBlue Agaru. Nasledné
byly kultivovany po dobu dvou dnt pii teploté 26 °C. Po dvou dnech kultivace byla
vyhodnocena ztrata modré barvy a vysledky zaznamenany fotoaparatem.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Priprava izolované DNA ze sbirkovych kvasinek a
amplifikace pomoci PCR

Sbirkové kvasinky byly nao¢kovany na sladinovy agar a po kultivaci odebrany vzorky
kolonii k izolaci DNA.

Izolace byla provedena pomoci komeréniho setu Ultra Clean™ Microbial DNA
Isolation Kit. Tento postup byl zvolen z divodu vysokych narokti na Cistotu, rychlost
a jednoduchost. Koncentrace vyizolované DNA se pohybovala v rozmezi 10 az 100 ng-pl™.
Vyizolovana DNA byla nasledné¢ uchovavana v mrazicim boxe pii teploté -20°C a pouzita
k amplifikaci a restrikéni analyze.

DNA byla amlifikovana metodou PCR s pouzitim primert ITS1 a ITS4. Produkty byly
nasledné detekovany na 2% agarosovém gelu a byla odeétena jejich velikost pomoci délkového
standardu 100 bp. Byla zjisténa délka fragmentd v rozmezi 450 — 740 bp. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce €. 9.

Tabulka 9: Zjistené velikosti produktit PCR

Pracovni oznaceni Druh kvasinky Velikost PCR produktu [bp]
1 Kluyveromyces lactis 740
2 Kluyveromyces lactis 740
17 Pichia fermentans 450
19 Debaryomyces hansenii 650
20 Debaryomyces hansenii 650
30 Cryptococcus saitoi/friedmanii 630
4.2 Vysledky detekce produktii restrikéni analyzy

Naamplifikované aseky DNA byly precistény etanolem podle uvedeného postupu a poté
podrobeny restrikéni analyze. Byly pouzity étyfi endonukleasy, Haelll, Hinfl, Htal a Taql’.
U kazdého enzymu a kazdé kvasinky byly zjistény délky jednotlivych fragmentl podle
délkovych standardt 100 bp a 20 bp.

4.2.1 Restrikéni endonukleasa Haelll

Restrikéni endonukleasa Haelll ma rozpoznavaci misto pro sekvenci 5°...CCYGG...3".
Velikosti fragmentu, které byly odecteny z elektroforeoframi a jsou uvedeny v tabulce 10.

Z vysledkt je videt, Zze vzorky ¢islo 1, 2, 17 a 18 obsahovaly 2 fragmenty, vzorek cislo
20 tii fragmenty a vzorek €. 6 jeden fragment. Vzorky Cislo 1 a 2 se na elektroforeogramu jevi
jako totozné. U vzorku ¢islo 19 a 20 vidime, ze velikost PCR produktu je stejna, av$ak $tépeni
restrikénich endonukleas probéhlo v jinych mistech.
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Tabulka 10: Velikosti vyslednych fragmentu ziskanych stépenim PCR produktii kvasinek
izolovanych ze vzorkii restrikcni endonukleasou Haelll

Pracovni . Velikost PCR Nastépené fragment
oznaceni Druh kvasinky produktu [bp] P [bp] i !

1 Kluyveromyces lactis 740 550 + 50

2 Kluyveromyces lactis 740 550 + 50

17 Pichia fermentans 450 350 + 80

19 Debaryomyces hansenii 650 440 + 140

20 Debaryomyces hansenii 650 310+ 210+ 40

30 Cryptococcus saitoi/friedmanii 630 nestépi

4.2.2 Restrik¢éni endonukleasa Hinfl

Restrikéni endonukleasa Hinfl méa rozpoznavaci misto pro sekvenci 5°...GVATC...3".
Velikosti fragmentt byly odecteny z elektroforeoframi a zapsany do tabulky 11.

Z vysledkt je videt, ze vzorek €. 1 a 2 Kluyveromyces lactis obsahoval 6 fragmentt.
Zbylé vzorky obsahovaly dva fragmenty. Vzorky 19 a 20 byly $tépeny v poloviné produktu
PCR.

Tabulka 11: Velikosti vyslednych fragmentii ziskanych stépenim PCR produktii kvasinek
izolovanych ze vzorkii restrikcni endonukleasou Hinfl

Pracovni . Velikost PCR Nastépené fragment
oznaceni Druh kvasinky produktu [bp] P [bp] i ’
1 Kluyveromyces lactis 740 250+ 180+ 115 + 80 + 65 + 50
2 Kluyveromyces lactis 740 250+ 180+ 115+ 80 + 65 + 50
17 Pichia fermentans 450 250 + 200
19 Debaryomyces hansenii 650 3254325
20 Debaryomyces hansenii 650 325+325
30 Cryptococeus 630 370 + 260
saitoi/friedmanii

4.2.3 Restrikéni endonukleasa Hhal

Restrikéni endonukleasa Hhal ma rozpoznavaci misto pro sekvenci 5”...GCGJC...3".
Velikosti fragmentt byly ode¢teny z elektroforeoframti a zapsany do tabulky 12.

Vzorky ¢. la 2 obsahovaly 4 shodné dlouhé fragmenty. Vzorek Pichia ferentans
pti analyze touto restrikéni endonukleasou vykazuje také 4 fragmenty. Vzorky Debaromyces
hansenii ¢. 19 a 20 se dvéma fragmenty pii analyze touto restrik¢ni endonukleasou jevi jako
shodné. Vzorek ¢. 6 byl timto enzymem §té€pen na dva fragmenty.
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Tabulka 12: Velikosti vyslednych fragmentu ziskanych stéepenim PCR produktii kvasinek
izolovanych ze vzorkii restrikcni endonukleasou Hhal

Pracovni . Velikost PCR Nastépené fragment
oznaceni Druh kvasinky produktu [bp] P [bp] i ’
1 Kluyveromyces lactis 740 285 + 190 + 168+90
2 Kluyveromyces lactis 740 285 + 190 + 168+90
17 Pichia fermentans 450 165 + 100 +100+ 75
19 Debaryomyces hansenii 650 340 + 310
20 Debaryomyces hansenii 650 340 + 310
30 Cryptococcus saitoi/friedmanii 630 330 + 300

4.2.4 Restrikéni endonukleasa Tagl”

Restrikéni endonukleasa Tagl” mé rozpoznavaci misto pro sekvenci 5”... TYCGA...3".
Velikosti fragmentt byly odecteny z elektroforeoframti a zapsany do tabulky ¢. 13.

Z vysledkt je vidét, ze vzorky Kluyveromyces lactis ¢. 1 a 2 obsahovaly 3 shodné
fragmenty. Vzorek ¢islo 17 byl délen na 3 fragmenty. Vzorek ¢. 19 byl $tépen na 5 fragmenta.
U vzorki ¢islo 19 a 20 vidime, Ze velikost PCR produktu je stejnd, avSak Stépeni restrikénich
endonukleas probehlo v jinych mistech. Pfi porovnani délek jednotlivych fragmentt je ziejme,
ze u vzorku ¢. 20 zastal fragment o délce 320 vcelku, zatimco u vzorku ¢. 19 byl Stépen
na délky 220 a 90. Vzorek €. 30 byl $tépen na dva fragmenty.

Tabulka 13: Velikosti vyslednych fragmentii ziskanych stépenim PCR produktii kvasinek
izolovanych ze vzorkii restrikcni endonukleasou Tagql

Pracovni . Velikost PCR Nastépené fragment
oznaceni Druh kvasinky produktu [bp] P [bp] ° !
1 Kluyveromyces lactis 740 300 + 250 + 190
2 Kluyveromyces lactis 740 300 + 250 + 190
17 Pichia fermentans 450 190 + 130 + 130
19 Debaryomyces hansenii 650 280+ 220+ 90+ 40 + 20
20 Debaryomyces hansenii 650 320 + 290 + 40
30 Cryptococcus saitoi/friedmanii 630 400 + 230
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4.3 Test lipolytické aktivity

Aktivita lipaz vybranych sbirkovych kvasinek byla stanovovana v Petriho miskach
kultivaci na SpiritBlue Agaru. Plisobenim lipaz se méni pH agaru a modré zabarveni se ztraci.

4.3.1 Priprava kultivace na SpiritBlue Agaru

SpiritBlue agar byl pfipraven z prasku podle vySe uveden¢ho postupu. Na sterilni
medium byly naockovany jednotlivé sbirkové kvasinky a po dvou dnesch kultivace byly
zaznamenany vysledky na fotoaparat.

4.3.2 Vysledky lipolytické aktivity

Vsech Sest sledovanych vzord kvasinek projevilo v provedeném testu lipolytickou
aktivitu, SpiritBlue agar se v okoli kvasinkovych kolonii vlivem Stépeni lipidi odbarvil.
Tabulka 15 zobrazuje vysledky lipolytického testu.

Tabulka 14: Vysledky testu lipolytické aktivity

Pracgvn}' Druh kvasinky Diikaz li-p(.)lytické Poznamka

oznaceni aktivity
1 Kluyveromyces lactis Ano Vysoka aktivita
2 Kluyveromyces lactis Ano Nizka aktivita
17 Pichia fermentans Ano Nizka aktivita
19 Debaryomyces hansenii Ano Nizka aktivita
20 Debaryomyces hansenii Ano Vysoka aktivita
30 Cryptococcus saitoi/friedmanii Ano Vysoka aktivita

19 20 30

Obrazek 5: Vysledky lipolytického testu
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5 Zaveér

Prvni ¢éast této bakalarské prace se zaméiuje na biologii kvasinek a metabolismus,
v ramci néj byly popsany i lipolytické vlastnosti kvasinek. Vyznamnou kapitolu tvoii vyskyt
kvasinek v naSem zivotnim prostiedi a v potravinach. Zvlastni kapitola byla vénovana také
technologickému vyuziti kvasinek, jakozto velice vyznamného prvku dneSnich modernich
technologii. Druha cCast se zabyva zpusoby identifikace kvasinek, a to jak na zakladé
fyziologickych vlastnosti, tak na zdkladé metod molekularni biologie. Zejména metoda PCR-
RFLP a déle stanoveni lipolytické a proteolytické aktivity.

V praci bylo pouzito Sest vzorkil kvasinek ze sbirky mikroorganismit CCY Slovenské
akademie véd. Metodou PCR-RFLP byly analyzovany dva vzorky kvasinky Kluyveromyces
lactis, dva vzorky kvasinky Debaromyces hansenii a po jednom vzorku kvasinky Pichia
fermentans a Cryptococcus saitoi/friedmanii.

e DNA vzorkd byla izolovana a k amplifikaci byla zvolena oblast 5,8S-ITS pomoci
primert ITS1 alITS4. Amplifikovana DNA byla pfecisténa a nasledn€¢ pouzita
k restrik¢ni analyze za pouZziti Ctyf enzymu, Haelll, Hinfl, Htal a Taql®. Vysledky
restrikéni analyzy byly vyhodnoceny délek jednotlivych fragmentt.

e Zkoumané kvasinky byly také podrobeny testu lipolytické aktivity na SpiritBlue agaru.
Zde vsechny vzorky vykazovaly pozitivni reakci.

Vysledky této prace budou slouzit k rozsifeni databaze kvasinek Fakulty chemické VUT
v Brné€. Budou vyuzity pti dalSich zkouménich kvasinek zejména v oblasti izolace a identifikace
vzorkll potravin a z prostiedi.
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