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ABSTRAKT

Pro biotypizaci MALDI-TOF bylo vybrano celkem 84 izolat kvasinek napiiklad z vody,
rostlin, ovocnych plodt nebo pudy. Veskeré kmeny byly kultivovany na sladinovém agaru a
YPD médiu. Vzorky pro biotypizaci byly upraveny podle metody firmy Bruker Daltonik
GmbH, Chemického ustavu SAV a kombinaci obou téchto metod. Jednotlivé kmeny byly
identifikovany na zaklad¢ analyzy intraceluldrnich ribozomdlnich proteini hmotnostni
spektrometrii MALDI-TOF. V piipad¢ nejednoznaénosti vysledki byla u danych kment
vyizolovana DNA a sekvenovana doména D1/D2 26S rRNA.

Identifikace kment byla provedena srovnanim jejich hmotnostnich spekter se spektry
sekvenovanych kment v programu MALDI Biotyper 3.0. Vysledkem byly hodnoty skore,
na jejichz zéklad¢ byla posouzena vzajemna podobnost kmeni.

Z celkového poctu 84 kment, jich 18 bylo pfedem sekvenovano a slouzily tak jako vzorové
kmeny pro porovnani s neznamymi izolaty. Dohromady 51 kmend bylo jednoznaéné
taxonomicky zafazeno do 18 fylogenetickych skupin na trovni druhu. Pro celkem 6 kment
byla biotypizace hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF opakovéna z diivodu nejednoznacnosti
vysledkd.

U 15 kmenti nebylo taxonomické zatazeni jasné urceno, a proto byly navrzeny na sekvenaci
domény D1/D2 26S rRNA. Pouze jeden kmen z celkového mnozstvi nebylo mozné na zakladé
sekvenovani identifikovat, a proto byla izolace DNA opakovéana. V piipadé¢ 8 kment byly
vysledky sekvenovani shodné s plvodné navrZzenym taxonomickym zafazenim. Naopak
zbylych 6 kment bylo identifikovano jako jiny druh.

U 20 vybranych kmenti byly stanoveny zakladni charakteristiky pomoci mikrobiologickych
metod. Byl pozorovan vzhled kolonii na tuhém médiu a také vzhled kultur v tekutém médiu.
Dale pak byla stanovena konstanta radidlniho rlstu a pfitomnost uredzy. V neposledni fadé
bylo provedeno mikroskopické pozorovani bun¢k a kvasna zkouska na sacharidovych médiich.

KLICOVA SLOVA

Askomycetni kvasinky, biotypizace, D1/D2 26S rRNA sekvenace, MALDI-TOF MS



ABSTRACT

In total, 84 yeast strains (originated from water, plants, fruits and soil) were selected
for MALDI-TOF biotyping. All strains were cultivated on malt agar and YPD medium.
Samples for biotyping were processed according to methods of Bruker Daltonik GmbH
company, Institute of Chemistry of SAS and combination of these methods. Single strains were
identified based on the analysis of intracellular ribozomal proteins using MALDI-TOF mass
spectrometry. In case of ambiguous results, the DNA was isolated and the D1/D2 26S rRNA
domain sequencing was performed.

The strain identification was carried out by comparing its mass spectra with spectra
of sequenced strains using MALDI Biotyper 3.0 software. The mutual similarity of strains was
considered by score value, which was the result of the analysis.

In total, 18 strains from 84 were previously sequenced and used as model strains
for comparison with unknown isolates. Altogether 51 strains were definitely taxonomically
categorized into 18 phylogenetic groups at the species level. The MALDI-TOF biotyping was
repeated for overall 6 strains because of ambiguity of results.

The taxonomic classification of 15 strains was not clearly determined and, therefore, these
strains were suggested for D1/D2 26S rRNA domain sequencing. It was not possible to identify
one strain, based on the results of sequencing, therefore, the DNA isolation was repeated. In the
case of 8 strains, the results were identical with originally designed taxonomic classification.
Conversely, the remaining 6 strains were identified as species.

For 20 selected strains the basic characteristics were determined using microbiological
methods. The shape of colonies growing on solid medium and appearance of cultures in liquid
medium was assessed. Furthermore, the radial growth constant and the presence of urease were
determined. Finally the microscopic observation of cells and the fermentation test
for carbohydrate substrates were performed.

KEY WORDS
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1 UVOD

V roce 1836 Friedrich Kiitzing, Theodor Schwann a Charles Cagniard-Latour prokazali,
ze kvasinky jsou zZivé organismy a konkrétné je oznacili za houby. Od toho roku zaznamenala
identifikace a klasifikace kvasinek zna¢ny vyvoj.

Jednim ze stézejnich milnika byl rok 1838, kdy némecky biolog Julius Meyen vytvofil rod
Saccharomyces, do kterého zatadil tfi zastupce — S. cerevisiae, S. pomorum a S. vini.

O rok pozdéji némecky biolog Theodor Schwann poprvé popsal tvorbu askospor.
Podrobngjsi charakteristiku, z hlediska samotného formovani askospor, vsak uvedl az v roce
1867 francouzsky mykolog Jules de Seynes. Oznaceni viecko neboli askus bylo nicméné
uvedeno o deset let diiveé anglickym botanikem Milesem Berkeleym.

Prvni, kdo mél vyznamnou roli ve vyvoji taxonomie kvasinek a podilel se na celé fadé¢
publikaci, byl dansky védec Emil Christian Hansen, ktery v roce 1904 vydal dokument
obsahujici zaklady systematiky rodu Saccharomyces.

V roce 1928 stanovil francouzsky botanik Alexandre Guillliermondi kritéria pro identifikaci
kvasinek, kterymi byly napiiklad vzhled vegetativnich bunék, ptitomnost/absence askospor,
jejich pocet a tvar a v neposledni fadé také schopnost fermentovat urcité sacharidy.

Naprosto zlomové obdobi pro identifikaci a taxonomii kvasinek, které probéhlo mezi roky
1931-1998, bylo témét ,,monopolem* mikrobiologli pochazejicich z Nizozemi. Pravé v tomto
obdobi vydaly Nellie Stelling-Dekker, Harmanna Diddens, N. J. W. Kregger-van Rij
aJ. Lodder své publikace. Lodder spolu s N. J. W. Kreger-van Rij vydaly v roce 1952
kompletni klasifikaci kvasinek, jako jeden svazek, znamou pod nazvem The Yeasts:
A Taxonomic Study. Soucasné, ale nezavisle na sob¢, vydal rusky védec Vladimir Kudryavtsev
publikaci Systematika kvasinek a americky védec L. J. Wickerham dilo Taxonomy of Yeasts.

V roce 1998 byla vydana 4. edice, jejimiz hlavnimi editory se stali Ameri¢ané Cletus P.
Kurtzman a Jack W. Fell. Kurtzmann spolu s Robnettem studovali sekvenci domény D1/D2
26S rRNA, ¢imz polozili zaklady pro jednu z nejvyuzivanégjsich metod identifikace kvasinek
na trovni druhu.

Klasické mikrobiologické metody, zalozené na stanoveni fyziologickych a morfologickych
vlastnosti, jako jsou zkvaSovani sacharidl, stanoveni pfitomnosti uredzy nebo posouzeni
vzhledu kolonii a bunék, se dnes stale vyuZzivaji, avSak pouze K orienta¢nimu uréeni 0 jaky rod
a druh se jedna. Avsak vzhledem ke zna¢né podobnosti a tim naro¢néjsi identifikaci urcitych
kment se od 70. let minulého stoleti namisto konven¢nich metod dostavaji do poptedi metody
molekularni biologie, charakterizujici konkrétni sekvence nukleovych kyselin DNA a RNA.

V posledni dobé rapidné nartsta popularita tzv. biotypizace hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF, ktera se postupné stava silnym konkurentem metod molekularni biologie diky
rychlosti a jednoduchosti provedeni analyzy. Ziskana spektra intracelularnich, piedevs§im
ribozomalnich proteint, jsou unikatni pro kazdy mikroorganismus, at’ uz se jedna o kvasinky,
bakterie nebo plisné a jsou oznacovana jako tzv. ,,otisk prstu“ (fingerprint). Vyhodnoceni
je pak provedeno s vyuzitim dostupné knihovny spekter nebo také manualné.

Ackoliv biotypizace disponuje vysokou procentualni uspésnosti, neni mozné nékteré druhy
touto metodou rozlisit a v takovéto situaci naopak prevlada izolace DNA/RNA a sekvenovani.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Askomycetni kvasinky

2.1.1 VSeobecna charakteristika a klasifikace

Askomycetni kvasinky jsou taxonomicky zatazeny do domény Eukarya, fiSe Fungi, podfise
Dikaria a oddéleni Ascomycota, které se rozdéluje do tii zakladnich linii — Hemiascomycetes,
Euascomycetes a Archiaascomycetes. Linie Hemiascomycetes zahrnuje puéici kvasinky
a kvasinkovité formy bez konidioford (fruiting body), zatimco linie Euascomycetes obsahuje
vlaknité houby produkujici askospory uloZené v asku. Skupina Archiaascomycetes je tvoiena
naptiklad druhy Schizosaccharomyces pombe nebo Taphrina deformans, které vykazuji znaky
na pomezi askomycetnich a bazidiomycetnich kvasinek [1].

Primyslové vyznamné rody napiiklad Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces,
Torulaspora nebo Pichia jsou konkrétné zatazeny do linie Hemiascomycetes, pododdéleni
Saccharomycotina, tfidy Saccharomycetes a fadu Saccharomycetales [2, 3].

Obvykle se jedna o mezofilni mikroorganismy S teplotnim optimem okolo 25 °C. Vyjimkou
je Candida psychrophila, ktera pro svij rast vyzaduje maximalné 17 °C a Issatchenkia
orientalis (anamorfni forma Candida krusei), jejiz teplotni optimum je 45 °C [2].

Ptirozeny vyskyt askomycetnich kvasinek je velmi rozmanity a Ize je izolovat napiiklad z
piady (Lipomyces), slané vody (Debaryomyces), vzduchu, povrchu rostlin, ovoce, kize
a intestinalniho traktu teplokrevnych zvirat a lidi (Candida albicans) [4].

2.1.2 Struktura bunééné stény a plazmatické membrany

Bunééna sténa askomycetnich kvasinek je obvykle slozena ze dvou zakladnich vrstev — z vétsi
¢asti transparentni vnitini membrany a vnéj$i membrany, kterd obsahuje dlouhé fibrily. Vnitini
membrana koresponduje s cytoskeletem buniky a je obvykle tvofena mannoproteiny
a polysacharidy. V ptipad¢é druhu Saccharomyces cerevisiae je majoritni slozkou bunécné stény
S-1,3-glukan a chitin (Obr. 1), u Schizosaccharomyces pombe zase a-1,3-glukan a $-1,3-glukan

[5].

Obr. 1 Struktura bunécné stény a plazmatické membrany kvasinky Saccharomyces cerevisiae (vievo)
[5], detailni pohled na membrdanové struktury bunky (vpravo) —a) bunécnd sténa, b) plazmatickd
membrana, c) zrnicka glykogenu [8].
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Naopak vngjsi membrana je slozena az z dvaceti ruznych glykoproteini, které jsou
kovalentné vazany k cytoskeletu. V nékterych piipadech je bunécnd sténa askomycet
oznacovana jako tfivrstva, protoZe v zavislosti na kultiva¢nich podminkach se mize dodate¢né
mezi plazmatickou membranou a vnitini membranou bunééné stény vytvofit tmavé zbarvena
vrstva, tvotena proteiny [5].

Plazmaticka membrana kvasinky S. cerevisiae (Obr. 1), ptedstavuje lipidovou dvojvrstvu
o0 tloustce 7,5 nm. Hlavnimi skupinami lipidd, které tvofi plazmatickou membranu, jsou
glycerofosfolipidy, sfingolipidy a steroly, které jsou v membrané asymetricky uspotadany.
Vnitini vrstvu membrany tvoii fosfatidylinositol, fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin [6].

Soucasti plazmatické membrany kvasinek je také ergosterol, ktery ma identickou funkci
jako cholesterol v membrané Zivoc€isnych bunc€k. Molekuly ergosterolu zajiStuji modulaci
fluidity a permeability membrany [7].

Kromé¢ lipidi obsahuje plazmatickd membrana kvasinek také membranové proteiny, které
Casto zaujimaji lateralni pozici diky spojeni S ostatnimi proteiny, ¢astmi cytoskeletu nebo
extracelularni matrix. Obecné se rozliSuji proteiny vnitrni a proteiny vnéjsi, které jsou pouze
castec¢né ulozeny v membrané a vycnivaji na jedné stran¢ membrany [6].

2.1.3 Reprodukce

Askomycetni kvasinky se mohou rozmnozovat dvéma zdkladnimi zplsoby, bud’ asexualné
(vegetativné, nepohlavné) nebo sexualné (pohlavné). Mezi vegetativni zpisoby rozmnozovani
se tadi puceni (budding) a deleni (fission), ale také formovani pseudohyf a septovaného
(pravého) mycelia [9].

V ramci puceni u askomycetnich kvasinek dominuje tzv. holoblastické puceni, kdy se
na formovani pupenu tGcastni veskeré vrstvy bunééné stény matetské bunky [9].

Puceni Ize dale klasifikovat na zaklad¢ mista, kde pupen vznika a pro askomycetni kvasinky
je typickeé tzv. multilateralni puceni, kdy se pupen netvoii pouze na pdlech buiiky, ale prakticky
na jakémkoliv misté matefské bunky [9].

Druhym typem nepohlavniho rozmnoZovani je déleni, jehoz zédkladem je rast piepazky
Z bun&cné stény uvniti bunky. Po vytvoreni septa se buriky rozd¢€li za vzniku tzv. arthrokonidii.
Kromé vyse uvedenych zplsobll rozmnozovani mohou askomycetni kvasinky tvofit také
endospory a chlamydospory [9].

V ramci sexualni reprodukce je pro askomycetni kvasinky charakteristicka tvorba askospor,
které jsou ulozeny ve viFecku (askus). Obvykly pocet askospor se pohybuje nejéastéji v rozmezi
4 az 8, nicmén¢ askus S jednou nebo dvéma askosporami, stejné jako S vysS§Sim poctem nez 8§,
nejsou vyjimkou. Jejich tvary jsou velmi rozmanité od kulovitych, -elipsoidnich,
kloboukovitych az po jehlovité. Také povrch mtize byt riznorody naptiklad hladky, drsny nebo
s vy¢nélky. Samotnému procesu tvorby askospor napiiklad v piipadé¢ Saccharomyces
cerevisiae predchazi zména kultiva¢nich podminek — nedostatek zdroje dusiku (prolinu) vede
nejprve Kk mitéze a tvorbé pseudohyf. Postupné je vSak mitoticky cyklus pii uplné absenci
dusiku ukonéen v G; fazi a je zahajena meioza a sporulace [9, 10].

Askomycetni kvasinky se mohou vyskytovat jak v haploidnim, tak i v diploidnim stadiu.
Existuji dva tzv. haploidni pdrovaci typy (mating type) — Mata a Mata, které mohou splynout
v a/a diploidni formu. V ptipadé nedostatku nutrienti mize tato diploidni forma podléhat
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meidze za tvorby askospor. Pokud je dany kmen schopen zmény parovaciho typu, je pak
oznacen jako homotalicky kmen a naopak kmeny, u kterych tato zména neni mozna, jsou
nazyvany jako heterotalické [11].

2.1.4 Aplikace a vyuziti askomycetnich kvasinek

Z hlediska prumyslového vyuziti askomycetnich kvasinek jasné¢ dominuje druh Saccharomyces
cerevisiae, jehoz kmeny se komercné pouzivaji k vyrobé alkoholickych napoju — piva, vina,
destilati a ethanolu, ale také k vyrobé drozdi. Saccharomyces cerevisiae a jiné askomycetni
kvasinky jsou mimo jiné vyznamnym zdrojem proteind, vitamini — pifedevsim B-komplexu
a dale také minerald a kofaktort [12].

Zasadni pouziti ma tzv. kvasmnicny extrakt, ktery je vzhledem k bohatému obsahu
aminokyselin, peptidl, nukleotidi a vitaminl, hojn¢ vyuzivan ve farmaceutickém pramyslu,
V potravinarském odvétvi jako aditivum nahrazujici glutdmat sodny a pifedevSim
v mikrobiologii jako jedna ze zakladnich slozek kultivacnich médii [12].

Své uplatnéni nachazi kvasinky také v procesu tzv. bioremediace, kdy se rostliny
a mikroorganismy podileji na dekontaminaci Zivotniho prostiedi [12].

V mediciné slouzi kvasinky jako modelovy organismus pro studium regulace bunécného
cyklu, apoptozy nebo genetiky nadorovych onemocnéni [12].

V oblasti molekularni biologie jsou vyznamné umélé kvasinkové chromozomy (Y AC — Yeast
artificial chromosomes), které slouzi jako klonovaci vektory pro fragmenty DNA o velikosti
200-800 kb [12].

Mnoho askomycetnich kvasinek mé vSak také negativni vyznam. Jedna se o plivodce kazeni
riznych druhii potravin a také o patogeny lidi, zvifat a rostlin. Na kaZeni potravin se podileji
naptiklad Candida parapsilosis zpisobujici znehodnoceni margarini a mléénych vyrobki,
nebo zastupci rodu Pichia, tvofici tzv. k7is na hladin€ piva a vina ve Spatné uzavienych lahvich
[13, 14].

Jednim z nejznaméjsich lidskych patogent je askomycetni kvasinka Candida albicans,
ktera je tzv. oportunistickym patogenem, tzn., ze zpusobuje onemocnéni pouze za uréitych
okolnosti napiiklad v pfipadé lidi se snizenou imunitou nebo pacientd prodélavajich
chemoterapii. Nejcastéji ,,kolonizuje stni sliznici, gastrointestinalni a urogenitalni trakt ve
form¢ biofilmu a zplsobuje infekce krevniho fecisté (kandidémie) [15].
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2.2 Vybrané druhy askomycetnich kvasinek

2.2.1 Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder & Kreger-van Rij (1952)

Anamorfni forma: Candida famata (Harrison)S. A. Meyer & Yarrow var. famata [5]
Variety: Debaryomyces hansenii var. hansenii, Debaryomyces hansenii var. fabryi [16]
Synonyma: Saccharomyces hansenii Zopf (1889), Pichia hansenii (Zopf) Campbell (1973) [5]
Obecna charakteristika:

Diky schopnosti ristu pii vyssi koncentraci soli, nizkém pH, nizké aktivité vody, produkci
kyseliny mlééné a citronové, je D. hansenii béZznou soucasti mikroflory syrd. Zaroven byl
tomuto druhu ptidélen status QPS (Qualified Presumption of Safety), ktery povoluje pouziti
této kvasinky pti vyrob¢ a zrani syru a fermentovanych salama [17, 18].

Nékteré kmeny D. hansenii byly izolovany z povrchu rostlin a potravin s vysokych obsahem
cukri naptiklad ovocnych dzust, vina nebo piva. Mimo jiné je D. hansenii nejvice zastoupenou
askomycetni kvasinkou v moiskych vodach [17, 18].

Své uplatnéni nachazi D. hansenii také jako biokontrolni agens proti patogennim plisnim
Penicillium digitatum nebo Botrytis cinerea, které napadaji ovoce a zeleninu [13].

Charakteristické jsou pro tento druh kulovité tvary bunék (Obr. 2). Na sladinovém agaru
tvoii D. hansenii krémové zbarvené kolonie s celistvymi okraji a nepravidelnym radialnim
ryhovanim (Obr. 2). V tekutém sladinovém agaru po 4 dnech a pii 20 °C tvofi pouze nepatrny
svétly zakal bez prstence s viditelnou tmavé zbarvenou usazeninou (Obr. 2).

Askospory maji kulovity tvar a bradavi¢natou sténu. Jejich pocet se pohybuje V rozmezi 1-4,
pri¢emz zustavaji soucasti viecka a neuvolnuji se [17].

Obr. 2 Debaryomyces hansenii (CCY 41-6-21): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické
pozorovani bunék (uprostred), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).
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2.2.2 Hanseniaspora guilliermondii Pijper (1928)
Anamorfni forma: Kloeckera apis Lavie ex M. Th. Smith, Simione & S. A. Meyer [5]

Synonyma: Hanseniaspora melligeri Lodder (1932)
Hanseniaspora apuliensis Castelli (1948) [5]

Obecna charakteristika:

Pro rod Hanseniaspora a jeho zastupce H. guilliermondii jsou charakteristické bunky
citronového, protdhlého nékdy i1 kulovitého tvaru, vyskytujici se samostatné nebo v parech
(Obr. 3). Vegetativné se rozmnozuji predevS§im bipolarnim pucenim. Mnozstvi askospor

ve viecku zavisi na druhu, pfi¢emz praveé H. guilliermondii tvoii az ¢tyfi askospory [19].

H. guilliermondii tvofi kolonie krémové az maslové barvy s hladkym, lesklym povrchem
a mirn¢ vyvysSenym stiedem (Obr. 3) [19].

Ptirozen¢ se tento druh vyskytuje na ovoci, pfedevsim na plodech vinné révy. Nékteré
kmeny byly také izolovany napiiklad z pidy, moiské vody, mékkysu nebo savct [19].

Kromé glukozy je druh H. guilliermondii schopen fermentovat i celobidzu [19].

Obr. 3 Hanseniaspora guilliermondii: kolonie na tuhém agaru (vievo)[20], mikroskopické pozorovani
bunek (vpravo) [21].

2.2.3 Hanseniaspora uvarum (Niehaus) Shehata, Mrak & Phaff ex Smith (1984)
Anamorfni forma: Kloeckera apiculata (Reess emend. Klocker) Janke [5]

Synonyma: Saccharomyces apiculatus Reess (1870)
Pseudosaccharomyces apiculatus(Reess) Klocker (1912b) [5]

Obecna charakteristika:

Na sladinovém agaru tvoii druh Hanseniaspora uvarum matné kolonie bilé barvy s lehce
vyvySenym stiedem. Okraje kolonie jsou nepravidelné zvinéné a intenzivné Clenité az lalocnaté
(Obr. 4). Bunky dosahuji citronového (apikulatniho) az protahlého tvaru, pficemz se vyskytuji
prevazné samostatné, ale i ve dvojicich nebo skupinach (Obr. 4) Zakal v tekutém sladinovém
médiu je velmi slaby, bez prstence a s patrnou usazeninou (Obr. 4).

Viecko obsahuje obvykle 1-2 askospory saturnovit¢ého nebo kloboukovitého tvaru,
v nékterych ptipadech s bradavi¢natym povrchem [22].
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Tento druh se hojné vyskytuje na zralém ovoci, pfedevSim na bobulich vinné révy,
coz dokazuje spojitost H. uvarum s prvnim stadiem fermentace v ramci vyroby vina. Mnoho
kment bylo mimo jiné izolovano také z kavy, kakaa, motskych zivocicht — krevet, mékkysu,
ale taktéz pii vyrob¢ jogurtt [23, 24].

H. uvarum, stejné jako mnoho dalsich askomycetnich kvasinek, vykazuje antagonistické
vlastnosti vici plisnim, odpovédnych za kazeni potravin. Prikladem takové plisn¢ je Botrytis
cinerea, ktera je pivodcem hniloby jahod a hroznového vina [23].

Obr. 4 Hanseniaspora uvarum (CCY 46-1-2): kolonie na tuhém agaru (vievo), mikroskopické
pozorovani bunék (uprostred), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).

2.2.4 Kluyveromyces marxianus (E. C. Hansen) van der Walt (1971)
Anamorfni forma: Candida kefyr (Beijerinck) van Uden & H. R. Buckley [5]

Synonyma: Saccharomyces marxianus E. C. Hansen (1888b)
Zygosaccharomyces marxianus (E. C. Hansen) Guilliermond & Negroni (1929) [5]

Obecna charakteristika:

Kluyveromyces marxianus (pavodné K. fragilis) je hemiaskomycetni, fakultativné anaerobni,
homotalicky druh, ktery je fylogeneticky piibuzny se Saccharomyces cerevisiae a je sesterskym
druhem Kluyveromyces lactis. Spole¢nou vlastnosti K. marxianus a K. lactis je schopnost
asimilovat laktozu jako zdroj uhliku, a proto jsou tyto druhy nejastéji izolovany z mléénych
vyrobkll napiiklad z mléka, jogurti nebo syri. Dlouhodobé abezpecné pouziti v
potravinarském primyslu umoznilo obéma druhiim dosahnout statutu GRAS (Generelly
recognized as safe) a QPS [25].

Kluyveromyces marxianus je oproti K. lactis vice vyuzivan v pramyslu diky své vysoké
rastové rychlosti s genera¢ni dobou cca 70 min, termotoleranci a schopnosti ristu az do 52 °C.
Kromé mlékarenského prumyslu je K. marxianus pouzivan také jako zdroj enzymu — laktazy,
biosorbent pro tézké kovy, pro vyrobu SCP (Single cell protein) nebo vitaminovych doplika
pro lidi i zvifata [17, 25].
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Kolonie K. marxianus jsou krémové zbarvené, s hladkym, lesklym povrchem a maslovitou
texturou (Obr. 5). Barva kolonii mize byt i nartizovéla diky produkci pulcherriminu [5, 26].

Bunky dosahuji kulovitého, elipsoidniho nebo téz cylindrického tvaru. Vyskytuji se
samostatné, V parech, ale také v kratkych fetizcich (Obr. 5). Askus obsahuje 1-4 askospory,
kter¢ mohou byt kulovité, elipsoidni 1 ledvinovité. V tekutém médiu je patrny sediment
a prstenec [5, 27].

Obr. 5 Kluyveromyces marxianus. kolonie na tuhém agaru (vievo) [28], mikroskopické pozorovani
bunék (vpravo) [26].

2.2.5 Kluyveromyces lactis (Dombrowski) van der Walt (1971)

Variety:
a) Kluyveromyces lactis (Dombrowski) van der Walt var. lactis (1986) [5]

Synonyma: Saccharomyces lactis Dombrowski (1910)
Zygosaccharomyces lactis Dombrowski (1910) [5]
Anamorfni forma: Candida spherica (Hammer & Cordes) S. A. Meyer & Yarrow [5]

b) Kluyveromyces lactis (Dombrowski) van der Walt var. drosophilarum (Shehata, Mrak
& Phaff) Sidenberg & Lachance (1986) [5]

Synonyma: Zygosaccharomyces mrakii Shehata & Mrak (1952) nom. inval.
Sacchromyces drosophilarum Shehata, Mrak & Phaff (1955) [5]

Obecna charakteristika:

Charakteristickym znakem K. lactis jsou elipsoidni a kulovité bunky, vyskytujici se samostatné,
ve dvojicich, ale také v fetizcich (Obr. 6). Kolonie na sladinovém agaru vykazuji krémovou,
lehce nartizovélou nebo oranzovou barvu a zvinény okraj s nepravidelnymi radidlnimi ryhami
smérem 0d stfedu kolonie. Ruzova barva kolonii je zpusobena produkci pigmentu —
pulcherriminu (Obr. 6) [5].

Zakal v tekutém sladinovém médiu je po ¢tyfech dnech kultivace pouze mirny, bez prstence
a se zjevnou usazeninou na dné zkumavky (Obr. 6).

Kvasinka Kluyveromyces lactis je schopna utilizovat xylézu, xylitol, celobiozu, laktozu
a arabindzu jak v tekutém tak i tuhém médiu. Jedna se o heterotalicky druh s prevazné
haploidnim Zivotnim cyklem. Varieta K. lactis var. lactis je domestikovanym druhem anarozdil
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od variety K. lactis var. drosophilarum, je vyhradné pouzivan v pramyslu diky schopnosti
fermentovat laktozu. Mezi hlavni oblasti vyuziti K. lactics var. lactis patii mlékarensky
prumysl, dale také primysl enzymi k produkci rekombinantniho chymozinu a f-galaktozidazy
pro vyrobu bezlaktézovych mléénych vyrobki. Mimo jiné se tato varieta komeréné uplatiiuje
pii tvorbé SCP a metabolitd jako jsou napiiklad laktat, D-glukonova kyselina a D-arabitol.
Ve farmaceutickém primyslu nachazi K. lactis uplatnéni v ramci produkce heterolognich

proteini. Piikladem takového proteinu je interleukin 1-f, ktery se pouziva pii 1écbe
autoimunitnich onemocnéni, nebo interferon-o pro 1é¢eni rakoviny a chronické hepatitidy B a C
[29].

Obr. 6 Kluyveromyces lactis (CCY 50-2-2): kolonie na tuhém agaru (vievo), mikroskopické pozorovani
bunék (uprostied), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).

2.2.6 Metschnikowia pulcherrima Pitt & M. W. Miller (1968)
Anamorfni forma: Candida pulcherrima (Lindner) Windish [5]

Synonyma: Torula pulcherrima Lindner (1901)
Torulopsis pulcherrima (Lindner) Saccardo (1906) [5]

Obecna charakteristika:

Kolonie M. pulcherrima jsou bile zbarvené, s hladkym, matnym povrchem, vyvySenym
a kraterovitym stfedem. Okraje kolonie jsou nepravidelné¢ zvinéné a s drobnymi ryhami
(Obr. 7). Bunky jsou kulovitého nebo elipsoidniho tvaru a vyskytuji se pfevazné samostatné
(Obr. 7). V tekutém sladinovém médiu je pouze slaby zakal a usazenina na dné zkumavky
(Obr. 7).

V ramci pohlavniho rozmnozovani jsou charakteristické 1-2 jehlovité askospory, pfi¢emz
viecko se tvoii z chlamydospor a dosahuje sféroidniho tvaru [30].

Metschnikowia pulcherrima se hojné vyskytuje na rostlinach a ovoci, zejména na povrchu
plodi vinné révy. Tento druh je povazovan za béznou soucast mikroflory prezralych hroznii
a hroznli pouzivanych k vyrobé ledovych a botritickych vin. Zaroven pusobi jako biokontrolni
agens hniloby jablek, kterou zpusobuji patogenni plisné Botrytis cinerea nebo zastupci rodi
Penicillium a Monilia [31].
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V zavislosti na kultiva¢nich podminkach mize M. pulcherrima produkovat ¢erveno-hnédy
pigment pulcherrimin, ktery pfedstavuje chelatovy komplex s ionty zeleza. Je produkovan
do média, pficemz tvofi jasné viditelnou zoénu okolo kolonii [30, 32]. Soucasné bylo prokazano,
ze pulcherrimin disponuje uréitou antimikrobialni aktivitou pravé vaci plisni B. cinerea [33].

Obr. 7 Metschnikowia pulcherrima (CCY 29-2-121): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické
pozorovani bunék (uprostred), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).

2.2.7 Metschnikowia reukaufii Pitt & M. W. Miller (1968)
Anamorfni forma: Candida reukaufii (Griiss) Diddens & Lodder [5]

Synonyma: Candida reukaufii (Griiss) Diddens & Lodder (1942)
Chlamydozyma reukaufii Wickerham (1964a) [5]

Obecna charakteristika:

Kolonie Metschnikowia reukaufii na sladinovém agaru jsou krémové az lehce oranzové
zbarvené, s ¢astecné hladkym, bradavi¢natym a lesknoucim se povrchem. Okraje kolonie jsou
nepravidelné zvinéné s drobnymi ryhami (Obr. 8). Bunky jsou pfevazné cylindrické a mohou
se vyskytovat samostatné nebo V fetizcich (Obr. 8). V tekutém sladinovém médiu tvoii hustou
usazeninu, slaby prstenec krémové barvy a zakal se shluky bunék (Obr. 8).

v

Obr. 8 Metschnikowia reukaufii (CCY 29-1-21): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické
pozorovani bunék (uprostred), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).
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Vtecko obvykle dosahuje stopkovitého nebo kyjovitého tvaru a obsahuje dvé vzacné i jednu
askosporu [5].

Vyskyt Metschnikowia reukaufii je spojen s nektarem kvéti rostlin a hmyzem, ktery se timto
nektarem zivi. Kromé nektaru byla pfitomnost M. reukaufii potvrzena i v medu v hnizdech
¢melaka. Z biotechnologického a klinického hlediska je vyuziti M. reukaufii neznamé [5, 34].

2.2.8 Meyerozyma guilliermondii (Wickerham) Kurtzman & M. Suzuki (2010)
Anamorfni forma: Candida guilliermondii (Castellani) Langeron & Guerra [5]

Synonyma: Endomyces guilliermondii Castellani (1912a)
Pichia guilliermondii Wickerham (1966) [5]

Obecna charakteristika:

Na sladinovém agaru po 4 dnech kultivace a pti 20 °C tvoti Meyerozyma guilliermondii
kolonie krémové barvy s kuceravym a vyvySenym stiedem, castecné pilovitymi okraji
a nepravidelnymi ryhami sméfujicimi od stfedu k okrajam (Obr. 9). Buinky dosahuji
elipsoidniho nebo cylindrického tvaru a mohou byt usporddané ve dvojicich nebo samostatné
(Obr. 9). Zakal v tekutém sladinovém médiu je nepatrny, bez prstence a s usazeninou na dné
zkumavky (Obr. 9).

Kvasinka Meyerozyma guilliermondii je hojné rozsitend v zivotnim prostiedi a také jako
soucast lidské saprofytické mikroflory. Blizce ptibuznym druhem je Meyerozyma carribica,
ktery je prakticky fenotypové nerozliSitelny od druhu M. guilliermondii [35, 36].

Anamorfni forma Candida guilliermondii reprezentuje modelovy organismus pro studium
naprodukce vitaminu riboflavinu (B;). Zaroven se tento druh fadi mezi vzacné kvasinky,
rostouci na n-alkanech, jakozto zdroji uhliku a energie. Diky této vlasnosti je C. guilliermondii
schopna produkce single cell proteinu z uhlovodiku [37].

C. guilliermondii je jednim z nejvice efektivnich druhii kvasinek pro biokonverzi xylozy
na xylitol, ktery se vyuziva jako sladidlo. Mimo jiné je tento druh slibnym zdrojem enzymu
naptiklad inulinaz [37].

Obr. 9 Meyerozyma guilliermondii (CCY 39-23-12): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické
pozorovani bunek (uprostied), kultura v tekutém sladinovem médiu (vpravo).
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2.2.9 Pichia fermentans Lodder (1932)
Anamorfni forma: Candida lambica (Lindner & Genoud) van Uden & H. R. Buckley [5]

Synonyma: Zymopichia fermentans (Lodder) Novak & Zsolt (1961)
Saccharomyces pastorianus-arborescens van Laer (1902) [5]

Obecna charakteristika:

Kolonie Pichia fermentans vykazuji krémovou az svétlé oranzovou barvu a vyrazné Clenity,
z ¢asti leskly povrch pfipominajici strukturu kofend vedouci od stfedu kolonie kK okrajim.
Samotné okraje jsou castecné celistvé a nepravidelné cipovité (Obr. 10). Buiky dosahuji
cylindrického nebo elipsoidniho tvaru, pficemz se vyskytuji v parech nebo v fetizcich
(Obr. 10). V tekutém sladinovém médiu je patrny slaby zakal se sedimentem, ale bez prstence
(Obr. 10).

Askus obsahuje obvykle 2-4 askospory klouboukovitého tvaru. Z hlediska vegetativniho
rozmnozovani je pro druh P. fermentans typické multilateralni puceni [5, 38].

Pichia fermentans je kvasinka tvofici biofilm na povrchu ovoce. Charakteristickym znakem
tohoto druhu je dimorfismus, tedy schopnost ,pfepinat® mezi kvasinkovou formou
a pseudohyfalnim stddiem. A pravé samotny biofilm miize byt tvofen bud’ kvasinkovitymi
buitkami, anebo pseudomyceliem, coz zavisi na nutri¢nich a ptirodnich podminkach. Soucasné
pusobi P. fermentans jako biokontrola hnédé hniloby jablek, zptisobené plisni rodu Monilia.
Avsak na povrchu broskvi vykazuje tento druh nezvyklé patogenni chovéni, kdy zplisobuje
rozklad rostlinné tkané v nepiitomnosti plisn¢ Monilia fructicola [39, 40].

Velky potencial skyta vyuziti P. fermentans k extracelularni biologické syntéze nanocastic
stiibra a oxidu zine¢natého, které maji prokazané antimikrobidlni a¢inky vi¢i Gram negativnim
klinickym patogeniim napiiklad zastupctim rodu Pseudomonas [41].

Obr. 10 Pichia fermentans (CCY 39-4-6): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické pozorovani
bunek (uprostred), kultura v tekutéem sladinovéem médiu (vpravo).
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2.2.10 Pichia Kkluyveri Bedford ex Kudryavtsev (1960)

Synonyma: Zygosaccharomyces bisporus Anderson (1917)
Hansenula kluyveri Bedford ex Kudryavtsev (1960)

Obecna charakteristika:

Kolonie druhu Pichia Kluyveri se vyznacuji svétlé oranzovou barvou, mirné a nesymetricky
zvlnénymi okraji, nepravidelnym radialnim ryhovanim a bile zbarvenym , kruhem* ve stfedu
kolonie (Obr. 11). Buiky, pfevazné elipsoidniho i cylindrického tvaru, se pak vyskytuji
vétSinou samostatné, méné Casto také ve dvojicich (Obr. 11). V tekutém sladinovém médiu je
patrny intenzivnéj$i zdkal S usazeninou a ndznakem tvoficiho se prstence na hladiné média
(Obr. 11).

Pocet askospor, které dosahuji kloboukovitého tvaru, je obvykle 2-4 a jsou uvolnény brzy
po vzniku samotného viecka [5].

Spolu se zastupci rodu Saccharomyces a Hanseniaspora hraje tento druh dualezitou roli
vramci fermentace kakaovych bobl pro vyrobu cokolady. Pocateéni faze fermentace
je dominantou kvasinek, postupné se vSak tohoto procesu zucastiiuji také bakterie mlé¢ného,
octového kvaseni a aerobni sporulujici bakterie [42].

Z biotechnologického a klinického hlediska je vyznam P. kluyveri neznamy. Nékteré kmeny
Pichia kluyveri, hrajici roli v procesu zpracovani kavy, jsou vSak schopné produkovat enzymy
degradujici pektin [5, 43].

e ”~

Obr. 11 Pichia Kluyveri (CCY 39-31-4): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické pozorovaini
bunek (uprostred), kultura v tekutéem sladinovéem médiu (vpravo).

2.2.11 Pichia kudriavzevii Boidin, Pignal & Besson (1965b)

Anamorfni forma: Candida krusei (Castellani) Berkhout

Synonyma: Saccharomyces krusei Castellani (1910), Endomyces krusei Castellani (1912b) [5]
Obecna charakteristika:

Pichia kudriavzevii tvofi na sladinovém agaru kolonie krémové az slabé oranzové barvy,
s lehce vyvySenym a kraterovitym stfedem. Okraje jsou nepravidelné zvinéné, s hlubokymi
radialnimi ryhami a nesymetricky ¢lenité az lalo¢naté (Obr. 12).

22



Bunky dosahuji elipsoidniho az cylindrického tvaru a ve zna¢né mife se vyskytuji
samostatn¢ (Obr. 12). V tekutém médiu je u hladiny média jasné patrny bile zbarveny, Splhajici
prstenec, nicméné samotny zakal v médiu je velmi slaby (Obr. 12).

Obr. 12 Pichia kudriavzevii (CCY 29-9-28): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické pozorovani
bunék (uprostied), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).

Askospory jsou kulovitého tvaru a s hladkym povrchem. Viecko obvykle obsahuje jednu
askosporu, avSak u nékolika kmenti bylo zjisténo, Ze pocet askospor mtize byt i 1-2 [5].

Kmeny P. kudriavzevii byly izolovany naptiklad z potravin, konkrétné z ovoce — ananasovy,
pomerancovy dzus, déale také z kakaovych bobl, z kvasku nebo fermentovanych vyrobkil
pochazejicich z Afriky [44].

Z hlediska komer¢niho vyuziti je vyznamna schopnost P. kudriavzevii fermentovat xyl6zu
za vzniku ethanolu. Kromé ethanolu se vyuziva i produkce enzymt — fytaz, které jsou zasadni
pfi vyrob¢ a zpracovani potravin a krmiva [44].

Vzhledem k vzrustajicimu zne¢isténi Zivotniho prostfedi kovy naptiklad zinkem, je mozné
P. kudriavzevii potencialné vyuzit v procesu bioakumulace tohoto kovu pii zpracovani odpadu
z rybolovu [45].

2.2.12 Pichia jadinii (Sartory, R. Sartory, Weill & J. Mey.) Kurtzman (1979)
Anamorfni forma: Candida utilis (Henneberg) Lodder & Kreger (1952) [5]

Synonyma: Cyberlindnera jadinii (Sartory, R. Sartory, Weill & J. Mey.) Minter (2009)
Hansenula jadinii (Sartory, R. Sartory, Weill & J. Mey.) Wick (1951) [47]

Obecna charakteristika:

Na sladinovém agaru tvofti Pichia jadinii krémové az nazloutlé kolonie, s hladkym povrchem
amirné vyvySenym stiedem. Okraje kolonie jsou hladké, nepravidelné¢ zvinéné a clenité
S vy$§im poétem radialni ryh sméfujicich od stfedu kolonie k okrajim (Obr. 13). Bunky
se vyskytuji vétSinou samostatné a jejich tvar je elipsoidni nebo cylindricky (Obr. 13).
V tekutém sladinovém médiu je po ¢tyfech dnech pouze minimalni zakal s patrnou usazeninou
a bez prstence (Obr. 13).
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Obr. 13 Pichia jadinii (CCY 29-38-75): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické pozorovani
bunék (uprostied), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).

Pocet askospor se pohybuje vV rozmezi 1-4 a jejich tvar je kloboukovity. Vegetativné se tento
druh rozmnozuje multilateralnim pucenim [47].

V papirenském prumyslu se vyuziva schopnosti Pichia jadinii utilizovat pentézy a podilet se
tak na zpracovani odpadnich vod [48].

V klinické oblasti byly popsany antagonistické vlasnosti P. jadinii vic¢i dilezitému lidskému
patogenu — Candida albicans [49].

Anamorfni forma — Candida utilis byla primyslové kultivovana jiz v obdobi prvni svétové
valky, kdy byl nedostatek zdroji proteinti a jako alternativa pro obzivu slouzil tzv. single cell
protein (SCP), ktery spliioval pozadavky z hlediska obsahu bilkovin, nukleotidd, vitamint,
ale i chuti a viné. Candida utilis slouzi také jako zdroj napiiklad enzymu — invertaz, biotinu,
glutathionu a ribonukleovych kyselin. Mimo jiné je tento druh schopen biotransformace
benzaldehydu na L-fenylacetylkarbinol, coz je dulezity prekurzor pro vyrobu efedrinu
a pseudoefedrinu. Stejné jako S. cerevisiae tak i kvasinka C. utilis byla klasifikovana
jako GRAS  mikroorganismus, diky svému dlouholettmu a bezpeénému vyuziti
V potravinarském prumyslu [49].

2.2.13 Saccharomyces bayanus Saccardo (1895)

Variety: Saccharomyces bayanus Saccardo var. bayanus (2000)
Saccharomyces bayanus Saccardo var. uvarum Naumov (2000) [5]

Synonyma (var. bayanus): Saccharomyces heterogenicus Osterwalder (1924)
Saccharomyces intermedius E. C. Hansen var. valdensis

(var. uvarum): Saccharomyces globosus Osterwalder (1924)
Saccharomyces tubiformis Osterwalder (1924) [5]
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Obecna charakteristika:

Zastupce rodu Saccharomyces — Saccharomyces bayanus tvoii na sladinovém agaru kolonie
krémové barvy se svétle oranzovym a vyvySenym az kraterovitym stfedem. Povrch kolonii
je hladky a matny. Okraje kolonie jsou mirn€ zvinéné a s téméf pravidelnymi radialnimi ryhami
(Obr. 14).

Bunky se vyskytuji vyhradné¢ samostatné a dosahuji elipsoidniho, protahlého az
cylindrického tvaru (Obr. 14) V tekutém sladinovém médiu je patrny mirny zakal, vyrazna
usazenina a naznak formovani prstence (Obr. 14).

Obr. 14 Saccharomyces bayanus (CCY 21-13-5): kolonie na tuhém agaru (vievo), mikroskopické
pozorovani bunek (uprostied), kultura v tekutém sladinovem médiu (vpravo).

Pucici buiiky se piimo transformuji do pietrvavajiciho viecka, které obsahuje jednu az Ctyfi
askospory kulovitého nebo elipsoidniho tvaru [5].

Z klinického hlediska je vyznam S. bayanus neznamy, nebot’ neroste pii 37 °C a tudiz je
nepravdépodobné, aby byl lidskym patogenem [5].

Spolu s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae, ktera je dominantnim druhem v ramci
fermentacnich procest, se varieta S. bayanus var. uvarum podili na kvaseni vina a vyrobé
cidert v chladnéjsich oblastech Evropy. Varieta S. bayanus var. bayanus je izolovana z piva
[50].

Oproti S. cerevisiae, je kvasinka S. bayanus vice kryotolerantni a mize tak byt vyuzita
pii fermentacich za nizké teploty. Navic produkuje vys$§i mnozstvi sukcinové kyseliny,
glycerolu, p-fenylethanolu a naopak méné octové kyseliny. Pouziti S. bayanus pii vyrobé vina
umoznuje také pridani niz§iho mnozstvi siti¢itant pro jeho stabilizaci [51].

2.2.14 Saccharomyces pastorianus E. C. Hansen (1904)

Synonyma: Saccharomyces carlsbergensis E. C. Hansen (1908)
Saccharomyces monacensis E. C. Hansen (1908) [5]

Obecna charakteristika:

Na sladinovém agaru tvoii Saccharomyces pastorianus hladké a ploché kolonie s krémovou
az svetlé hnédou barvou. Okraje kolonie jsou mirné¢ zvinéné a lalo¢naté. Tvar bunék je bud’

25



kulovity, elipsoidni nebo cylindricky (Obr. 15). Buiiky se vyskytuji bud’ samostatné, v parech
nebo také ve skupinach (Obr. 15). V tekutém médiu mize byt pfitomny sediment, ale i
prstenec. Viecko obsahuje 1-4 askospory kulovitého nebo témét kulovitého tvaru [5].

Kvasinka Saccharomyces carlsbergensis (synonymum S. pastorianus) byla ustanovena jako
prvni ¢ista kultura kvasinek spodniho kvaSeni pro vyrobu piva typu lezdk. Byla poprvé
izolovana E. C. Hansenem pod nazvem Unterhefe No. 1 a je pouZivana pro vyrobu piva jiz
od roku 1883 [52].

Pii vyrobé€ piva jsou kladeny vysoké néroky na kvalitu obilnych zrn z hlediska obsahu

mykotoxinti, které mohou byt pfi¢inou ztrat pti vyrobé nebo také ohrozovat lidské zdravi.
Pravé druh S. pastorianus disponuje béhem fermentace schopnosti eliminovat mykotoxiny —
trichotheceny (deoxynivalenol) produkované plisnémi rodu Fusarium [53].

Obr. 15 Saccharomyces pastorianus: kolonie na tuhém agaru (vievo) [54], mikroskopické pozorovini
bunék (vpravo) [55].

2.2.15 Saccharomyces paradoxus Batschinskaya (1914)

Synonyma: Zygosaccharomyces paradoxus (Batschinskaya) Klocker (1924)
Zygosaccharomyces paradoxus (Batschinskaya) Nishiwaki (1929) [5]

Obecna charakteristika:

Kolonie druhu Saccharomyces paradoxus na sladinovém agaru jsou hladké, matné a ¢astecné
krémové a naZloutlé barvy. Okraje kolonie jsou hladké, mirn¢ a nepravidelné zvInéné. Stied
kolonie je vyvySeny, S radidlnimi ryhami a charakteristickym utvarem, ktery néapadné
ptipomina okvétni listy rostlin (Obr. 16). Buniky mohou byt bud’ kulovitého, elipsoidniho
nebo cylindrického tvaru a vétSinou se vyskytuji samostatn¢ (Obr. 16). V tekutém sladinovém
médiu je patrny mirny zakal, usazenina a naznak formovani prstence (Obr. 16).

Pocet askospor ve viecku se pohybuje vV rozmezi 1-4 a jejich tvar je vétSinou kulovity [5].

S. paradoxus se prirozené vyskytuje vV pude€, na rostlinach, hmyzu, ale také na vinicich
v Chorvatsku [56].

Saccharomyces paradoxus je povazovan za nejblize ptibuzny druh S. cerevisiae. Prakticky
jsou tyto dva druhy fenotypové nerozliSitelné a sdileji stejné profily asimilace a fermentace
organickych slouc¢enin, coz naznacuje, ze se pravdépodobné vyvinuly vV podobném prostiedi.
Na rozdil od S. cerevisiae, neni druh S. paradoxus domestikovan a nepodili se
na fermentaénich procesech urc¢enych pro lidskou spotiebu [57].
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Obr. 16 Saccharomyces paradoxus (CCY 21-4-109): kolonie na tuhém agaru (vlevo), mikroskopické
pozorovani bunék (uprostred), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).

2.2.16 Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen (1883)

Synonyma: Saccharomyces ellipsoideus Meyen ex E. C. Hansen (1883)
Saccharomyces ilicis Gronlund (1892) [5]

Obecna charakteristika:

Kolonie Saccharomyces cerevisiae na sladinovém agaru vykazuji krémovou az slabé
oranzovou barvu, kraterovity profil, matny vzhled a radialni ryhy. Okraje kolonie jsou
nepravidelné zvinéné az cipovité (Obr. 17).

Bunky dosahuji kulovitého, vejcovitého nebo protdhlého tvaru, pfiCemz se vyskytuji
samostatné nebo ve skupinach (Obr. 17).

Zakal v tekutém sladinovém médiu je po ctyfech dnech kultivace velmi slaby, nicméné
S patrnou usazeninou na dné zkumavky (Obr. 17).

Obr. 17 Saccharomyces cerevisiae (CCY 48-35): kolonie na tuhém agaru (vievo), mikroskopické
pozorovani bunek (uprostied), kultura v tekutém sladinovem médiu (vpravo).
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Z hlediska fermentace, je druh S. cerevisiae schopen utilizovat glukézu, galaktozu,
sacharozu, rafinozu, ale laktozu nikoliv [5].

O dulezitosti a potencialu Saccharomyces cerevisiae pro pramyslové, ale i védecké ucely
sveédei fakt, ze genom této kvasinky byl vibec prvni kompletné sekvenovany eukaryoticky
genom a to v roce 1996. Navic diky svému dlouholetému vyuziti vV potravinafském prumyslu
nese od Ufadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) oznaeni GRAS [58, 59].

Dominantni odvétvi potravinarského primyslu, kde se S. cerevisiae hojn¢ vyuziva, jsou
vyroba piva, vina, lithu a drozdi, dale také v ramci produkce mlécnych vyrobkil, zejména
mekkych syrt a syrd S modrou plisni [60].

S. cerevisiae dokaze akumulovat znacné mnozstvi steroidni slouceniny — ergosterolu,
ktery je prekurzorem vitaminu D, a je pfidavan do margarini a krmiv. I kdyz je S. cerevisiae
nekarotenoidni kvasinkou, geneticky se modifikuje za G¢elem produkce karotenoida [61].

Mimo jiné se S. cerevisiae uplatiuje pii produkci heterolognich proteinit nebo také jako
,,biokatalyzator transformacnich procest pro odstranéni polutantt ze Zivotniho prostiedi [5].

Ackoliv je kvasinka S. cerevisiae spojena se vznikem fady humannich infekci, z klinického
hlediska je vsak povazovana za oportunisticky patogen [62].

2.2.17 Torulaspora delbrueckii (Lindner) Lindner 1904
Anamorfni formy: Candida colliculosa (Hartmann) S. A. Meyer & Yarrow [5]

Synonyma: Saccharomyces delbrueckii Lindner (1895)
Zygosaccharomyces delbrueckii (Lindner) Krumbholz (1933) [5]

Obecna charakteristika:

Na sladinovém agaru tvoii Torulaspora delbrueckii kolonie maslovitého, ¢aste¢né matného,
ale i lesknouciho se charakteru se snizenym stiedem a hladkymi okraji bez ryh. Barva kolonii
mize byt bila, oranzova az svétle hnéda (Obr. 18) [5].

Buiikky dosahuji kulovitého nebo elipsoidniho tvaru, pfi¢emz se vyskytuji samostatné,
prilezitostné také v parech (Obr. 18). Pocet askospor kulovitého tvaru se pohybuje V rozmezi
1-4 a mohou vykazovat ¢astecné zdrsnény povrch [5].

T. delbrueckii nachazi své uplatnéni ve vinafstvi a pivovarnictvi. V pekafstvi se vyuziva
diky své schopnosti nakypfit t€sto a odolnosti vici velmi nizkym teplotdm a osmotickému
tlaku. Dale je T. delbrueckii spojovana s bioprocesy, jako je naptiklad fermentace okurek, oliv,
ale také s vyrobou alkoholickych a fermentovanych napoji naptiklad tequilla, cider, dzus
nebo kefir. Nicmén¢ je Torulaspora delbrueckii také pivodcem kazeni ovocnych koncentratu,
syru a vin [63, 64].

Ackoliv neni T. delbrueckii schopna provést kompletni alkoholové kvaseni z divodu
vycerpani veskerych sacharidli ze substratu, produkuje ethanol v pomérné vysoké koncentraci.
Na zakladé tohoto faktu byla T. delbrueckii diive soucasti rodu Saccharomyces [64].
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Obr. 18 Torulaspora delbrueckii: kolonie na tuhém agaru (vlevo) [65], mikroskopické pozorovani
bunék (vpravo)[66].

2.2.18 Wickerhamomyces anomalus (E. C. Hansen) Kurtzmann, Robnett & Basehoar —
Powers (2008)

Anamorfni formy: Candida pelliculosa Redaelli [5]

Synonyma: Saccharomyces anomalus E. C. Hansen (1891)
Hansenula anomala (E. C. Hansen) H. & P. Sydow (1919) [5]

Obecna charakteristika:

Na sladinovém agaru tvoii Wickerhamomyces anomalus kolonie krémové barvy, s hladkym
a matnym povrchem a lehce vyvySenym stiedem. Okraje kolonie jsou hladké, nepravidelné
zvInéné a zakoncené radialnimi ryhami smétujicimi od stfedu kolonie (Obr. 19).

Tvar bunék je kulovity a vyskytuji se bud’ samostatné, v parech ale i ve skupinach (Obr. 19).
V tekutém sladinovém médiu je patrny mirny zakal s usazeninou a intenzivnim, bile zbarvenym
a Splhajicim prstencem (Obr. 19).

Obr. 19 Wickerhamomyces anomalus (CCY 38-1-35): kolonie na tuhém agaru (vievo), mikroskopické
pozorovani bunek (uprostied), kultura v tekutém sladinovem médiu (vpravo).
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Jedna se o vysoce tolerantni mikroorganismus vii¢i stresovym faktorim z vnéjsiho prostiedi.
Kvasinka W. anomalus dokaze rist v $irokém rozmezi teplot (3-37 °C), pH (2-12) a osmolarity.
Pravé diky témto schopnostem je vyskyt W. anomalus velmi rozmanity. Nékteré kmeny byly
izolovany napiiklad z kvetoucich rostlin, povrchii ovoce, mlénych a pekatskych vyrobk,
odpadnich vod a také lidskych tkani [67].

Druh Wickerhamomyces anomalus, oznacovany také jako Hansenula anomala nebo Pichia
anomala, disponuje Sirokym biotechnologickym potencidlem ptedevsim jako bioprezervaéni
agens ke zvySeni bezpe€nosti potravin (ovoce a cerealii) vici houbam a plisnim. Své uplatnéni
nachazi W. anomalus také v produkci lidskych rekombinantnich proteind nebo biopaliv
[67, 68].

2.2.19 Zygosaccharomyces bailii (Lindner) Guilliermond (1912)

Synonyma: Saccharomyces bailii Lindner (1895)
Zygosaccharomyces mandshuricus Saito (1914) [5]

Obecna charakteristika:

Kolonie druhu Zygosaccharomyces bailii jsou krémové zbarvené, s viditelné hladkym, matnym
povrchem a snizenym, kraterovitym stfedem. Smérem od stfedu k okrajim jsou patrné radialni
ryhy. Samotné okraje jsou nepravidelné zvinéné az cipovité (Obr. 20).

Buniky dosahuji kulovitého nebo elipsoidniho tvaru a vyskytuji se samostatné, v parech
ale i ve skupinach (Obr. 20).

V tekutém sladinovém médiu je zdkal velmi slaby, pfitomna je vSak usazenina na dné
zkumavky a také naznak prstence (Obr. 20). Viecko obsahuje 1-2 askospory kulovitého az
vejcovitého tvaru S hladkym povrchem [5].

Obr. 20 Zygosaccharomyces bailii (CCY 35-6-5): kolonie na tuhém agaru (vievo), mikroskopické
pozorovani bunék (uprostred), kultura v tekutém sladinovém médiu (vpravo).

Kvasinka Z. bailii je znama jako ptivodce kazeni potravin, ktery je navic vysoce tolerantni
vufi konzervaénim prostfedkiim, jako jsou kyselina sorbova, benzoova nebo octova, ale také
vucéi nizkému pH a nizké aktivité¢ vody. Jednd se o druh rostouci pfednostné na fruktoze,
aproto se piirozené vyskytuje na znehodnoceném vysuSeném ovoci. NejCastéji zpusobuje
kazeni nealkoholickych napoji, vina, cideru, hof¢ice, majonézy a ovocnych dzust [69, 70].
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2.3 Metody identifikace kvasinek

2.3.1 Biotypizace hmotnosti spektrometrii MALDI-TOF

Biotypizace (biotyping) mikroorganismti hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF je metoda
zalozena na porovnani hmotnostnich spekter izolovanych kment bakterii, kvasinek nebo plisni
se spektry tzv. typovych kment [71, 72].

Konkrétné tato spektra predstavuji unikatni profily intracelularnich proteind, obvykle
ribozomalnich, které jsou vyextrahovany z vnitiniho obsahu bunky organickym rozpoustédlem,
které mize byt také soucasti roztoku matrice. Vzhledem k tomu, Ze jsou tato spektra jedine¢na,
vysoce specifickd a reprodukovatelna pro kazdy mikroorganismus, oznacuji se terminem ,,otisk
prsta“ (fingerprint) [71, 72].

Pro pfesnou a spravnou identifikaci mikroorganismii je nezbytné mit Kk dispozici
nebo sestavit knihovnu hmotnostnich spekter s dostatecnym pocétem spekter ve vysoké kvalité,
nebot’ absence odpovidajiciho spektra v databazi je hlavni limitujici faktor metody. Mimo jiné
lze naméfend spektra vyhodnotit také manualné vzidjemnym porovnanim vzorkl. Schéma
postupu biotypizace mikroorganismu je uvedeno na Obr. 21 [71, 72].

Uprava vzorku
a pfidani matrice

Vybér izolované PFidani vzorku
kolonie do seznamu méreni

immﬂl |.|_
Vygenerovani
MALDI-TOF spektra

Finlni vyhodnoceni
vysledkd

spektra se spektry
dostupnymi v knihovné

Obr. 21 Schéma postupu biotypizace mikroorganismit pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
[73].
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Na trhu s hmotnostnimi spektrometry MALDI-TOF dominuji dvé spole¢nosti — Bruker
Daltonik (SRN) a Shimadzu (Japonsko). Systém firmy Bruker Daltonik, jejiz hmotnostni
spektrometr byl pouzit v této praci, se soustfed’uje na maxima 100 pikt, které jsou brany
Vv tvahu, pokud dosdhnou minimalni kvality signélu (tj. v ptipadé, Ze piekroc¢i stanoveny pomér
signal/sum) [74].

Namétena hmotnostni spektra jsou vyhodnocena specifickym algoritmem, ktery vypocte tfi
separované hodnoty pro tfi zdkladni charakteristiky naméfeného a referenéniho hmotnostniho
spektra definovaného mikroorganismu Vv databazi:

= Vyhodnoceni poétu shodnych signalti v referenénim a naméfeném spektru. Zadnym
shodnym signalim odpovidd hodnota 0. Kompletni shod€ naopak odpovida hodnota 1.

= Vyhodnoceni poétu blizkych signalti v referenénim a naméfeném spektru. Zadnym
blizkym signaliim odpovida hodnota 0, kompletni shod¢ odpovida hodnota 1.

= Vypocet symetrie shodnych signalnich parG. Pokud koresponduji vysoce intenzivni
signaly v naméfeném spektru S témito signaly v referencnim spektru a totéz plati
pro mén¢ intenzivni signaly, nabyva symetrie hodnoty 1, pokud vsak signalni pary
nevykazuji symetrii, nabyva symetrie hodnoty 0 [75].

Tyto tfi ziskané hodnoty jsou vzdjemné vynasobené a vysledek je normalizovany na 1000.
Hodnota skore je dekadicky logaritmus ziskaného normalizovaného vysledku. Maximalni skore
muize tedy dosahnout hodnoty 3, coz je dekadicky logaritmus 1000 (= log 1000). Cim vys§i je
ziskané skore, tim vyssi je pravdépodobnost spravné klasifikace druhti. Hodnoty rozsahti skore
a jejich interpretaci znazoriuje Tab. 1 [73].

Tab. 1 Hodnoty rozsahu skore pro identifikaci mikroorganismii [73].

Rozsah Interpretace Symboly Barva
2.000 — 3.000 Vysoka spravnost identifikace (+++) zelena
1.700 — 1.999 Nizka spravnost identifikace (+) zluta
0.000-1.60 | NCHNRGCINCHINNOACIDIOVGO () | corvena

2.3.1.1 Priprava vzorku

Obecné Ize pro naruseni bunééné stény a extrakci proteinil pouZzit n€kolik zékladnich metod.
Prvni a nejjednodussi z nich je metoda primého naneseni vzorku (direct smear method),
kdy jsou kolonie ve form¢ tenké vrstvy ptimo naneseny na MALDI-TOF desku a po zaschnuti
prekryty vhodnou matrici [76].

U vzorkl, kde je nezbytné narusSit bunéfnou sténu, se vyuzivd 25% kyselina mravenci
nebo extrakce kombinaci ethanolu, mraven¢i kyseliny a acetonitrilu. V druhém ptipadé se
vzorek nejprve umisti do zkumavky s 300 ul destilované vody, do které se poté ptida 900 pl
absolutniho ethanolu. Po dikladném promichani a odstranéni supernatantu se pro extrakci
proteint pouzije 70% kyselina mravenci a acetonitril [76].
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2.3.1.2 Volba matrice

Terminem matrice je oznacena organickd sloucenina, kterd je diky své struktufe a funkénim
skupindm schopna absorbovat zafeni laseru o urcité vlnové délce. Jeji volba je jednim
vysokou citlivost MALDI-TOF techniky. Aby bylo pifi analyze za pomoci MALDI-TOF
dosazeno optimalnich vysledkli, musi matrice spliiovat nasledujici pozadavky:

= schopnost absorbovat zafeni laseru

= jonizace analytu

= stabilita ve vakuu

= rozpustnost v rozpoustédle, které je kompatibilni s analytem
= schopnost desorpce [77, 78].

Ionizace analytu matrici mize probihat n¢kolika zptisoby — protonaci, deprotonaci a tvorbou
aduktd s ionty halogenti nebo alkalickych kovi. NejbéznéjSim zplsobem je protonace,
kdy matrice v protonované form¢ pieda proton neutralni molekule analytu [79].

Vybér matrice se odviji pfedevsim od typu analyzované latky, nebot’ diky rliznorodosti
analytil neexistuje jedna univerzalni matrice, ale naopak Siroké Skala dle povahy zkoumanych
latek. Prehled vybranych matric pro MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii je uveden v Tab. 2
[80].

Tab. 2 Prehled vybranych matric pro MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii [80].

Matrice Vinova délka Aplikace

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova UV (337 a 355 nm)  Peptidy, fragmentace
Peptidy, proteiny, sacharidy

Kyselina 2,5-dihydroxybenzoovd UV (337 a 355 nm) Synteticks polymery
Kyselina sinapova UV (337 a 355 nm) Proteiny, peptidy
Kyselina sukcinova IR (2,94 22,79 um) Proteiny, peptidy
Kyselina nikotinovd UV (266 nm) Proteiny, peptidy
Glycerol IR (2,94 22,79 um) Proteiny, peptidy

2.3.1.3 Aplikace vzorku a matrice

Existuje nespoCet metod pro naneseni vzorku a matrice, pfi¢emz kazdd ma své vyhody
i nevyhody. Vybér konkrétni metody, stejné jako Vv piipadé volby matrice, Se odviji od typu
analyzované latky [77].

Nejpouzivangjsi metoda dried-droplet je ptivodnim zpisobem aplikace vzorku a matrice.
Vzorek je bud’ nanesen samostatné a po zaschnuti pfekryt matrici nebo smichan s roztokem
matrice a poté nanesen na desku, kde pfi laboratorni teploté zasychd. Na obdobném principu je
zalozena metoda zaschnuti ve vakuu, ale s tim rozdilem, ze smés vzorku a matrice je odpafena
ve vakuové komote, ¢imz je zajiSténa vysSi homogenita krystalii matrice, které ovliviiuji
i rozliSeni. Mimo jiné se uplatnuje technika vrstveni (Sandwich), kdy je analyt nanesen
na vrstvu matrice a prekryt druhou vrstvou matrice. Dale se vyuziva také metoda rychlého
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odpareni a prekryti, pti které je nejprve naneseno rozpoustédlo, po jehoZ zaschnuti se aplikuje
smés matrice-vzorek [77, 80].

Moderni metody vyuzivaji napiiklad dvoufdizovou matrici, kterd predstavuje smes suspenze
¢astic (naptiklad grafit), matrice a analytu. Pfipadné mtiZe byt matrice ve formé pevné podpory,
coZ je typické pro metodu DIOS (Desorpce a ionizace za pouZiti ter¢iku z porézniho silikonu),
ktera vyuziva porézni kiemik jako pevnou podporu [77, 80].

2.3.1.4 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Zakladnimi komponenty MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru jsou nosi¢ vzorku (kovova
deska), laserova optika (laser a systém zrcadel a cocek), iontovy zdroj, vysokonapétovy
urychlova¢, TOF analyzator, detektor a vyhodnocovaci zafizeni. Schéma MALDI-TOF
hmotnostniho spektrometru s mikrokanalkovym destickovym detektorem (MCP) znazornuje
Obr. 22 [81].

Molekuly

vzorku

Propojovaci Osciloskop
: kabel 1t

=t

Vyhodnoceni dat

Zreadlo Signal

Dusikovy
laser

Ventil Detektor

Tontovy zdroj

-
:

-
-

Letova trubice 2 m

Obr. 22 Schéma MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru v linedrnim usporadani [81].

MALDI vyuzivda nékolik typt laseri, pricemz nejpouzivanéj§im zdrojem energie
pro ionizaci jsou UV-fotony emitované dusikovym laserem o vlnové délce 337 nm a Siikou
pulsu obvykle 3 ns. Kromé dusikového laseru se pouziva také infracervena radiace o vlnové
délce 2,94 um nebo CO; laser o vlnové délce 10,6 um. Casto se vyuZivaji také tzv. solid-state
UV lasery nebo Nd-YAG lasery (Neodymium-doped yttrium aluminium garnet) s vinovou
délkou 355 nm [82].

Spojeni MALDI a TOF analyzatoru je dnes Casto vyuzivanou technikou pfi identifikaci
proteind, urCovani molekulovych hmotnosti a pro ziskavani informaci o struktufe velkych
molekul. Priletovy analyzator TOF (Time of flight) je konstruk¢né nejjednodussi analyzator,
nebot’ je tvofen evakuovanou letovou trubici rizné délky (nejcastéji 1-2 m). Nejjednodussi
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uspofadani TOF analyzatoru je linearni, kdy ionty prolétaji letovou trubici a dopadaji ptimo
na detektor. V takovém piipadé plati, Ze ¢im delsi bude letova trubice, tim se dosdhne vyssiho
rozliseni. Efektivnéjsi je pouziti tzv. reflektronu, neboli elektrostatického zrcadla umisténého
na konci letové trubice. Draha letu ionta se prodlouZzi odrazem od tohoto zrcadla, pfi¢emz ionty
o vy$§i hmotnosti dolétnou déle do trubice neZ ionty o niz§i hmotnosti. lonty se vSak po odrazu
nevraceji po stejné draze, ale po mirné vychylené tak, aby dopadly na detektor [83].

Po aplikaci vzorku a matrice na MALDI-TOF desku dochazi k zahajeni desorpce a ionizace.
Ionizace muze probihat bud’ ve vakuu, nebo za atmosférického tlaku. Energie laseru je
absorbovana molekulami matrice a ¢ast energie je pfeménéna na energii tepelnou, kterd umozni
odpateni ¢asti matrice a analytu. Excitované molekuly matrice pak ionizuji molekuly vzorku
pfenosem protonu. Vzniklé ionty, pievazné jednonasobné nabité, jsou poté urychleny diky
potencidlovému rozdilu mezi MALDI-TOF deskou a vstupem do analyzitoru. Doba letu
urychlenych iontl analyzitorem smérem k detektoru odpovida jejich poméru hmotnosti
anaboje. Cas v nanosekundach, ktery uplynul mezi pulzaénim zrychlenim iontl a signalem,
jenz zachytil detektor, lze pfepocist na molekulovou hmotnost jednotlivych analyzovanych
molekul naptiklad proteint. Detekce je obvykle provedena pomoci MCP detektoru [81, 83].
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2.3.2 Metody molekularni biologie

Analyza molekuly DNA jakéhokoliv mikroorganismu je zahdjena jeji izolaci z bunck.
Konkrétni vybrané sekvence DNA jsou posléze amplifikovany nejéastéji metodou PCR,
separovany na zakladé velikosti a purifikovany. Takto ziskané produkty jsou sekvenovany
a porovnany s dostupnymi databazemi [5].

2.3.2.1 lzolace DNA

Prvni krokem izolace DNA z bunky kvasinek je dezintegrace bunécné stény. Konvencni
metody vyuzivaji degradaci za pouziti enzymul, mechanickych zplisobu nebo detergentt
s fenol-chloroformovou extrakci [84].

Klasicky postup izolace DNA zahrnuje nejprve pouziti lyzacniho pufru, ktery je slozen
z Tritonu X-100, SDS, NaCl, EDTA a Tris-HCI. Nasleduje mechanicky zptsob dezintegrace
bun¢k, kdy se suspenze bunék protiepe spolu se sklenénymi kulickami. Mechanické zptsoby
jsou obecné povazovany za rychlejsi, avsak jejich zna¢nou nevyhodou je zvySené riziko Stépeni
DNA. Samotny proces pak muze byt proveden ve zkumavce anebo pomoci Braunova
homogenizatoru [85, 86].

Pro vyextrahovani DNA se obvykle uplatiuje smés fenol-chloroform-isoamylakohol
v poméru 25:24:1, nebo pouze fenol-chloroform. Pouziti této smési umoznuje rozd¢léni
roztoku do tii fazi, kdy vodna faze obsahuje nukleové kyseliny, zatimco mezifaze fenol/voda
vysrazené proteiny a sacharidy. Veskeré lipidy jsou pak rozpustény ve fazi chloroform-
isoamylalkohol. Nasleduje precipitace DNA pomoci ethanolu nebo isopropanolu a pieisténi
ziskané DNA tak, aby koncentrace fenolu a RNA byla co nejnizsi. K odstranéni RNA se
pouzivaji enzymy — RNAazy. Vyizolovana DNA se pak obvykle uchovava pii —20 °C [87, 88].

Kromé¢ vyse uvedenych zptisobii Ize vyuzit také opakujici se zmrazeni-rozmrazeni suspenze
bunék, magnetické ¢astice nebo benzyl chlorid a mikrovinné zafeni. K izolaci DNA lze vyuzit
také komerén¢ dostupné extrakéni nebo purifikacni kity naptiklad od firmy Mo Bio, Roche,
nebo Biomerieux [84, 88-90].

2.3.2.2 Amplifikace DNA

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda, kterda byla vyvinuta Kary Mullisem
v 80. letech minulého stoleti a je zalozena na schopnosti DNA polymerazy syntetizovat nové
vlakno DNA, které je komplementarni Kk templatovému vlaknu. Jednd se prakticky
o specifickou, cyklickou a exponencialni syntézu piedem zvolené sekvence DNA, ktera je
vymezena prostfednictvim dvou molekul oligonukleotidii tzv. primeri [87, 91].

Standardné se PCR reakce provadi v objemu 50-100 pl reakéni smési ve zkumavkach.
Zakladnimi komponenty smési jsou templatova DNA, sada primerti, deoxynukleotid trifosfaty
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), sterilni destilovana voda a termostabilni DNA dependentni DNA
polymeraza, nejcastéji typu Tag, izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus [91, 92].

Reakce je realizovana v termocykléru ve tfech krocich s ménicim se teplotnim profilem.
Prvnim krokem je denaturace templatové DNA (denaturation) pti teploté 94-95 °C trvajici 30 s
az 5 min, ¢imz se prerusi vodikové vazby mezi bazemi a dojde k rozvolnéni dvousroubovice
DNA do dvou samostatnych vlaken. Nasleduje pfipojeni primert k vlaknu DNA (annealing)
v o0zsahu teplot 45-65 °C po dobu 20 s. Konkrétni teplota tohoto kroku je v§ak zavisla na volbé
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danych primera a jejich teplotnim optimu pro hybridizaci. Tietim a zdvéfeCnym krokem je
elongace (elongation), ktera probiha v rozsahu teplot 55-85 °C, nejcastéji pii 72 °C, coz je
idedlni teplota pro spravné fungovani termostabilni DNA polymerazy. Tento enzym katalyzuje
pfipojeni jednotlivych deoxynukleotidtrifosfatli za tvorby nového komplementarniho vlakna
DNA. Cely cyklus je pak opakovan 30-60 krat v zavislosti na konkrétni aplikaci [92, 93, 94].

2.3.2.3 Analyza DNA

Jakmile je vybrany tisek DNA pfitomen v dostateném poctu kopii, je nezbytné tyto PCR

vvvvvv

v

a také nejpouzivanéjsi jsou gelova elektroforéza, Southerntiv blotting, klonovani a sekvenovani
[95].

Pro analyzu DNA gelovou elektroforézou se nejcastéji pouziva agar6zovy gel
o koncentraci 0,5-2,0 % agar6zy. Vzhledem k tomu, ze molekula DNA disponuje zapornym
nabojem diky fosfatovym skupinam, po ptipojeni ke zdroji napéti migruje DNA v porech gelu
smérem od katody k anod¢. Diky uniformnimu poméru hmotnost/naboj jsou fragmenty DNA
separovany V gelu na zdkladé velikosti (poctu part bazi) a tvoii zony, které lze vizualizovat
pomoci UV zafeni a barviva ethidium bromidu. Cely proces lze realizovat bud’ v klasickém
elektroforetickém zatizeni, nebo pomoci chipii, kdy se jednd o tzv. on-chip elektroforézu, ktera
je podstatné rychlejsi, ale nakladngjsi variantou konven¢ni elektroforézy [96-98].

K urceni pfesného sloZeni bazi dané sekvence a topologii DNA/RNA se vyuZivaji techniky
sekvenovani, které jsou klasifikovany do tii generaci. Vibec prvni zndmou metodou je
Sangerova metoda, ktera je zaloZena na principu replikace DNA a vyuziva modifikované
dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTPs), které nemaji 3'-OH skupinu. Po jejich pfipojeni
k templatu dojde k zastaveni replikace. Cely proces probiha ve ¢tyfech separovanych reakcich,
pticemz v kazdé zkumavce je obsazen jeden ze ¢tvetice ddNTPs [96].

Dalsi technikou prvni generace je Maxam-Gilbertova metoda, pii které se uplatiiuje
chemické Stépeni jednotlivych typt bazi sSDNA fragmentu, ktery je radioaktivné znacen
na 5' konci. Reakce je realizovana ve Ctyfech zkumavkach, kde jsou na zakladé specifického
Stépeni obsazeny fragmenty razné délky, které jsou posléze separovany -elektroforézou
Vv polyakrylamidovém gelu [99].

Sekvenovani druhé generace zahrnuje pyrosekvenovani a z n&ho vychazejici
454 sekvenovani. Pyrosekvenovani je zaloZeno na snimani aktivity DNA polymerazy,
ktera syntetizuje ~ komplementarni ~ vlakno Kk  ssDNA  templatu v  pfitomnosti
chemiluminiscencniho enzymu. K imobilizovanému templdtu ve zkumavce jsou postupné
ptidavany roztoky s jednotlivymi bazemi. Pyrofosfat, ktery se uvolni po navazani nukleotidu,
je detekovan [96].

Ttreti generace sekvenovani se soustfedi predev§im na zkraceni Casu analyzy, prodlouZeni
delky useku DNA, ktery lze sekvenovat a sniZeni ceny analyzy, pouZitim méné nakladnych
procedur. Piikladem sekvenovani tieti generace je RNAP sekvenovani, vizualizace DNA
prostiednictvim elektronového mikroskopu nebo sekvenovani na principu hybridizace [96].
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2.3.2.4 Molekularni identifikace kvasinek

Kvasinky jsou nejcastéji molekularné identifikovany metodou sekvenovani oblasti geni SSU,
LSU rRNA a tzv. ITS1 a ITS2 usekli. Znalost téchto sekvenci pak umoznuje jejich porovnani s
dostupnymi databazemi a rozpoznani daného kmene [5].

Odlisit askomycetni kvasinky od bazidiomycetnich lze také na zaklad€é analyzy poméru
cytosinu a guaninu (C+G) nDNA v mol %. V ptipad¢ askomycetnich kvasinek je pomér C+G
v rozsahu 28-50 mol %, zatimco u bazidiomycetnich kvasinek 50-70 mol %. V zavislosti na
pouzité analytické technice se obvykle uvadi, ze kmeny lisici se o hodnotu 1-2 mol % jsou
identifikovany jako odlisné kmeny [100].

V soucasné dobé je pro identifikaci veskerych zndmych askomycetnich i bazidiomycetnich
kvasinek rozhodujici sekvenovani domény D1/D2 na 5' konci LSU (26S) rRNA (Obr. 23) [5,
101].

Primery
NL1 MNL4
{ |
~ 185 RNA - msipses Hms2 ' b 2eskna | sst
LSU
NL1 . NL4
I Doména D1/D2 (600 nt)

Obr. 23 Schématické zndzorneéni oblasti 268, ITS, ITS2 a domény D1/D2 pro sekvenovani v ramci
molekularni identifikace kvasinek [102].

Zpocatku byla sekvenovana pouze doména D2 velké podjednotky (26S) rRNA, nebot’ byla
dostatecné variabilni a postacovala k rozliSeni blizce ptibuznych kmend. Postupné vsak
k sekvenovani domény D2 piibyla i doména DI1. Celkové tak tento tsek ¢ita priblizné
600 nukleotidt a je vymezen primery NL1 a NL4 (Obr. 23). VSeobecné je stanoveno, ze kmeny
stejného druhu vykazuji rozdil 0-0,5% Vv obsahu nukleotidi, coz odpovidd poctu
0-3 nukleotidii. Naopak kmeny, které se odliSuji ve vice nez 6 nesousedicich nukleotidech
(1 %) jsou identifikovany jako kmeny rdznych druhd. Totéz plati pro kmeny, jejichz rozdil
v obsahu nukleotidii se nachazi v ,pfechodné“ oblasti a lisi se tedy ve 4 az 5 nukleotidech
[100].

Oblasti ITS1 a ITS2, které jsou oddéleny usekem 5.8S rRNA (Obr. 23), jsou také Casto
pouzivany pro identifikaci kvasinek. U nekterych zastupci bazidiomycetnich kvasinek
sekvenovani této oblasti vitézi nad doménou D1/D2, ale pro spravnou a jistou identifikaci
velmi blizce pfibuznych kmend je doporucovano provést sekvenovani obou téchto sekvenci,
tedy domény D1/D2 i ITS oblasti [100].
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Konvenéni mikrobiologické metody

2.3.2.5 Mikroskopické pozorovini bunék

Velikost bun¢k kvasinek se pohybuje pod hranici viditelnosti pouhym okem, a proto je
k pozorovani a posouzeni tvaru bun¢k nezbytné pouzit svételny mikroskop. Morfologie bun¢k
kvasinek mize byt velmi rozmanita a to predevsim diky vlivu okolniho prostiedi — slozeni
kultivacniho média a jeho kyselosti, povrchovému napéti, oxida¢né-redukénimu potencialu,
ale také diky kompozici bunécéné stény, ktera se odviji od hodnoty pH, teploty, dostupnosti
kysliku a zdroje uhliku. Nezanedbatelny vliv na morfologii bun€k ma také stafi jednotlivych
bungk a to, v jaké fazi bunééného cyklu se bunky pravé nachazeji [5, 103, 104].

Obecné je za zékladni tvar bun¢k povaZovan rotacni elipsoid. Ostatni tvary piedstavuji
odchylky od zédkladniho tvaru a mohou byt dvojiho druhu: bud’ dochazi ke zméné na kulaty
tvar, nebo naopak do protahlé az vlaknité podoby. Jednotlivé tvary kvasinkovych bunék jsou
uvedeny na Obr. 24 [103].

conadl g

Obr. 24 Tvary bunek kvasinek: a) kulovité, b) elipsoidni, C) citronovité, d) ogivalni, €) lahvovite,
f) protahlé, ) vidknité [103].

V ptipadé pozorovani askomycetnich kvasinek je nezbytné sledovat i sexualni reprodukci —
piitomnost viecka (askus) a askospor. Viecko mutze nabyvat riznych tvart, které jsou
zobrazeny na Obr. 25 [105].
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Obr. 25 Tvary a typy viecka (askus): a) kulovity, elipsoidni (Saccharomyces), b) romboedricky
(Saccharomyces), c) linearni usporddani askospor (Saccharomyces), d) mnohosporovy askus
(Kluyveromyces), e) askus s rozpolcenou askosporou (Metschnikowia), f) askus s tubulem (Pachysolen),
g) askus kvasinek rodu Lipomyces, h) dvou a ctyrsporovy askus S privésky (Pichia), i) askus kvasinek
rodu Saccharomycopsis, j) askus kvasinek rodu Arthroascus [105].
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Stejné jako u viecka, tak i v ptipadé askospor existuje nékolik riznych variant tvard, které
jsou znazornény na Obr. 26 [105].
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Obr. 26 Typy askospor: a) kulaté, b) elipsoidni, c) zahnuty, d) polokulovité, e) kloboukovité, f) cockovité
S kapkou tuku, g) saturnovité s prstencem, h) s rozsirenym koncem, i) jehlicovité, k) askospory s drsnou
stenou [105].

2.3.2.6 Vzhled kolonii na pevném médiu

V piipadé rustu kvasinek na pevném médiu Ize vzhled kolonie popsat na zaklad¢ nékolika
hledisek:

= charakter povrchu

= okraje kolonie

= prufez (profil) kolonie

= barva kolonie [103]

Obecné se vzhled kolonii nejéastéji posuzuje jako hladky (smooth), drsny (rough) nebo
slizovity (mucous) [103].

Povrch kolonii mtize byt hladky, hladky s vyvySenym stfedem a prohlubni (kraterovity),
pripadn¢ raznymi zplisoby ryhovany. Okraje kolonii mohou byt bud’ celistvé (ucelené), zvinéné
(lalokovité), pilovité, cipovité nebo kofinkovité. Piehled ryhovani povrchu a tvari okraju
kolonii znazornuje Obr. 27 [103].

©®DDDDB
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Obr. 27 Prehled ryhovani povrchu a tvarii okrajii kolonii kvasinek: @) centrdini ryhovani, b) radidlni
ryhovani, c) celistvy okraj, d) zvineny okraj, e) pilovity okraj, d) cipovity okraj, e) korinkovity okraj
[103].

Prifez (profil) kolonii muze byt opét riznorody — hladky, hladky s vyvySenym stfedem,
hladky (kraterovity), plochy, kraterovity (ve stfedu kuceravy), vyvySeny (kuceravy), plochy
(kuCeravy) a nebo kofinkovity S pseudomyceliem. Veskeré zminéné varianty jsou uvedeny
na Obr. 28 [105].
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Obr. 28 Varianty prurezii (profiliy) kolonii kvasinek: a) hladky, b) hladky s vyvySenym stiedem,
¢) hladky-kraterovity), d) plochy, e) kraterovity-ve stiedu kuceravy), f) vyvyseny-kuceravy, g) plochy-
kuceravy, h) korinkovity s pseudomyceliem [105].

Charakter kolonii na tuhém agaru ovliviiuje také tvar a velikost samotnych bunék, naptiklad
zastupci rodu Torulopsis tvofi kulaté bunky malych rozmérd a jejich kolonie jsou tak
kompaktni a hladké. Naopak kmeny rodu Candida nebo Pichia, jejichz bunky jsou protahlé
a dosahuji vétsich rozmérd, tvoii velké, drsné a kozovité kolonie [103].

Krom¢ tvaru a velikosti bun¢k hraje dilezitou roli také sporulace a spontdnni mutace,
zpusobené piirozenymi mutageny napiiklad zvySenou teplotou, peroxidem vodiku
nebo viditelnym svétlem. Mutace se na povrchu kolonii projevuji jako papily nebo viditelné
odlisné sektory [103].

Mnoho kment kvasinek je pigmentovandno a mohou byt tak rozliSeny i na zdklad€ barvy
kolonii na pevném agaru. Napiiklad Saccharomyces cerevisiae tvoii krémové zbarvené
kolonie, zastupce rodu Geotrichum — Geotrichum candidum bilé a naopak Aureobasidium
pullulans ¢erné kolonie. Cervena barva je charakteristickd pro druh Rhodotorula rubra,
oranzova pro druhy rodu Rhodosporidium a zluta pro Cryptococcus laurentii [106].

2.3.2.7 Vzhled kultury v tekutém médiu

Prvotnim znakem rlstu kvasinek Vv tekutém médiu je tvorba zdkalu. Postupnym
rozmnozovanim a starnutim bun¢k se zacinaji tvofit shluky bunék, které¢ klesaji ke dnu
zkumavky a tvofi sediment. Na zaklad¢ velikosti shlukti bun¢k a zplisobu usazovani se rozlisuji
tzv. kompaktni, zrnité a praskovité usazeniny [103].

Pii kultivaci kvasinkovych mikroorganismi S vysokymi ndroky na ptistup kysliku se
pii hladiné média tvoii tzv. mdzdra, tedy charakteristicka slizka vrstva, kterou tvoifi naptiklad
vinné kvasinky sherry. Krom¢ mazdry maze byt na hladiné¢ média patrna tenké blana (kozka)
[103].
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Kvasinky, které nevyzaduji pftili§ kysliku, vytvéfeji bud charakteristicky prstenec,
nebo ostrivky mazdry. V piipade rodi Candida, Trichosporon atd. se na povrchu média tvofi
velmi pevny az nékolik milimetrd hruby povlak s kozovitou konzistenci. Varianty mozného
rastu kvasinek v kapalném médiu jsou uvedeny na Obr. 29 [103].

Obr. 29 Typy ristu VvV kapalném médiu: a) zdkal a usazenina (sediment), b) usazenina a prstenec,
C) usazenina a hrubd kozka, d) usazenina a tenkd, zvrasnénd, po sténdach rostouci kozka [105].

2.3.2.8 Stanoveni konstanty radidlniho ristu

Vzajemné porovnani kmend lze provést i na zakladé rychlosti, s jakou kolonie narostly
na tuhém agaru, ale pouze do plochy nikoliv do vysky, nebot’ vyska v ramci celé kolonie neni
konstantni. Pro posouzeni rychlosti nartistu kolonii se pouziva tzv. konstanta radialniho ristu
kr, kterou lze vypocist podle nasledujiciho vztahu [103, 105]:

_ r—r
i, @

kde r; je primér ok v mm po 21 denni kultivaci pii 20 °C, rq je pramér ok v mm po 24 hod
kultivace pii 20 °C, t je celkova doba kultivace v hod, ty je doba kultivace pifi stanoveni
hodnoty ro v hod. Vysledek je udavan v mm po dané dob¢ kultivace v hod pii 20 °C [105].

2.3.2.9 Stanoveni piitomnosti uredzy

Uredzovy test (rapid urea test) slouzi k detekci enzymu ureazy, ktery katalyzuje hydrolyzu
molekuly mocoviny za vzniku amoniaku a karbamatu. Karbamat je vSak nestaly a podléha
hydrolyze, pii¢emz vznika kyselina uhli¢ita a dal$i molekula amoniaku [5]. Vznikajici amoniak
zpusobuje zvysSeni hodnoty pH a barevnou zménu indikatoru — fenolové Cervené z jantarove
zluté (pH 6,8) na ruzovo-fuchsiovou barvu (pH 8,1), (Obr. 30) [5, 107, 108].
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Obr. 30 Stanoveni pritomnosti uredzy: a) pozitivni reakce, b) negativni reakce [108].

Test mlize byt proveden jak na tuhém médiu (Christensentiv agar), tak i v tekutém médiu.
Reakce u kvasinek na tuhém médiu probiha mnohonasobné pomaleji nez u bakterii a pozitivni
vysledek je pozorovan behém 18 az 48 hod od zacatku testu. Naopak v tekutém médiu jsou
u ne¢kterych kvasinek vysledky zfetelné jiz béhem 2 hod, u vSech ostatnich kment do 4 hod od
zacatku testu [5, 109].

Stanoveni pfitomnosti uredzy vykazuje pozitivni reakci u rodi basidiomycetnich kvasinek
napiiklad Cryptococcus nebo Rhodotorula, které jsou pak oznaceny jako wuredza-pozitivni.
Naopak u rodu askomycetnich kvasinek naptiklad Candida, Saccharomyces nedochazi
ke zméné barvy média, a tudiz je reakce negativni. Tyto rody pak nesou oznaceni wuredza-
negativni. Vyjimku vsak tvoii druh Yarrowia (Candida) lipolytica, vybrané kmeny Candida
krusei, druh Schizosaccharomyces pombe a zastupci rodu Lipomyces, kteti ackoliv patii mezi
askomycetni kvasinky, vykazuji pozitivni reakci na pfitomnost ureazy [5, 107].

2.3.2.10 Kvaseni

Existuje n€kolik riznych testi pro detekci vznikajiciho oxidu uhli¢itého pti fermentaci, ale jako
nejvice osvédcena metoda pro rutinni ucely se jevi pouZiti tzv. Durhamovy plynové zkumavky
naplnéné 2% roztokem daného sacharidu. Durhamovy zkumavky jsou zkumavky o mensi
velikosti, které se vkladaji do klasickych zkumavek a jsou schopny zachytit jakykoliv
vznikajici plyn. Pro konvenéni stanoveni se pouzivaji tyto sacharidy: D-glukéza, D-galaktoza,
sacharoza, maltdza, laktoza, rafindza a trehal6za. Mezi dalsi sledované substraty patii naptiklad
inulin, $krob, melibidza, celobidza a xyloza [5].

Ackoliv se fermentacni testy diive dlouhou dobu vyuZzivaly pro typizaci kvasinek, jejich
vysledky jsou cCasto povazovany za nespolehlivé a nejednoznacné, nebot interpretace
fermentace v Durhamové zkumavce muize byt zkomplikovana naptiklad kontaminaci substratu,
aerobnim metabolismem substratu nebo flokulaci. I pfes uvedené skutecnosti ma tato klasicka
metoda stale své vyuziti naptiklad pfirozliseni kment pivovarskych kvasinek S. cerevisiae
na zakladé hydrolyzy melibiozy, nebo pii predbézné identifikaci kment kvasinek [104].

Kvaseni ur€itych substratii je mozné dokazat i postupné na zakladé nékolika ovéfenych
tvrzeni:

= pokud kmen nekvasi glukézu, tak nekvasi zadny jiny sacharid

= pokud kmen kvasi glukozu, tak kvasi i fruktozu a manézu

= Vv piipadé, Ze kvasi maltozu, nekvasi laktozu a naopak [105].
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Na zakladé kvaSeni maltozy a sachardzy se rozdé€luji Ctyti kvasné typy:

= Typ | — kvasi maltézu a nekvasi sacharozu (M+S-)

= Typ Il — kvasi maltézu a kvasi sacharozu (M+S+)

= Typ I — nekvasi maltézu a kvasi sachar6zu (M—S+)

= Typ IV — nekvasi maltézu a nekvasi sachar6zu (M—S—) [105].

V tetim kvasném typu se muze navic kvasit i laktoza a ve ¢tvrtém kvasném typu se mize
a nemusi kvasit glukoza [105].
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo identifikovat a zatadit do skupin na tirovni druhu celkem
84 kment askomycetnich kvasinek pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a metody
sekvenace domény D1/D2 26S rRNA genu.

U zvolenych kmenl byly konven¢nimi mikrobiologickymi metodami stanoveny vybrané
charakteristiky kvasinek — vzhled kolonii na pevném médiu a kultury v tekutém médiu,
mikroskopické pozorovani bun¢k, kvaSeni, stanoveni pfitomnosti uredzy a konstanty radialniho
rustu.

Veskera naméfena hmotnostni spektra byla poskytnuta Sbirce kultur kvasinek (CCY) jako
referencni spektra pro alternativni a rychlou identifikaci novych izolat kvasinek.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam kment kvasinek pro biotypizaci

Tab. 3 Seznam kmenii kvasinek pro biotypizaci.

Cislo CCY Druh Puvod (substrat a lokalita) Pozn.
Metschnikowia Plody ostruziniku (Rubus)
29-002- )
029-002-009 pulcherrima Malé Karpaty (SR)"
. Suchokvét roéni (Xeranthemum annuam),
029-002-014 M. pulch
pulcherrima Devinska Kobyla (SR)
. Turan ostry (Erigeron acre),
29-002-01 M. pulch
028-002-015 puicherrima Zvolenska Slatina (SR)
029-002-016 M. pulcherrima Ryt zluty (Reseda lutea), Senec (SR)
. Prvosenka jarni (Primula veris),
29-002-02 .
029-002-020 M. pulcherrima Kovicovské kopee (SR)
. Jahodnik obecny (Fragaria vesca),
029-002-021 M. pulch
puicherrima Kovacovské kopce (SR)
. Kozlik 1¢katsky (Valeriana officinalis),
29-002-024 M. pulch
028-002-0 puicherrima Kovacovské kopce (SR)
. Pupava bezlodyzna (Carlina acaulis),
29-002-027 . .
029-002-0 M. pulcherrima Oravské Podhradie (SR)
029-002-028 M. pulcherrima Pupava obecna (Carlina vulgaris),
P Karlova Ves (SR)
. Zlatice ptrevysla (Forsythia suspensa),
029-002-052 M. pulcherrima Mlyfiany (SR)
. Voda z jezera,
029-002-119 M. pulcherrima Jakubov (SR)
. Voda z jezera,
029-002-120 M. pulch
puicherrima Jakubov (SR)
Tab. 4 Pokracovani.
Cislo CCY Druh Pivod (substrat a lokalita) Pozn.
. Voda z rybnika
29-002-121 M. pulch ’
029-00 pulcherrima Jakubov (SR)
. Voda z feky Dunaj,
29-002-122 . .
029-00 M. pulcherrima Bratislava (SR)
. Zemédelska puda,
029-002-125 M. pulch
puicherrima Malé Levare (SR)
029-002-127 M. pulcherrima List Javoru babyka (Acer campestre)
. List Meruiiky obecné (Prunus armeniaca),
29-002-12 .
029-00 9 M. pulcherrima Malé Zéluzie (SR) S
029-002-131 M. pulcherrima Kvét Jabloné domaci (Malus domestica),

Malé Zaluzie (SR)

46



Kvét Hru$né obecné (Pyrus communis),

29-002-1 M. pulcherri
029-002-133 pulcherrima Malé Levare (SR)
. Kvét Slivoné Svestky (Prunus domestica),
029-002-135 M. pulcherrima Malé Levare (SR)
. Plod Hrusné obecné (Pyrus communis),
29-002-1 M. pulch .
029-002-138 pulcherrima Bratislava (SR)
. List plodi Meruiiky obecné,
29-002-141 .
029-00 M. pulcherrima Malé Zaluzie (SR)
. List Slivoné §vestky (Prunus domestica),
029-002-142 M. pulch
puicherrima Malé Zéluzie (SR)
. Kvét Jabloné¢ domaci (Malus domestica), 5
29-002-14 :
029-00 3 M. pulcherrima Malé Zéluzie (SR) S
Tab. 5 Pokracovani.
Cislo CCY Druh Puvod (substrat a lokalita) Pozn.
Hanseniaspora List Hrusné obecné (Pyrus communis),
25-006-02
025-006-026 uvarum Malé Levare (SR)
025-006-031 M. uvarum Plod_ Jabloné domaci (Malus domestica),
Bratislava (SR)
Vinny most (po 7denni fermentaci);
25-006-034 :
025-006-034  H. uvarum odriida Veltlinské zelené, Strekov (SR) S
Hanseniaspora Voda z jezera,
046-001-002 . . -
guilliermondii Plavecky Stvrtok (SR)
- .. Plod Slivon¢ §vestky (Prunus domestica),
046-001-003  H.guilliermondii Malé Levare (SR) S
- .. Plod Hru$né obecné (Pyrus communis),
046-001-005  H.guilliermondii Malé Zaluzie (SR)
- . .. Voda z jezera,
029-009-028  Pichia kudriavzevii Plavecky Stvrtok (SR) S
) .. Plod Hru$né obecné (Pyrus communis),
29-009-04 :
029-009-045 P. kudriavzevii Malé Zaluzie (SR)
029-009-026  P. kudriavzevii Povrch syra typu camembert
039-004-002  P. fermentans Méslo, %S
Holandsko
Voda z teky Moravy,
039-004-006 P. f .
ermentans Bratislava (SR)
039-004-005 P. fermentans Potraviny,
Japonsko
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Tab. 6 Pokracovani.

Cislo CCY Druh Puvod (substrat a lokalita) Pozn.
020-038-072  Pichia jadinii é“%ne drozds S
. Krmné drozdi,
29-038-07 y
029-038-075  Pichia jadinii (CR)
Krmné drozdi
029-038-081  Pichia jadinii y ’
: (CR)
Meyerozyma List Pchace rolniho (Cirsium arvense),
-023-012 o .
039-023-0 guilliermondii Pernek (SR) S
- .. Voda z feky Dunaj,
039-023-003 M. guilliermondii Bartislava (SR)
- .. List Slivoné svestky (Prunus domestica),
039-023-005  M.guill
guilliermondii Malé Levare (SR)
Wickerhamomyces Jehli¢i Smrku ztepilého (Picea abies Karst.),
-001-034 .
038-001-03 anomalus Zelezna Studnicka (SR)
List Slivoné $vestky (Prunus domestica),
038-001-035 W. I S
anomaitis Malé Zaluzic (SR)
Kvét Broskvoné obecné (Prunus persica),
-001-037  W. |
038-001-03 anomalus Malé Zaluzie (SR)
Debaryomyces Plod Merunky obecné (Prunus armeniaca),
041-006-021 hansenii Malé Zaluzie (SR) S
. Puda v blizkosti Jablon¢ domaci (Malus
41-006-02 D. hansen .
041-006-025 ansenil domestica), Malé Levare (SR)
. Vody z feky Moravy,
26-009-022 : :
026-009-0 D.hansenii Bratislava (SR)
Tab. 7 Pokracovani.
Cislo CCY Druh Pivod (substrat a lokalita) Pozn.
Metschnikowia Chrpa latnata (Centaurea stoebe),
29-001-022 ..
029-001-0 reukaufii Karlova Ves (SR) S
. Stirovnik riizkaty (Lotus corniculatus),
029-001-017  M.reukaufii Modry Kamei (SR)
029-001-021 M. reukaufii Ostrozka stracka (Consolida regalis),
Rusovce (SR)
_— i Plod Jabloné domaci (Malus domestica),
039-031-009  Pichiakl
chia Kuyvert Malé Zaluzie (SR)
039-031-004  P. kluyveri Plody vinné révy, odrida Svaty Vavfinec
. Puda v blizkosti Broskvoné obecné (Prunus
-031-01 P.kl r . .
039-031-019 uyvert persica), Velké Pavlovice (CR) S
Torulaspora Pida zpod ovocného stromu (Merunka
Puda 83 P obecna, Prunus armeniaca), S

delbrueckii

Malé Zaluzie (SR)
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Pada zpod ovocného stromu (Jablon domaci,

Pida 78 . delbrueckil Malus domestica), Malé Zaluzie (SR)
021-022-008  T. delbrueckii Voda z rybnika, Zelezna Studnicka,
Bratislava (SR)
Zygosaccharomyces  Plod Hru$né obecné (Pyrus communis),
035-006-007" it Malé Levare (SR) S
- Kontaminované bilé vino,
035-006-005  Z.bailii Topoltianky (SR)
035-006-003  Z. bailii Cervens vino,
Anglie
Tab. 8 Pokracovani.

Cislo CCY Druh Puvod (substrat a lokalita) Pozn.
021-004-109  Saccharomyces List Javoru babyka (Acer campestre L.), s
paradoxus Zelezné Studni¢ka, Bratislava (SR)

021-004-105 . ..o Reka Morava, S
Bratislava (SR)
021-004-102 S. cerevisiae Reka Dunaj,
Bratislava (SR)
021-004-108 S. cerevisiae {ehliéi Borovice lesni (Pinus silvestris L.),
Zeclezna Studnicka, Bratislava (SR)
021-004-123 S. cerevisiae Kvét Meruiikky obecné (Prunus armeniaca
L.), Malé Zaluzie (SR)
021-004-129  S.paradoxus/ Plod Slivoné svestky (Prunus domestica),
cerevisiae Bratislava (SR)
021-013-001  S.bayanus Zakalené (nefiltrované) pivo T,S
021-013-005 S bayanus 7. den prekvaseni I}loétu,
Velké Pavlovice (CR)
000-048-035 S pastorianus Pivovar Branik,
(CR)
000-048-060 s pastorianus Brewery Ottakring,
Viden, Rakousko
051-001-001  Kluyveromyces Jogurt,
marxianus SRN S
029-008-008 KI. lactis Plivod neznamy S
Tab. 9 Pokracovani.
Cislo CCY Druh Puvod (substrat a lokalita) Pozn.
029-008-010  Kl.marxianus
050-002-002  KI. marxianus
043-011-001  KI. marxianus
029-002-144
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029-002-139  Metschnikowia Plod Hru$né obecné (Pyrus communis)
pulcherrima

021-004-135

021-004-122

021-031-005

021-013-004

046-001-007

025-006-028

025-006-036

1SR — Slovenska republika, 2S-Sel\‘fvenovany kmen, *T-T ypovy kmen
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4.2

Pouzité pristroje a chemikalie

4.2.1 Pouzité pristroje a prisluSenstvi

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme s MTP 384 Target Plate
Polished Steel TF (Target plate with transponder technology), Bruker Daltonik GmbH
(SRN)

PC HP Z400 Workstation, Hewlett-Packard (USA)

Notebook HP 6730b, Hewlett-Packard (USA)

Laminarni box MSC-Advantage™, Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Kahan Fuego SCS Basic, WLD-TEC GmbH (SRN)

Parni sterilizator PS20a, CHIRANA, a.s. (SR)

Cykler SureCycler 8800, Agilent Technologies (USA)

Bioanalyzér 2100 s ¢ipovou primovaci stanici (Priming station), DNA chipy a ¢isticem
elektrod (Electrode Cleaner), Agilent Technologies (USA)

Centrifuga Mikro 200, Hettich Lab Technology (SRN)

Centrifuga Mini Spin, Eppendorf AG (SRN)

Vortex mixer Genie® 2, MO-BIO Laboratories, Inc., (USA)

Vortex mixer Reax Top, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, (SRN)

Vortex mixer ZX Classic, VELP Scientifica, (Italska republika)

Analytické vahy ABT 120-4M, Kern & Sohn GmbH, (SRN)

Piedvazky Kern 440-33, Kern & Sohn GmbH, (SRN)

Mikroskop Nikon Eclipse 80i s fotoaparatem Nikon DS-Fil, Nikon Corporation
(Japonsko)

Fotoaparat Nikon D5100, Nikon Corporation (Japonsko)

Mikropipety Eppendorf Research (100-1000 ul, 10-100 ul), Eppendorf AG (SRN)
Mikropipety Eppendorf Research plus (100-1000 ul, 0,5-10 ul), Eppendorf AG (SRN)
Mikropipety Biohit M1000 a M100, Sartorius AG (SRN)

Spic¢ky pro pipety, Sarstedt AG & Co. (SRN)

Spi¢ky pro pipety TipOne®, STARLAB INTERNATIONAL GmbH (SRN)
Mikrozkumavky, Sarstedt AG &Co. (SRN)

Mikrozkumavky MicroBead Tubes, MO-BIO Laboratories, Inc. (USA)

Mikrozkumavky s kolonkou (Spin Filters Units in 2 ml Tubes), MO-BIO Laboratories,
Inc. (USA)

Mikrozkumavky Collection Tubes, MO-BIO Laboratories, Inc. (USA)
Petriho misky, VWR" International (USA)
Stopky Oregon Scientific, Oregon Scientific, Inc. (USA)
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4.2.2 Pouzité chemikalie

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (Matrix substance for Maldi-MS, > 99%, HPLC),
Fluka analytical, Sigma Aldrich (Nizozemi)

Fluka Acetonitril LC-MS CHROMASOLV®, > 99,9%, Sigma-Aldrich (Nizozemi)
Kyselina trifluoroctova (pro syntézu), Merck KGaA(SRN)

Kyselina ferulova (trans-ferulic acid, Matrix substance for MALDI-MS, > 99%, HPLC),
Fluka analytical, Sigma Aldrich (Nizozemi)

Kyselina sinapova (Matrix substance for MALDI-MS, >99%, (T)), Fluka analytical,
Sigma Aldrich (Nizozemi)

Kyselina mravenc¢i (pro analyzu 98-100%), Merck, KGaA, Schuchardt (SRN)
Ethanol 96,3% p. a., Slavus (SR)

ProteoMass™ Cytochrom ¢ MALDI-MS Standard, Sigma-Aldrich (Nizozemi)
UltraClean®, Microbial DNA Isolation Kit, MO-BIO Laboratories, Inc. (USA)
o Lyzaéni (tlumivy) roztok MicroBead Solution

s Roztoky MD1, MD2, MD3, MD4, MD5

StrataPrep PCR Purification Kit, Agilent Technologies (USA)

= Roztok DNA Binding Solution 5 ML

o Promyvaci roztok Wash Buffer (5X)

Agilent DNA 7500 Reagents (for use with the Agilent 2100 bioanalyzer), Agilent
Technologies (USA)

o DNA 7500 Ladder , DNA 7500 Markers, DNA Dye Concentrate, DNA 7500 Gel
Matrix
Primery NL1 a NL4, Elisabeth Pharmacon (CR)

KapaTaq DNA polymeraza s pufrem, Kapabiosystem, Elisabeth Pharmacon (CR)
KAPA dNTP Mix, Elisabeth Pharmacon (CR)

D-gluk6za monohydrat p. a., Slavus (SR)

D-malt6za monohydrat &ista, Lachema N. P., Chemapol (CR)

Sacharéza &ista, Lachema N. P., Chemapol (CR)

Laktoza p.a., Lachema N. P., Chemapol (CR)

D-galaktoza &ista, Lachema N. P., Chemapol (CR)

D(+)-rafin6za pentahydrat 99+%, Acros Organics (USA)

Mo¢ovina p.a., Lachema N. P., Chemapol (CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny ¢isty, Lachema N. P., Chemapol (CR)
Hydrogenfosfore¢nan sodny p. a., Lachema N. P., Chemapol (CR)

Fenolova Cerveil

Extrakt z kvasnic (granulovany, pro mikrobiologii), Merck KGaA (SRN)
Sladovy extrakt (pro mikrobiologii), Merck KGaA (SRN)

Agar (granulovany, ¢istény, bez inhibitort, pro mikrobiologii), Merck KGaA (SRN)
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= Pepton (Pepton z pankreaticky Stépeného kaseinu, bez sulfonamidovych antagonist,
pro mikrobiologii), Merck KGaA (SRN)

= Destilovana voda

4.2.3 Pouzité softwarové programy

= FlexControl 3.0 (Ultraflex TOF/TOF), Bruker Daltonik GmbH (SRN)

= Maldi Biotyper 3.0 (Software for microorganism identification and classification),
Bruker Daltonik GmbH (SRN)

= 2100 Expert Software, Agilent Technologies (USA)

= NIS-Elements F, Nikon Corporation (Japonsko)
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4.3 Biotypizace MALDI-TOF

4.3.1 Priprava kultiva¢nich médii

4.3.1.1 Piiprava YPD média (Yeast pepton dextrose)

Na piedvazkach bylo navazeno 5g glukozy, 59 peptonu, 5g agaru a 2,5 g kvasni¢ného
extraktu, které byly umistény do varné banky s plochym dnem o0 objemu 1 000 ml. Odmérnym
valcem bylo do banky ptidano 250 ml vody. Vznikla smés byla dikladné promichana a banka
byla opatfena zatkou z bunicité vaty S hlinikovou folii. Smés byla povafena ve vodni lazni
ptiblizné¢ 30-45 min, médium bylo nadavkovano do zkumavek a poté sterilovano v autoklavu
pfi teploté 121 °C po dobu 20 min. Sterilni YPD médium bylo ponechano v $ikmé poloze az
do ztuhnuti. Ztuhlé médium bylo uskladnéno v suchém a bezprasném prostiedi pii teploté
4-6 °C.

4.3.1.2 Priprava sladinového agaru

Na predvazkach bylo odvazeno 35 g sladového extraktu, 1 g glukézy a 11 g agaru. Navazené
suroviny byly kvantitativné pfevedeny do varné banky s plochym dnem o objemu 1 000 ml.
Odmérnym valcem bylo do barnky pfidano 500 ml vody. Obsah baiiky byl ditkladné promichén
a hrdlo bylo opatteno zatkou z bunicité vaty S hlinikovou folii. Vznikla smés byla povaiena
ve vodni lazni po dobu 45 min, médium bylo nadavkovano do zkumavek a poté sterilovano
v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 min. Sterilni sladinové médium bylo ponechano
v §Sikmé poloze az do ztuhnuti. Ztuhl¢é médium bylo uskladnéno v suchém a bezprasném
prostiedi pii teploté 4-6 °C.

4.3.2 Inokulace kvasinek

V laminarnim boxu byly pomoci oc¢kovaci kli¢ky pieockovany kmeny kvasinek z ptivodniho
Sikmého sladinového média na pfipraveny sladinovy agar a YPD médium. Ockovaci box byl
nejprve vysterilovan UV zafenim po dobu 30 min. Ockovaci klicka byla vyzihana v plameni
kahanu a z puvodni zkumavky byl odebran vzorek kultury mikroorganismu, ktery byl jemnymi
krouzivymi pohyby aplikovan na pfipravené médium, aniz by doslo k poruseni celistvosti jeho
povrchu. Po inokulaci byla zkumavka uzaviena zatkou z buniCité vaty, ktera byla také
sterilovana v plameni kahanu. Tento postup inokulace byl pouzit pro oba dva typy kultivac¢nich
médii a celkem 84 kment kvasinek.

4.3.3 Kultivace kvasinek

Veskeré kmeny kvasinek, naockované na Sikmém YPD médiu a sladinovém agaru
ve zkumavkach, byly kultivovany celkem 4 dny pii teploté 20 °C.
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4.3.4 Priprava matric pro MALDI-TOF MS

4.3.4.1 Priprava matrice ¢. 1 (CHCA)

Byl ptipraven 10% roztok kyseliny trifluoroctové v destilované vodé. Mnozstvi 10 mg kyseliny
a-Kyano-4-hydroxyskoticové bylo rozpusténo ve smési slozené z 500 ul > 99, 9% acetonitrilu,
250 ul 10% kyseliny trifluoroctové a 250 pl destilované vody. Pfipravend matrice byla
uskladnéna v chladnicce.

4.3.4.2 Priprava matrice ¢ 2 (SAFA)

Do dvou mikrozkumavek typu Eppendorf bylo na analytickych vahach odvazeno 10 mg
kyseliny ferulové (FA) a 30 mg kyseliny sinapové (SA). Ob¢ kyseliny byly rozpustény ve
smési slozené z 500 ul >99, 9% acetonitrilu, 250 pl 10% kyseliny trifluoroctové a 250 pl
destilované¢ vody. Roztoky kyseliny sinapové a ferulové byly smichdny v poméru 1:1.
Pfipravend matrice byla uskladnéna v chladnicce.

4.3.5 Metody pripravy a aplikace vzorku na MALDI-TOF desku

4.3.5.1 Metoda pripravy a aplikace vzorku dle firmy Bruker (Metoda ¢. 1, EtOH-CHCA)

Do mikrozkumavek typu Eppendorf bylo nadavkovano 300 pl destilované vody. V laminarnim
boxu byly inokula¢ni klickou odebrany vzorky kvasinek a umistény do pfipravenych
mikrozkumavek. Suspenze kvasinek byla dikladné promichana pomoci Vortex mixeru
a ke kazdému vzorku bylo pfidano 900 pl ethanolu. Vzorky se nechaly odstfedit 10 min
pti 10 000 rpm. Vznikly supernatant byl odebran a k sedimentu bylo pfidano 100 ul 70%
kyseliny mravenci. Cela smés byla dikladné promichana na Vortex mixeru. Jakmile bylo ke
vzorkum ptidano 100 pl >99,9% acetonitrilu, byly spustény stopky a vzorky se nechaly stat
po dobu 30 min. Po uplynuti této doby byly mikrozkumavky vlozeny do centrifugy na dobu
10 min pii otackach 10 000 rpm. Mikropipetou byl nanesen 1 ul supernatantu kazdého vzorku
na vyznacenou polohu na MALDI-TOF desce. Po zaschnuti pfi laboratorni teploté¢ byly
jednotlivé vzorky piekryty 1pul matrice ¢. 1 (CHCA) a opét se nechaly zaschnout
pii laboratorni teploté.

4.3.5.2 Kombinovana metoda piipravy a aplikace vzorku (Metoda ¢ 2, EtOH-SAFA)

Metoda ¢. 2 byla provedena identickym zpisobem jako Metoda €. 1, 1isi se vsak v pouziti
matrice pouzité kK prekryti vzorku na MALDI-TOF desce. V ptipadé této metody byla pouzita
matrice ¢. 2 (smé&s roztokl kyseliny sinapové a ferulové v poméru 1:1).

4.3.5.3 Metoda pripravy a aplikace vzorku vypracovand pro rod Cryptococcus rostouci
na sladiné (Metoda ¢. 3, H,O-SAFA)

Do mikrozkumavek typu Eppendorf bylo nadavkovano mikropipetou 1000 pl destilované
vody. V laminarnim boxu byly sterilni inokula¢ni klickou odebrany vzorky kmenti kvasinek,
které byly umistény do pfipravenych mikrozkumavek. Vzorky se nechaly odstiedit 10 min
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pti 10 000 rpm. Poté byl odebran supernatant a k sedimentu byl pfidan 1 000 pl destilované
vody. Tento postup purifikace vzorka byl opakovan celkem sedmkrat. Po skonéeni promyvani
vzorku byl odpipetovan supernatant a k sedimentu bylo pfidano 50 ul matrice ¢.2 (smés
roztokd kyseliny sinapové a ferulové v poméru 1:1). Vzorky byly zvortexovany a nechaly se
stat po dobu 30 min. Po uplynuti této doby byly vzorky umistény do centrifugy na dobu 10 min
a pii otackach 10 000 rpm. Mikropipetou byl nanesen 1 ul supernatantu kazdého vzorku
na presn¢ danou pozici na MALDI-TOF desce. Vzorky se nechaly zaschnout pii laboratorni
teploté.

4.3.6 Analyza proteini MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii

K analyze celkem 84 kment kvasinek rostoucich na dvou ridznych médiich byl pouzit
hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme a MALDI-TOF deska MTP 384
Target Plate Polished Steel TF (Bruker Daltonik GmbH).

4.3.6.1 Kalibrace

Jako standard pro kalibraci zafizeni byl zvolen cytochrom c, jehoz 1 ul byl nanesen
na MALDI-TOF desku a po zaschnuti prekryt 1 ul matrice ¢.2 (smés roztoku kyseliny
sinapové a ferulové).

4.3.6.2 Meéieni na zaiizeni MALDI TOF/TOF

Piipravena MALDI-TOF deska se vzorky byla umisténa na ,,nosi¢ desky* a poté vloZena
do hmotnostniho spektrometru. Me¢feni probéhlo prostiednictvim programu Flexcontrol —
Ultraflex TOF/TOF v linearné pozitivnim médu (LP MID). Pred zahajenim méfeni byla
provedena kalibrace zafizeni a také byly nastaveny veskeré parametry analyzy (intenzita laseru
atd.). Kurzorem byla zvolena pozice vzorku na desce. Misto nastfelu laseru bylo nahodné
vybrano samotnym softwarem. V piipadé, Ze ziskané spektrum nebylo vyhovujici, byla
upravena intenzita laseru a ,,nasttel* byl opakovan.
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4.4 Sekvenace D1/D2 oblasti 26S rRNA genu

441 Seznam kmeniu navrZenych na sekvenaci

Tab. 10 Seznam kmenii kvasinek navrZenych na sekvenaci domény D1/D2 26S rRNA.

Cislo CCY

Druh

021-004-105 Saccharomyces cerevisiae
021-004-123 Saccharomyces cerevisiae
021-013-005 Saccharomyces bayanus
021-022-008 Torulaspora delbrueckii
025-006-031 Hanseniaspora uvarum
026-009-022 Debaryomyces hansenii
029-002-015 Metschnikowia pulcherrima
029-002-024 Metschnikowia pulcherrima
029-002-121 Metschnikowia pulcherrima
029-002-135 Metschnikowia pulcherrima
029-002-144 Metschnikowia pulcherrima
029-008-010 Kluyveromyces marxianus (sekvenovany-CBS databaze)
039-004-006 Pichia fermentans
039-023-003 Meyerozyma guilliermondii
000-048-035 Saccharomyces pastorianus

4.4.2 lzolace DNA

K izolaci DNA byl pouzit izolacni kit UltraClean® Microbial Isolation Kit od firmy MO-BIO
Laboratories. Do zkumavek Microbead Tubes bylo v laminarnim boxu napipetovano 300 pl
lyza¢niho tlumivého roztoku Microbead Solution. Pomoci sterilni o¢kovaci kli¢ky bylo piidano
dostate¢né mnozstvi kvasinkové kultury, které bylo navic peclivé rozsuspendovano v roztoku.

Ke smési ve zkumavce bylo napipetovano 50 ul roztoku MD1 a mikrozkumavky byly
Vv horizontalni poloze vlozeny do vortex mixeru na dobu 10 min pfi maximalni rychlosti.
Po promichani byly mikrozkumavky umistény do centrifugy (1 min, 11 100 rpm). Supernatant
0 objemu 320 ul byl napipetovan do ¢isté 2 ml mikrozkumavky a k tomuto supernatantu bylo
nasledné ptidano 100 pl roztoku MD2. Vznikla smés byla promichana pomoci vortex mixeru
po dobu 5 s a poté inkubovana ve vychlazeném stojanu po dobu 5 min a pfi teploté 4 °C.

Po skonc¢eni inkubace byly zkumavky premistény do centrifugy (1,5 min, 11 100 rpm). Opét
byl supernatant o objemu 450 ul napipetovan do ¢isté 2 ml mikrozkumavky a k nému bylo
pfidano 900 pl pfedem protfepaného roztoku MD3. Vznikld smés byla promichdna pomoci
vortex mixeru po dobu 5s a 700 ul této smési bylo napipetovano do mikrozkumavky
s kolonkou a umisténo do centrifugy (1 min, 11 1000 rpm).

Ziskany prefiltrovany roztok byl odstranén do odpadové kadinky a zbytek roztoku
(supernatant + 900 ul MD3) byl opét napipetovan na kolonku ve zkumavce, které byly poté
vlozeny do centrifugy (1 min, 11100 rpm). Prefiltrovany roztok byl znovu odstranén
a na kolonku bylo pfidano 300 pl roztoku MD4. Zkumavky byly umistény do centrifugy,
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vznikly prefiltrovany roztok byl odstranén a opét byly zkumavky vlozeny do centrifugy
nalmin a pti 11 100 rpm. Kolonka byla pienesena do Cisté mikrozkumavky a na membranu
uvnitt kolonky bylo napipetovano 50 ul roztoku MDS5. Po centrifugaci (1 min, 11 100 rpm)
byla kolonka odstranéna a v mikrozkumavkach byl pfipraven roztok DNA pro PCR, ktery byl
uchovan pfi teploté —20 °C.

4.4.3 Polymerazova retézova reakce

Veskeré potifebné chemikalie — sterilni destilovana voda, Taq polymeradzovy pufr A, dNTPs
aprimery NL1 a NL4 byly nejprve pfi laboratorni teploté rozmrazeny a poté byla pfipravena
smés Master Mix pro 18 vzorki a 2 ptipadné rezervy. Pro amplifikaci D1/D2 oblasti 26S rRNA
genu byly pouzity specifické primery NL 1 (5"-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-
3')aNL 4 (5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3').

V laminadrnim boxu byly do 2 ml mikrozkumavky napipetovany jednotlivé slozky smeési
Vv poradi, které znazoriiuje Tab. 11. Celkovy objem smési byl 976 pl.

Tab. 11 SlozZeni smési Master Mix.

Komponenty smési Master Mix Objem
Sterilni destilovana voda 776 pul
Taq polymerazovy pufr A 100 pl
dNTPs 20 pl
primer NL 1 (10 pmol/1) 40 pl
primer NL 4 (10 pmol/l) 40 pl

Vznikla smés ve zkumavce byla promichana a 48,8 pl smési bylo napipetovano do 0,2 ml
mikrozkumavek pro vzorky. Do kazdé zkumavky byl poté ptidan 1 pl vyizolované templatové
DNA a 0,2 pl Taq DNA polymerazy. Pripravené vzorky ve zkumavkach byly promichany
pomoci vortex mixeru a centrifugovany po dobu 30 s a pti 2 500 rpm.

Zkumavky byly vlozeny do termocykleru SureCycler 8800 (Agilent Technologies).
V nastaveni byl vybran program ,,sekvenl.pcr* (Cas 1:48:35) a zvolen objem PCR smési —
50 ul. Teplotni a casovy profil reakce obsahuje Tab. 12. Ziskané PCR produkty byly
skladovany pti —20 °C.
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Tab. 12 Teplotni a casovy profil PCR reakce.

Jednotlivé kroky PCR Teplota [°C] Cas [min]

Pocatecni denaturace 94 3
Denaturace 94 0,5

30 cykla Anelace 52 0,5
Polymerizace 72 1

Koneéna polymerizace 72 10

4.4.4 Purifikace PCR produkti

Pro piecisténi ziskanych PCR produktt byl pouzit purifika¢ni kit StrataPrep PCR Purification
Kit od firmy Agilent Technologies.

K celému objemu PCR produktu (50 pl) bylo pfidano 50 ul roztoku DNA Binding Solution
a vznikla smés byla ,,Spickou* promichana. Do mikrozkumavek s kolonkou bylo napipetovano
50 pl této smési, ktera byla zcentrifugovana (1 min, 12 200 rpm). Piefiltrovany roztok byl
odstranén a na kolonku bylo napipetovano zbylych 50 ul smési. Po opétovném odstiedéni byl
prefiltrovany roztok znovu odstranén a na kolonku bylo napipetovano 730 pl promyvaciho
roztoku Wash Buffer. Opét byly zkumavky s kolonkou vlozeny do centrifugy (1 min,
12 200 rpm), ptefiltrovany roztok byl odstranén a znovu zcentrifugovan. Kolonka byla
nasledn¢ prenesena do Cisté mikrozkumavky a na membranu uvnitt kolonky bylo napipetovano
50 pl sterilni destilované vody.

Po 5 min inkubaci pfi laboratorni teploté byly zkumavky vlozeny do centrifugy (1 min,
12 200 rpm). Kolonka byla poté odstranéna a piec¢istény PCR produkt v mikrozkumavce byl
pfipraven pro nasledujici analyzu.

445 Analyza PCR produkti pomoci bioanalyzatoru

PCR produkty byly analyzovany automatickou kapilarni elektroforézou s pouzitim Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) a Agilent DNA 7500 LabChip kitu.

Nejprve byla pripravena smés gel-barvivo (gel-dye mix): 25 ul roztoku DNA dye concentrate
bylo napipetovano do vialky s ozna¢enim DNA gel matrix. Roztok byl promichan na vortex
mixeru a odsttedén po dobu 30s a 2500rpm. Cely objem roztoku byl pienesen
do mikrozkumavky s kolonkou a znovu zcentrifugovan po dobu 10-15 min pti 2 100 rpm.
Spravna funkénost gelu pro analyzu je 4 az 5 tydnt.

Do jamky na DNA ¢ipu (Obr. 31), oznacené bilym pismenem G, bylo nadavkovano pomoci
primovaci stanice (Obr. 31) 9 ul smési gel-barvivo. Stisknutim klapky stiikacky primovaci
stanice byla sm¢s ,,natlatena” do mikrokanalkd. Identickym postupem byla smés aplikovana
do dalsich dvou jamek oznacenych ,,G* ¢ernym pismem. Jamky pro vzorky (oznaceni 1-12)
a standard (ladder) byly poté naplnény 5 ul markeru. Do jamek s ozna¢enim 1-12 byl nakonec
napipetovan 1 pl vzorku a do jamky pro standard byl nadavkovan 1 ul roztoku standardu.

Pfipraveny Cip se vzorky byl protfepan na MS3 vortex mixeru po dobu 1 minuty a pfi
2 400 rpm. Pied samotnou analyzou byl do bioanalyzatoru na dobu 10s vloZen Cip urceny
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pro ¢isténi elektrod, ktery byl naplnén 350 ul sterilni destilované vody. Po piecisténi elektrod
byl do analyzatoru umistén pfipraveny ¢ip se vzorky. V PC byl spustén 2100 Expert software

a navolen program Instrument 2, resp. DE04105503. Po skonceni analyzy byly elektrody opét
precistény destilovanou vodou.
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Obr. 31 DNA Chip (vlevo) a primovaci stanice (vpravo) Agilent Technologies.

4.4.6 Priprava precisténych PCR produktii na sekvenaci

Pied samotnou sekvenaci PCR produktli bylo nezbytné nafedit DNA v mikrozkumavce
na koncentraci 10-20 ng/ul. Nafedéné vzorky se napipetovaly do 0,5 ml mikrozkumavek
a vysledny objem vzorku byl upraven na hodnotu 20 pl pomoci sterilni destilované vody.

4.4.7 Sekvenace domény D1/D2 oblasti 26S rRNA

Vybrané kmeny kvasinek, uvedené v Tab. 10, byly podrobeny sekvencni analyze domény
D1/D2 oblasti 26 rRNA genu, ktera byla provedena pracovniky Biotechnologického centra,
Piirodovédeckeé fakulty, Univerzity Komenského v Bratislave.

Vysledky sekvencni analyzy byly porovnany s dostupnymi sekvencemi Vv databazich
MycoBank Database (IMA) a BLAST®: Basic Local Alignment Search Tool (NCBI).
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4.5 Stanoveni vybranych charakteristik kvasinek

45.1 Seznam testovanych kmeni kvasinek

Pro stanoveni veskerych vybranych charakteristik kvasinek —kvaseni, pfitomnost ureazy,
konstanta radialniho ristu, mikroskopické pozorovani a vzhled kolonii v tekutém médiu, bylo
pouzito celkem dvacet kmenu kvasinek, které jsou uvedeny v Tab. 13.

Tab. 13 Seznam kmenii kvasinek pro stanoveni vybranych charakteristik.

Cislo CCY

Druh

021-004-109 Saccharomyces cerevisiae (S)
021-004-129 Saccharomyces paradoxus
021-013-005 Saccharomyces bayanus
021-022-008 Torulaspora delbrueckii
025-006-031 Hanseniaspora uvarum
029-001-021 Metschnikowia reukaufii
029-002-121 Metschnikowia pulcherrima
029-008-008 Kluyveromyces lactis (S)
029-009-028 Pichia kudriavzevii (S)
029-038-075 Pichia jadinii

035-006-005 Zygosaccharomyces bailii
038-001-035 Wickerhamomyces anomalus (S)
039-004-006 Pichia fermentans
039-023-012 Meyerozyma guilliermondii (S)
039-031-004 Pichia kluyveri

041-006-021 Debaryomyces hansenii (S)
046-001-002 Hanseniaspora uvarum
048-035-000 Saccharomyces pastorianus
050-002-002 Kluyveromyces marxianus
051-001-001 Kluyveromyces marxianus (S)

45.2 KvaSeni

45.2.1 Priprava Zivnych médii

Pro ptipravu gluk6zového média bylo do kadinky o objemu 600 ml navazeno na predvazkach
10 g glukézy a 0,5 g extraktu z kvasnic. Odmérnym valcem bylo ptidano 500 ml vody
avznikla smés byla dikladné¢ promichana. Médium bylo ihned rozlévano do zkumavek.
Do kazdé zkumavky byla navic umisténa tzv. Durhamova plynova zkumavka tak, aby byla
kompletné ponofena a naplnénd médiem bez pritomnosti bublin. Takto pfipravené zkumavky
byly opatfeny zatkou z bunicité vaty a umistény do malého autoklavu, kde byly sterilovany
60 min pii teplot¢ 121°C a tlaku 120 kPa. Postup i navazky jednotlivych sacharidt
pro piipravu dalSich médii S obsahem maltdzy, sacharozy, laktozy, galaktozy a rafinozy byly
identické jako v ptipadé gluk6zového média.
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45.2.2 Inokulace kvasinek

V laminarnim boxu byla 1x sterilni oc¢kovaci klickou (10 ul) odebrana kultura ze Sikmého
sladinového agaru do zkumavek s pfipravenymi sacharidovymi médii. Zkumavky byly poté
uskladnény pfi teploté 20 °C.

4.5.2.3 Sledovani priubéhu kvaSeni

Pribéh kvaseni na jednotlivych sacharidovych substratech byl sledovan kazdy den po dobu
2 tydnii. Bylo pozorovano n¢kolik zasadnich parametrti:

= tvorba bublinek (pfipadné prstence na hladiné média)

* plnéni Durhamovy plynové zkumavky vznikajicim oxidem uhli¢itym a jeji pohyb
smérem K hladiné média

» intenzita kvaseni (malo intenzivni, intenzivni, bouflivé)

= z4kal ve zkumavce

Na zakladé téchto hledisek bylo do tabulek zaznamenano, zda kvaseni probéhlo —
oznaceni (+) ¢i nikoliv — oznaceni (—).

453 Stanoveni pritomnosti ureazy

4.5.3.1 Piiprava média

Do varné bainky s 500ml studené vody bylo odvazeno 10g mocoviny, 4,60
dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 4,8 g hydrogenfosfore¢nanu sodného a 0,5 g extraktu
Z kvasnic. Na analytickych vahach bylo navazeno 0,005 g fenolové Cervené, ktera byla také
pfidana do varné baiky. Vyslednd smés se nesmi sterilovat klasickym zpiisobem (v autoklavu)
za vysoké teploty, ale v hermeticky uzaviené nadobé za podtlaku a pomoci proudu vody
po dobu 5 min. Sterilni médium bylo v laminarnim boxu rozlévano do zkumavek.

45.3.2 Inokulace kvasinek

V laminarnim boxu byla 1x sterilni ockovaci klickou (10 pl) odebrana kultura ze Sikmého
sladinového agaru do zkumavek s pfipravenym médiem. Zaockované zkumavky byly
uskladnény pfi teploté 20 °C.

Barva média byla pozorovana kazdy den po dobu 14 dni.

4.5.4 Stanoveni konstanty radialniho ristu

45.4.1 Priprava agarovych ploten

Pro ptipravu agarovych ploten byl pfedem pfipraveny ztuhly sladinovy agar ve varné barice
umistén do vrouci vodni lazné a povaien ptiblizn€ po dobu 30 min. Béhem této doby byl obsah
bainiky pravidelné promichavan. Po uplynuti 30 min byl agar v laminarnim boxu rozlévan
na ptipravené Petriho misky. Ztuhlé agarové plotny byly skladovany pii teploté 20 °C.
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45.4.2 Inokulace kvasinek

Dvacet vybranych kment kvasinek, rostoucich na Sikmém sladinovém agaru, bylo ptfeockovano
na sladinovy agar na Petriho miskach. Oc¢kovaci klickou, vyzihanou v plameni kahanu, byla
sterilné odebrana kultura kazdého kmene kvasinek. Vzorky kultur byly umistény do zkumavek
se sterilni vodou tak, aby byl na hladin¢ vody patrny zdkal. Thned poté bylo odpipetovano
mnozstvi kultury ve vod¢, které bylo umisténo na sladinovy agar ve formé¢ jedné kapky.
Pripravené Petriho misky s kulturou se nechaly zaschnout po dobu 20-30 min pti 20 °C.

45.4.3 Kultivace kvasinek

Vsech dvacet vybranych kmenii kvasinek, naoCkovanych na sladinovém agaru v Petriho
miskach, bylo kultivovano po dobu 21 dni pfi teplote¢ 20 °C. Rust kolonii byl po celou dobu
kultivace pravideln¢ sledovan.

45.5 Priprava mikroskopickych preparati a pozorovani bunék

455.1 Inokulace kvasinek

Dvacet vybranych kment kvasinek bylo pfeockovano z piivodniho Sikmého sladinového agaru
do zkumavek s tekutym sladinovym médiem. Sterilni o¢kovaci klickou bylo odebrano mnozstvi
kultury ze Sikmého agaru a preneseno do zkumavky s tekutym médiem.

455.2 Kultivace v tekutém médiu

Vybrané kmeny kvasinek, které byly ptreo¢kovany do zkumavek s tekutym sladinovym
médiem, byly kultivovany pii teploté 20 °C po dobu 4 dni. Po skonceni kultivace byly
odebrany vzorky kultur pro ptipravu mikroskopickych preparat a pozorovani bun¢k kvasinek.

45.5.3 Posouzeni rustu kvasinek v tekutém médiu

U vsech dvaceti vybranych kmenii byl popsan vzhled kultury a rtst v tekutém sladinovém
médiu. Byla sledovana piitomnost charakteristickych znakd, jako jsou zakal, usazenina,
prstenec nebo hruba kozka.

4.5.5.4 Mikroskopické pozorovani

Zvolené kmeny kvasinek, rostouci v tekutém sladinovém médiu, byly pouzity pro ptipravu
mikroskopickych preparati. Sterilni podlozni skli¢ko, ptivodné ulozené v ethanolu, bylo
opaleno Vv plameni kahanu. Pipetou byla na podlozni sklicko nanesena kapka sterilni vody.
Ockovaci klickou byla odebrana kultura, ktera byla ihned umisténa do kapky vody a piekryta
krycim sklickem. Ptipravené preparaty byly pozorovany pomoci mikroskopu s objektivem
se zvétsenim 60x a programu NIS-Elements F.

Veskeré potizené¢ fotografie bunék, kultury v tekutém sladinovém médiu a kolonii

na sladinovém agaru v Petriho miskach byly pouzity pro vSeobecnou charakteristiku a popis
jednotlivych druhii v rdmci teoretické ¢asti této prace.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Biotypizace MALDI-TOF

Vsech 84 izolata kvasinek bylo nejprve ptedbézné
mikrobiologickymi metodami. Celkem 18 kmenti z 84 bylo pifedem sekvenovano a jejich

identifikovano  konven¢nimi
taxonomické zatazeni tak bylo ovéfeno. Na zdklad¢ vysledkl byly ostatni izolované kmeny
zatazeny do skupin na Grovni druhu (Tab. 3). Nékteré kmeny je vSak natolik obtizné rozlisit,
ze bézné mikrobiologické metody k tomuto Gcelu nestaci. Proto byla pro identifikaci kment
kvasinek zvolena metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Identifikace kment byla provedena vzijemnym porovnanim hmotnostnich spekter
sekvenovanych kmend s kmeny, jejichz taxonomické zafazeni bylo zatim pouze navrzeno.
Na zaklad¢ ziskanych hodnot skore a posouzeni dendrogramii byly kmeny zatazeny do celkem
18 fylogenetickych skupin.

MALDI-TOF hmotnostni
kvasinek na trovni druhu. Pro celkem 6 kmenl kvasinek byla biotypizace opakovana diky

spektrometrii  bylo jednozna¢né identifikovano 51 kment
nejednoznacnosti vysledkt. Dohromady 15 kmend nebylo mozné touto metodou spolehlivé
rozli$it nebo spravné identifikovat, a proto byly navrzeny na sekvenaci domény D1/D2 26S
rRNA.

5.1.1 Volba kultiva¢niho média a metody pripravy a aplikace vzorku

Z hlediska volby kultivacniho média pro GspéSnou biotypizaci byla sledovana a manualné
posouzena kvalita spekter kment kultivovanych na sladinovém agaru a YPD médiu.

Sladinovy agar se oproti YPD médiu pouzivd ve Sbirce kultur kvasinek (CCY)
jako standardni kultivaéni médium pro uchovani kmeni kvasinek. Avsak sloZeni tohoto agaru
neni natolik komplexni jako Vv pfipadé¢ YPD média, a proto na YPD médiu byl riist kvasinek
podstatné intenzivngj$i. Pfi srovnédni kultur rostoucich na sladin€ a na YPD ve zkumavkach byl
jasné viditelny rozdil ve vysce profilu, konzistenci i hustot¢ narostlé kultury. A pravé to,
ze YPD zajistuje nutri¢né bohatsi a vhodné€js$i podminky pro riist bun€k, je diivodem, proc je
toto médium vhodné pro biotypizaci kvasinek metodou MALDI-TOF.

Nasledujici tabulka (Tab. 14) zobrazuje pocet veskerych vyhovujicich a nevyhovujicich
hmotnostnich spekter pro vyhodnoceni a také tzv. 3. kategorii spekter.

Tab. 14 Kvalita hmotnostnich spekter v ramci kultivacnich médii a metod pripravy a aplikace vzorku
(celkovy pocet spekter pro jedno médium a metodu je 90).

Kultiva¢ni Metoda pripravy a aplikace vzorku

médium 1. EtOH CHCA | 2. EtOH-SAFA | 3. H,O-SAFA
YPD 60 |20 |10 80 |10 |0 70 |19 |1
Sladinovy agar 38 |32 |20 55 |28 |7 63 [21]6

Pozn.: zelena barva — vyhovujici spektra; oranzova barva

spektra

spektra 3. kategorie; cervena barva —nevyhovujici




Piiprava a aplikace vzorku je klicovych krokem biotypizace MALDI-TOF. Volba
spravného postupu, rozpoustédel a matrice hraje zdsadni roli ve vzhledu hmotnostnich spekter.
Opét byla manualné posouzena kvalita spekter z hlediska piipravy a aplikace vzorku.

Standardni metoda ¢. 1 (CHCA), sestavena vyrobcem Bruker Daltonik GmbH, doporucuje
k naruseni buné¢né stény bunék ethanol a kyselinu mravenc¢i. K naneseni vzorku a matrice se
vyuziva metody dried-droplet, tedy aplikace 2 vrstev—vzorku a matrice zvlast, pficemz
jako matrice se voli kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova. Tento typ matrice je nazyvan
»Zlatym standardem* pro identifikaci intaktnich proteinit az do 12 kDa. Zvoleny postup
ptipravy vzorku dle vyrobce je vyhovujici, avSak pouzita matrice nikoliv a diky tomu metoda
¢. 1 dosahla nejnizsi uspésnosti z hlediska kvality hmotnostnich spekter na obou kultiva¢nich
médiich (Obr. 32).

Naproti tomu identicky postupu ptipravy vzorku, ale za pouziti jiné matrice — smés kyseliny
vyrobce Bruker Daltonik GmbH vhodnd pro analyzu proteinitt o vys$s$i molekulové hmotnosti
(10-150 kDa), avsak v piipadé¢ malych peptidd (do 3 kDa) nemusi produkovat dostate¢ny
signal, a proto se naopak doporucuje matrice CHCA. Druhé slozka smési — kyselina ferulova
poskytuje odezvu i u proteini S molekulovou hmotnostni niz§i nez 5 kDa. Smichanim kyseliny
sinapové a ferulové tak vznikne ,,kombinovand matrice*, diky niz lze analyzovat a identifikovat
proteiny v Sirokém rozsahu molekulovych hmotnosti a navic S vysokou uspésnosti.

Na Obr. 32 je patrny viditelny rozdil v rozsahu m/z analyzovanych proteinii pii pouziti
matrice CHCA (3 000-8 000 m/z) a matrice SAFA (2 000-15 000 m/z) na YPD médiu.
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1.5 L I N A B S B S S B 1.5 L B S LI B e | L L
10 1 ] 10 1 ]
05 L ] os | ]
€ | | | £
X 00 I | l ’ S 00 Ty B |
05+ ] 054 ]
10 1 ] 40t ]
15 E— : : —— 15 N T
2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 0O 2 4 6 & 10 12 14 16
miz miz (10°3)

Obr. 32 Hmotnostni spektra kmene CCY 38-1-35 (smérem doliy) a CCY 38-3-1-37 (smérem nahoru)
na YPD médiu, metoda pripravy a aplikace vzorku ¢. 1 (obrazek vievo) a ¢. 2 (obrdzek vpravo).

Na YPD médiu za pouziti SAFA matrice bylo ziskdno nejvice vyhovujicich spekter ze vSech
metod pfipravy vzorku, zaroven ani jedno ze spekter nespadalo do kategorie nevyhovujicich.
Celkem 10 z 90 spekter bylo zafazeno do 3. kategorie.
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V ptipad¢ sladinového agaru byla kvalita hmotnostnich spekter vyrazné nizsi. Celkem 7 z 90
spekter bylo oznaceno jako nevyhovujici. Nejvyssiho rozdilu oproti YPD médiu bylo dosazeno
Vv kategorii vyhovujicich spekter, do které v pfipadé€ sladiny spada pouze 55 spekter z 90. Lze
tedy konstatovat, Ze kombinaci matrice SAFA a kultivaéniho média YPD je moZné dosédhnout
az 100% uspesnosti identifikace kmenti askomycetnich kvasinek na urovni druhu.

Kombinovana matrice SAFA byla pouzita i V rdmci metody ¢. 3 (sedmindsobné promyvani
destilovanou vodou), kde byla soucasti smési matrice-vzorek. Z Tab. 14 je patrné, ze na YPD
médiu bylo ziskano pouze jedno nevyhovujici hmotnostni spektrum, ale pocet spekter
v 3. kategorii byl vyssi nez na stejném médiu u metody €. 2. Naopak na sladinovém agaru bylo
touto metodou ziskano nejvice vyhovujicich spekter a nejméné nevyhovujicich.

5.1.2 Taxonomické zarazeni kmenu kvasinek na arovni druhu

5.1.2.1 Rod Debaryomyces

Na zakladé¢ konven¢nich mikrobiologickych metod byly do fylogenetické skupiny
Debaryomyces hansenii zahrnuty kmeny CCY 46-6-21, CCY 41-6-25 a CCY 26-9-22.
Jedinym potvrzenym zastupce této skupiny je sekvenovany kmen CCY 41-6-21. Kmen CCY
41-6-25 vykazoval pouze na YPD médiu (metoda ¢. 3) hodnotu vyssi nez 2,000, v ostatnich
pfipadech byly hodnoty niz§i nez 1,500. Tento kmen byl oznacen jako zéastupce rodu
Debaryomyces, ale nikoliv druhu D. hansenii, ale D. fabryi. U kmene CCY 26-9-22 bylo
na sladinovém agaru u vSech metod piipravy a aplikace vzorku dosaZzeno nulové hodnoty skoére.
Na YPD médiu nebyla ptekro¢ena hodnota skoére 0,376. Na zakladé téchto vysledkl bylo
rozhodnuto, ze kmen CCY 26-9-22 nepatii do fylogenetické skupiny D. hansenii a byl navrzen
na sekvenovani domény D1/D2 26S rRNA.

5.1.2.2 Rod Hanseniaspora

Fylogeneticka skupina Hanseniaspora uvarum na zaklad¢ prvotnich vysledkii obsahovala
tti kmeny, pricemz kmen CCY 25-6-34 byl podroben sekvenovani a je potvrzenym zastupcem
této skupiny.

Porovnanim sekvenovaného kmene s kmenem CCY 25-6-26 bylo zjisténo, ze tento kmen je
se stoprocentni UspéSnosti zastupcem druhu Hanseniaspora, protoze ve vSech piipadech
vykazoval hodnoty skore vyssi nez 2,000, napiiklad u metody ¢. 3 na YPD médiu bylo
dosazeno skore 2,629 (Obr. 33). Krom¢ kmene CCY 25-6-26 byly do této skupiny zatazeny
i dalsi kmeny — CCY 46-1-2, CCY 46-1-7, CCY 25-6-28 a CCY 25-6-36, jejichz taxonomické
zatazeni bylo opét potvrzeno vysokymi hodnotami skore.

Naopak Vv ptipadé kmene CCY 25-6-31 byla vétsina hodnot skore nizsi nez 1,700 (Obr. 33).
Ptestoze na sladinovém agaru u metody €. 2 byla hodnota skore 1,810 a v pfipadé metody €. 3
dokonce 2,451, nebyl tento kmen oznacen jako jednoznacny zéastupce skupiny, a proto byl
navrzen na sekvenovani.
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Obr. 33 Hmotnostni spektrum kmene CCY 25-6-26 (YPD-3; obr. vievo, smérem nahoru) a CCY 25-6-34
(YPD-3; obr. vlevo, smérem dolii), hodnota skére: 2,629, hmotnostni spektrum kmene CCY 25-6-31
(YPD-3; obr. vpravo, smérem nahoru) a CCY 25-6-34 (YPD-3; obr. vpravo, smérem doli), hodnota
skore: 0,000,

Jako zastupci fylogenetické skupiny Hanseniaspora guilliermondii byly na zakladé
mikrobiologickych metod oznaceny celkem tii kmeny, pficemz kmen CCY 46-1-3 je diky
sekvenovani potvrzeny zastupce tohoto rodu.

Podle vysledki porovnani sekvenovaného kmene s kmenem CCY 46-1-5, které ve vétSing
ptipadi dosahly hodnot vysSich nez 2,000, byl kmen CCY 46-1-5 zafazen do skupiny
H. guilliermondii.

Naproti tomu hodnoty skore pii porovnani sekvenovaného kmene s kmenem CCY 46-1-2
nebyly ani v jednom piipad¢ vyssi nez 2,000 a pouze tiikrat bylo dosazeno hodnot v intervalu
1,700-1,999. Vzhledem k takto nejednoznaénym vysledkim byl kmen CCY 46-1-2 porovnan
také se sekvenovanym kmenem H. uvarum (CCY 25-6-34). Vysledky vzajemného porovnani,
které¢ znazornuje Tab. 15, prokazaly, ze kmen CCY 46-1-2 je zastupce druhu H. uvarum
a nikoliv H. guilliermondii.

Tab. 15 Hodnoty skére porovnani sekvenovaného kmene CCY 25-6-34 a kmene CCY 46-1-2.

Kmeny Metoda a kultiva¢ni médium
25-6-34 (S)a46-1-2 | 1YPD 1 SA 2 YPD 2 SA 3YPD 3SA
Skore 2,531 2,471 2,714 2,398 2,300 2,703

5.1.2.3 Rod Kluyveromyces

Mezi zastupce fylogenetické skupiny Kluyveromyces lactis byl zafazen sekvenovany kmen
K. lactis CCY 29-8-8 a nesekvenované kmeny CCY 50-2-2, CCY 43-11-1. Vzhledem
k vysokym hodnotam skore s témito kmeny byl do této skupiny piefazen také kmen
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CCY 51-1-1, ktery byl puvodné identifikovan jako K. marxianus. Spravnost pierazeni kmene
CCY 51-1-1 navic potvrzuje nizkd hodnota skore (0,929) pfi srovnani se sekvenovanym
K. marxianus CCY 29-8-10.

5.1.2.4 Rod Metschnikowia

Nejrozsahlejsi  fylogenetickou skupinu — Metschnikowia pulcherrima tvofilo puvodné
24 kment, ze kterych byl pouze kmen CCY 29-2-143 sekvenovan.

Celkem 16 kment bylo identifikovano jako zastupce druhu M. pulcherrima a jejich prvotni
taxonomické zatazeni bylo tudiz potvrzeno.

U Sesti kment byly vysledky nejednoznacné a pro sekvenaci byly z této skupiny navrzeny
¢tyfi kmeny — CCY 29-1-15, CCY 29-2-24, CCY 29-3-121 a CCY 29-2-135.

Dva kmeny CCY 29-2-14 a CCY 29-2-135 nevykazovaly témét zadnou podobnost se
sekvenovanym kmenem. Nicméné porovnanim CCY 29-2-14 s CCY 29-1-22, coz je
sekvenovany kmen druhu Metschnikowia reukaufii, bylo zjisténo, ze CCY 29-2-14 je
zastupcem druhu M. reukaufii a nikoliv M. pulcherrima. Druhy uvedeny kmen CCY 29-2-135
vykazoval minimalni podobnost s CCY 29-2-14, a proto byl navrZen na sekvenaci domény
D1/D2 26S rRNA.

Druhou fylogenetickou skupinou tohoto rodu je Metschnikowia reukaufii, ktera obsahuje
sekvenovany kmen CCY 29-1-22, dale také kmeny CCY 29-1-21, CCY 29-1-17 a CCY 29-2-
14. Kmen CCY 29-2-14 byl puvodné oznacen jako zastupce druhu M. pulcherrima, ale diky
velmi nizké podobnosti se sekvenovanym kmenem CCY 29-2-143 (M. pulcherrima) byl z této
skupiny vyfazen a porovnan se sekvenovanym kmenem CCY 29-1-22. V tomto ptipad¢ byla
podobnost velmi vysoka, a tak byl kmen ptefazen do fylogenetické skupiny M. reukaufii.

5.1.2.5 Rod Meyerozyma

Fylogeneticka skupina Meyerozyma guilliermondii obsahuje sekvenovany kmen CCY 39-23-
12 a kmen CCY 39-23-5, kter¢é pii vzajemném porovnani vykazovaly vysokou podobnost. Tuto
skuteCnost potvrzuji hodnoty skore, které byly u vSech porovnani vy$si nez 2,000.
Na sladinovém agaru u metody ¢. 2 byla hodnota skore 2,663 a na stejném agaru v ramci
metody €. 3 dokonce 2,942, coz je vlibec nejvyssi hodnota skore, které bylo dosazeno v radmci
kompletni biotypizace (Obr. 34).

Puvodné byl mezi zastupce druhu M. guilliermondii zatazen také kmen CCY 39-23-3,
ale vzhledem k nejasnym vysledkum byl tento kmen navrzen na sekvenovani.
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Obr. 34 Hmotnostni spektrum kmene CCY 39-23-12 (SA-2; obr. vlevo, smérem dolit) a kmene CCY 39-
23-5 (SA-2; obr. vievo, smérem nahoru), hodnota skore: 2,663, hmotnostni spektrum kmene CCY 39-23-
12 (SA-3, obr. vpravo, smérem dolii) a kmene CCY 39-23-5 (SA-3, obr. vpravo, smérem nahoru),
hodnota skore: 2,942.

5.1.2.6 Rod Pichia

V ramci skupiny Pichia kudriavzevii byl analyzovan sekvenovany kmen P. kudriavzevii CCY
29-9-28 spolu s kmeny CCY 29-9-45 a CCY 29-9-26. Pti porovnani kmene CCY 29-9-28
a CCY 29-9-26, bylo, az na jednu vyjimku (metoda ¢. 2, sladinovy agar), dosazeno hodnot
vintervalu 2,000-2,999, a tudiz lze jednoznacné ptepokladat, ze kmen CCY 29-9-26 je
kmenem druhu P. kudriavzevii. Toto tvrzeni vSak neplati pro kmen CCY 29-9-45, ktery v ramci
srovnani se sekvenovanym kmenem nedoséahl ani jednou hodnoty vyssi nez 0,798, a proto tento
kmen se stoprocentni jistotou nepatfi do skupiny P. kudriavzevii.

Fylogenetickou skupinu Pichia fermentans tvofi sekvenovany kmen CCY 39-4-2 spolu
skmenem CCY 39-4-5, i kdyz pii vzajemném porovnani téchto kmend nebylo dosazeno
ve vSech piipadech hodnot v intervalu 2,000-3,000. Vyjimku tvofilo srovnani vV ramci metody
¢. 1 a 2. na sladinovém agaru, kdy byla hodnota skore 1,242 a 1,925. Pfi porovnani
sekvenovaného kmene S potencidlnim zastupcem druhu, kmenem CCY 39-4-6, byly sice
na YPD médiu u metody ¢. 2 a 3. hodnoty vyssi nez 2,000, ale na sladinovém agaru byla
uspésnost mnohem nizsi. Pouze u metody €. 3 byla hodnota skére ve stfednim intervalu 1,700-
1,999, zbylé hodnoty byly v rozmezi 0,000-1,700. Na zaklad¢ takto nejasnych vysledkl byl
kmen CCY 39-4-6 navrzen na podrobngjsi identifikaci pomoci metod molekularni biologie.

Mezi zastupce fylogenetické skupiny Pichia jadinii, kromé sekvenovaného kmene CCY 29-
38-75, patii prokazateln¢ také kmeny CCY 29-38-75 a CCY 29-38-81. Vysledky porovnani
se sekvenovanym kmenem byly u obou analyzovanych kmend ve vétSin€ ptipadd v intervalu
2,000-3,000, pouze jednou u kmene CCY 29-38-75 bylo skore niz$i a to konkrétné 1,422
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z divodu nevyhovujici kvality hmotnostniho spektra. U kmene CCY 29-38-81 bylo
na sladinovém agaru v ramci metody €. 1 a 3. dosaZzeno hodnot v intervalu 1,777-1,999.

Ctvrta fylogeneticka skupina v ramci rodu Pichia — Pichia kluyveri obsahuje sekvenovany
kmen 39-31-19. Dals§imi jednozna¢né potvrzenymi zastupci skupiny jsou kmeny CCY 39-31-4
a CCY 39-31-9, v ramci kterého bylo dosazeno vysokych hodnot skore az 2,690. Poslednim
zastupcem této fylogenetické skupiny je kmen CCY 29-9-45, ktery byl ptivodné oznacen
jako kmen druhu Pichia kudriavzevii.

5.1.2.7 Rod Saccharomyces

Celkem c¢tyfi fylogenetické skupiny tvofi kmeny identifikované jako zastupci rodu
Saccharomyces. Fylogeneticka skupina Saccharomyces bayanus zahrnuje sekvenovany kmen
CCY 21-13-1 a kmen CCY 21-31-5. Pivodné byl jako zastupce této skupiny navrzen i kmen
CCY 21-13-5. Nicméné vzhledem ke skute¢nosti, Ze skoére ziskand srovnanim
se sekvenovanym kmenem dosahovala hodnot pouze v intervalu 0,000-1,699, byl kmen CCY
21-13-5 navrzen na sekvenaci domény D1/D2 26S rRNA.

Druha fylogenetickd skupina rodu Saccharomyces nese oznaceni Saccharomyces
pastorianus. Do této skupiny byly, jako potencidlni zastupci, zatazeny kmeny CCY 48-35
a CCY 48-60. Tyto dva kmeny vsak byly porovnany pouze mezi sebou, protoze pro tuto
skupinu nebyl k dispozici sekvenovany kmen S. pastorianus. Bylo zjisténo, Ze se jedna
0 totozné kmeny, nebot’ veskeré skore nabyvalo hodnot v intervalu 2,000-3,000. Na druhou
stranu se pravdépodobné nejedna o kmeny druhu S. pastorianus, ale S. cerevisiae. Toto tvrzeni
plyne z dendrogramu pro rod Saccharomyces (Obr. 35), kde tyto dva kmeny netvofi
samostatnou skupinu, ale jsou soucasti fylogenetické skupiny S. cerevisiae.
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Obr. 35 Dendrogram pro rod Saccharomyces (zelené —S. bayanus, modie — S. paradoxus, cervené —
S. cerevisiae).
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Do fylogenetické skupiny Saccharomyces paradoxus byl zafazen sekvenovany kmen CCY
21-4-109 a také kmen CCY 21-4-129, u kterého nebylo ptivodné jisté, zda se jedna o kmen
druhu S. paradoxus nebo S. cerevisiae. Kmen CCY 21-4-108 byl primarné zafazen mezi
zastupce druhu S. cerevisiae, ale pii porovnani S kmenem CCY 21-4-129 byla podobnost
natolik vysokd, ze byl kmen CCY 21-4-108 jednoznacné piefazen do fylogenetické skupiny
S. paradoxus.

Posledni fylogeneticka skupina rodu Saccharomyces — Saccharomyces cerevisiae obsahuje
sekvenovany kmen CCY 21-4-105, CCY 21-4-102, CCY 21-4-135, CCY 21-4-122 a CCY 21-
13-4. V dendrogramu pro rod Saccharomyces (Obr. 35) je jasn¢ viditelné, Ze kromé vyse
uvedenych kmenil budou pravdépodobnymi zastupci skupiny také kmeny CCY 48-35 a CCY
48-60, pivodné oznacené jako S. pastorianus. Pavodné byl mezi zastupce této skupiny fazen
i kmen CCY 21-4-123, nicméné v dendrogramu (Obr. 35) je jeho zatfazeni nejasné, a tudiz byl
kmen CCY 21-4-123 navrZen na sekvenovani.

5.1.2.8 Rod Torulaspora

Do fylogenetické skupiny Torulaspora delbrueckii byl zafazen sekvenovany kmen
s ozna¢enim CCY pulda 83 a také kmen CCY puda 78, ktery az na vyjimku (Metoda €. 1,
médium YPD), dosahl v porovnéni se zminénym sekvenovanym kmenem hodnot skore vysSich
nez 2,000. Naproti tomu kmen CCY 21-22-8 byl navrzen na sekvenovani, nebot vysledné

cvwr

1,699.

5.1.2.9 Rod Wickerhamomyces

Na zaklad¢ vysledkti porovnani se sekvenovanym kmenem CCY 38-1-35 Wickerhamomyces
anomalus byly kmeny CCY 38-1-37 a CCY 38-1-34 zafazeny do fylogenetické skupiny
Wickerhamomyces anomalus. Uspé&snost identifikace u obou kmenti byla téméf stoprocentni.
Vyjimkou bylo srovnani sekvenovaného kmene s kmenem CCY 38-1-34 na sladinovém agaru,
kdy u obou kmentli nebyla kvalita spektra vyhovujici, a tudiz nebyla hodnota skore vyssi
nez 2,000.

5.1.2.10 Rod Zygosaccharomyces

Potvrzenymi zastupci fylogenetické skupiny Zygosaccharomyces bailii jsou kmeny CCY 35-6-
7 a CCY 35-6-5, pricemz kmen CCY 35-6-7 je soucasti skupiny 18 ptivodné sekvenovanych
kmeni.

Kmen CCY 35-6-3 byl porovnan s vyse uvedenymi kmeny. Na obou kultiva¢nich médiich
v ramci vSech tii metod pfipravy a aplikace vzorku byly ziskany hodnoty skore, které nalezely
skore nulové a maximalni dosazené skore nabyvalo hodnoty 0,637, bylo jednoznacné
stanoveno, Ze se nejedna o zastupce druhu Z. bailii.

Na zékladé vysledkd dendrogramu vybranych kment byl kmen CCY 35-6-3 porovnan
se sekvenovanym kmenem Wickerhamomyces anomalus (CCY 38-1-35). Diky tomu,
Ze naprosta vétsina hodnot skore byla v intervalu 2,000-3,000 (Tab. 16), byla podobnost obou
kmenti natolik vysoka, ze kmen CCY 35-6-3 byl zafazen mezi zastupce druhu W. anomalus.
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Tab. 16 Hodnoty skére porovnani sekvenovaného kmene CCY 38-1-35 a kmene CCY 35-6-3.

Kmeny Metoda a kultivaéni médium
38-1-35(S)a35-6-3 | 1YPD 1SA 2YPD 2 SA 3YPD 3 SA
Skore 2,326 2,101 2,631 2,051 2,137 1,901

5.1.2.11 Kmen CCY 29-2-144

Izolat s oznaenim CCY 29-2-144 nebyl taxonomicky zatfazen a i jeho ptivod byl neznamy.
Proto byl porovnan se sekvenovanymi kmeny a nékolika dale vybranymi ze vSech

analyzovanych kmeni.

Nejvyssi podobnosti bylo dosazeno porovnanim s kmeny CCY 29-2-15, CCY 29-2-21, CCY
29-2-129 a CCY 29-2-133, které jsou povazovany za mozné zastupce druhu M. pulcherrima.
Protoze nebylo jisté, zda se opravdu jedna o zastupce tohoto druhu, byl kmen CCY 29-2-144

navrzen na sekvenaci domény D1/D2 26S rRNA.
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5.2 Sekvenace domény D1/D2 oblasti 26S rRNA genu

U 15 kmend bylo nezbytné, pro jejich identifikaci a spravné taxonomické zarazeni, provést
sekvenaci domény D1/D2 oblasti 26S rRNA. Puvodni taxonomické zarazeni kment, vysledky
sekvenéni analyzy a procentualni podobnost ziskanych sekvenci se sekvencemi v databazich
MycoBank a BLAST® jsou shrnuty v Tab. 17.

Tab. 17 Puvodni taxonomické zarazeni kmenii, vysledky sekvenovaini a procentudlni podobnost kmeni.

Cislo CCY Puvodni oznaceni kmene Vysledky sekvenovani E;Zgg:;l;h[l;/o ]
021-004-105  Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 100,000
021-004-123  Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 100,000
021-013-005 Saccharomyces bayanus Saccharomyces bayanus 100,000
021-022-008  Torulaspora delbrueckii Lachancea thermotolerans 100,000
025-006-031 Hanseniaspora uvarum — 0,000
026-009-022 Debaryomyces hansenii Candida pseudoglaebosa 100,000
029-002-015 Metschnikowia pulcherrima  Metschnikowia fructicola 100,000
029-002-024  Metschnikowia pulcherrima  Metschnikowia fructicola 100,000
029-002-121  Metschnikowia pulcherrima  Metschnikowia pulcherrima 100,000
029-002-135 Metschnikowia pulcherrima  Metschnikowia pulcherrima 97,120
029-002-144 Metschnikowia pulcherrima  Metschnikowia pulcherrima 98,560
029-008-010 Kluyveromyces marxianus Kluyveromyces marxianus 99,809
039-004-006  Pichia fermentans Pichia fermentans 99,808
039-023-003 Meyerozyma guilliermondii Meyerozyma caribbica 100,000
000-048-035 Saccharomyces pastorianus Saccharomyces cerevisiae 100,000

Metoda sekvenovani domény D1/D2 26S rRNA umozZnila ptesnou identifikaci 14 kmeni
z15. Jediny kmen CCY 25-6-31, puvodné oznacCeny jako Hanseniaspora uvarum, nebyl
spravné sekvenovan, a proto byla izolace DNA a sekvenovani opakovano.

Uspésna viak byla tato technika v pifpadé obtizné rozlisitelnych sesterskych kment
M. pulcherrima a M. fructicola nebo dvojice M. guilliermondii a M. caribbica, pfi jejichz
identifikaci i metoda sekvenovani domény D1/D2 LSU rRNA ¢asto poskytuje rozpoluplné
vysledky [36].

Procentualni shoda sekvenci analyzovanych kment se sekvencemi v databazich dosahla
v deseti pfipadech maximalni mozné hodnoty, tedy 100 %. Ve =zbylych piipadech,
kromé& kmene CCY 25-6-31, byla podobnost v rozmezi 97,120-99,809 %.

Vysledky identifikace u osmi kmeni byly shodné s plivodné navrzenym oznacenim,
jejich taxonomické =zafazeni tak bylo potvrzeno. Naopak zbylych Sest kment bylo
identifikovano jako jiny druh.
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Skupina Saccharomyces

V ptipadé¢ kmene CCY 21-4-105, ktery byl dfive sekvenovan, bylo znovu potvrzeno, Ze se
jedna o kmen druhu S. cerevisiae a je tak soucasti fylogenetické skupiny S. cerevisiae.
Totéz plati pro kmen CCY 21-4-123, u n¢hoz byly vysledky MALDI-TOF biotypizace
nejednoznaéné a kmen CCY 48-35, ktery byl pivodé oznacen za S. pastorianus. Navic kmen
CCY 48-35 vykazoval vysokou podobnost v ramci biotypizace S kmenem CCY 48-60, ktery
byl na zakladé téchto vysledku s jistotou zafazen do fylogenetické skupiny S. cerevisiae.

Kmen CCY 21-13-5 byl ptivodné oznacen jako S. bayanus, piesto vSak pifi srovnani se
sekvenovanym kmenem S. bayanus (CCY 21-13-1) vykazoval velmi nizkou shodu a navic
I hmotnostni spektra byla z hlediska kvality zatazena do 3. kategorie. Az sekvenovani domény
D1/D2 26S rRNA ukazalo, ze kmen CCY 21-13-5 je opravdu zastupce fylogenetické skupiny
S. bayanus.

Skupina Torulaspora

Kmen CCY 21-22-8, ktery byl na zakladé mikrobiologickych metod oznacen za kmen druhu
Torulaspora delbrueckii, byl podle vysledkti sekven¢ni analyzy identifikovan se 100%
podobnosti jako druh Lachancea thermotolerans, ktery tak reprezentuje samostatnou
fylogenetickou skupinu.

Tyto dva druhy je velmi obtizné rozliSit na fenotypové urovni konvenénimi metodami,
ale i biotypizaci MALDI-TOF, nebot’ vykazuji na tuhém agaru téméi identicky vzhled kolonii
anavic se shoduji i zhlediska tvaru bunék. Vysoké podobnosti je vSak dosazeno i V ramci
kvaseni sacharidovych substrati.

Skupina Debaryomyces

Kmen CCY 26-9-22, ptivodné oznaceny jako Debaryomyces hansenii, byl identifikovan jako
jiny druh — Candida pseudoglaebosa, ktery tak piedstavuje dal$i samostatnou fylogenetickou
skupinu.

Stejné jako v piedeslém piipadé, je obtizné oba druhy identifikovat na fenotypové urovni,
nebot’ se shoduji ve vzhledu kolonii I buné¢k. Zna¢na podobnost je i U kvasSeni sacharidovych
substrat. Na zaklad¢ vysledkt biotypizace nebylo mozné tyto druhy rozlisit, protoze
Vv polovin¢ piipada bylo dosaZzeno hodnoty skore 0,000 a to diky kvalité spekter, ktera nalezela
do 3. nebo nevyhovujici kategorie.

Skupina Metschnikowia

Do nové vytvoiené fylogenetické skupiny M. fructicola byl zafazen sekvenovany kmen CCY
29-2-15 a CCY 29-2-21, ktery se sekvenovanym kmenem vykazoval vV rdmci biotypizace
vysokou podobnost. Taktéz CCY 29-2-24 je prokazanym zastupcem této skupiny, stejné jako
CCY 29-2-129 a CCY 29-2-133.

Fylogeneticka skupina M. pulcherrima nové obsahuje, diky sekvenovani, kmen CCY 29-2-
121, CCY 29-2-135a CCY 29-2-144.

Zastupci rodu Metschnikowia — Metschnikowia pulcherrima a Metschnikowia fructicola jsou
povazovany za sesterské kmeny a vykazuji vysokou genetickou podobnost. Fenotypove,
z hlediska vzhledu kolonii a buné¢k, jsou tyto dva druhy téméf totozné. V ramci kvaSeni
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sacharidii existuje mezi témito druhy jediny rozdil, kdy M. fructicola prokazatelné utilizuje
glukozu, zatimco M. pulcherrima pouze velmi slabg.

Pfi biotypizaci téchto kment, které byly ptivodné oznaceny pouze jako M. pulcherrima,
naznaCovaly vysledky, Ze tyto kmeny nebudou patiit pouze do skupiny M. pulcherrima,
ale jejich stoprocentni identifikace pouze na zakladé biotypizace nebyla mozna.

Skupina Pichia

Kmen CCY 39-4-6 byl pivodné oznacen jako kmen druhu P. fermentans, avsak jeho vysledky
biotypizace MALDI-TOF, pii srovnani se sekvenovanym kmenem CCY 39-4-2, nebyly
dostatecné prokazatelné. Az sekvenovanim domény D1/D2 bylo zjisténo, ze kmen CCY 39-4-6
je soucasti fylogenetické skupiny P. fermentans.

Skupina Meyerozyma

Kmen CCY 39-23-3 byl nejprve identifikovan jako kmen druhu M. guilliermondii. V ramci
biotypizace vSak nebyly vysledky stoprocentné jasné. Sekvenovanim bylo zjisténo, Ze se
nejedna o M. guilliermondii, ale o blizce pfibuzny druh M. caribbica.
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5.3 Stanoveni vybranych charakteristik kvasinek

5.3.1 Kvaseni

Pro dvacet vybranych kmenti byla provedena kvasnd zkouSka na Sesti sacharidovych
substratech. Vzhledem k tomu, ze kmen CCY 25-6-31 nebyl spravné sekvenovan a tudiz neni
jasné, o jaky druh se jednd, bylo kvaseni posouzeno pro celkem 19 kmenti.

Vysledky kvaSeni, které jsou shrnuty v Tab. 18, byly porovnany s dostupnou literaturou,
konkrétné s publikaci The Yeasts: A Taxonomic Study, 5th Edition (Kurtzmann, Fell, Boekhout,
2011).

Tab. 18 Vysledky kvaseni pro dvacet sledovanych kmenii kvasinek.

] x

S x ~<§ < S ﬁ
Cislo CCY Druh S| 2| HEIR
021-004-109 | Saccharomyces paradoxus (S) + + + — + +
021-004-129 | Saccharomyces paradoxus + + + — + +
021-013-005 | Saccharomyces bayanus + + + | - |+ |+
021-022-008 | Lachancea thermotolerans + + + | - |+ |+
025-006-031 | Hanseniaspora uvarum + | -l -1 -1 -1~
029-001-021 | Metschnikowia reukaufii + i i e e
029-002-121 | Metschnikowia pulcherrima S e B e e
029-008-008 | Kluyveromyces lactis + | - |+ | - | + | +
029-009-028 | Pichia kudriavzevii (S) e e e N
029-038-075 | Pichia jadinii (S) + | -+ | - | -]+
035-006-005 | Zygosaccharomyces bailii R e R e
038-001-035 | Wickerhamomyces anomalus (S) + + + | - | + | +
039-004-006 | Pichia fermentans + - | -1 - - |-
039-023-012 | Meyerozyma guilliermondii (S) + — + - | - +
039-031-004 | Pichia kluyveri S i Bt e R
041-006-021 | Debaryomyces hansenii S e B e e
046-001-002 | Hanseniaspora uvarum + | -l -1 -1 -1~
000-048-035 | Saccharomyces cerevisiae + + + — + +
050-002-002 | Kluyveromyces lactis + | - |+ | - |+ |+
051-001-001 | Kluyveromyces lactis + | - |+ | - | + | +

Pozn. (+) — kvasi dany substrat, (—) — nekvasi dany substrat

U 18 kment byly vysledky kvaseni shodné s dostupnou publikaci. Nutno uvést,
ze Ve spousté pripadl bylo v literatufe uvedeno, ze kvaseni konkrétniho sacharidu miize byt
variabilni, tzn., Ze kmen miZze, ale i nemusi kvasit dany typ sacharidu. Nazornym piikladem je
kmen CCY 41-6-21 Debaryomyces hansenii, ktery dle dostupného zdroje neutilizuje laktozu,
ale kvaseni zbylych sacharidli — glukdzy, maltozy, sachardzy, galaktozy a rafindzy je variabilni.
Na zakladé vysledkd v Tab. 18 je potvrzeno, ze D. hansenii nekvasi laktozu. Zaroven vsak
tento kmen nekvasi ani maltozu, galaktozu a rafindzu, ale glukdzu a sachardézu naopak ano.
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Pouze v jednom jediném ptipadé neodpovidaly vysledky kvasné zkousky literatufe. Kmen
CCY 35-6-5, identifikovany jako druh Zygosaccharomyces bailii, nevykazoval ani v jedné
ze zkumavek naznak jakéhokoliv kvaseni, jak je patrné na Obr. 36.

Obr. 36 Kvasna zkouska kmene CCY 35-6-5 na Sesti sacharidovych substratech: a) glukoza, b) maltoza,
¢) sacharoza, d) laktoza, e) galaktoza, f) rafinoza.

Naproti tomu publikace uvadi, ze tento druh utilizuje glukézu, ale nikoliv galaktozu,
maltéozu, laktézu a rafinézu. KvaSeni sacharézy je pak oznaceno jako variabilni.
Pravdépodobnym dtivodem, pro¢ nebyl v ptipadé glukdézy pozorovan zadny vznikajici oxid
uhli¢ity ani zakal, je to, Ze tento kmen utilizuje glukézu velmi pomalu a samotné kvaseni je
tudiz pozorovatelné az po vice nez 14 dnech od zacatku testu.

V piipadé kmenu CCY 29-8-8, CCY 50-2-2, CCY 51-1-1, oznac¢enych jako kmeny druhu
Kluyveromyces lactis, lze na zaklad¢é vysledka kvaseni zjistit, o jakou varietu druhu se jedna.
V Tab. 18 jsou vysledky pro tfi uvedené kmeny totozné a utilizuji tedy glukozu, sachardzu,
galaktozu, rafindzu, ale nikoliv maltézu a laktézu. A pravé kvaSeni laktézy je ukazatelem
pro rozliseni mezi domestikovanou varietou K. lactis var. lactis a divokymi kmeny variety
K. lactis var. drosophilarum, pifi¢emz varieta lactis utilizuje laktozu, zatimco drosophilarum
nikoliv. Uvedené kmeny jsou tedy na zakladé kvasné zkousky oznaceny jako variety K. lactis
var. drosophilarum.

Variety existuji i v ptipad¢ druhu Saccharomyces bayanus (CCY 21-13-5) — S. bayanus var.
bayanus a S. bayanus var. uvarum. Tyro variety vSak nelze pomoci kvasné zkousky rozlisit,
nebot’ dosahuji shodnych vysledkl na Sesti uvedenych substratech.

V piipadé druht rodu Saccharomyces —S. paradoxus (CCY 21-4-109), S. bayanus (CCY
21-13-5) a S. cerevisiae (CCY 48-35) byly vysledky totozné. Piesto, Zze se jedna o kmeny
riznych druht, nelze je prakticky na zékladé kvasSeni identifikovat. Dle literatury tyto druhy
utilizuji glukozu, sachardzu a laktézu. Variabilni je pak kvaSeni maltozy a galaktozy v ptipade
druhu S. paradoxus. Zatimco pro druhy S. bayanus a S. cerevisiae je variabilni pouze kvaseni
galaktozy.
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Totéz plati pro druhy rodu Metschnikowia — M. pulcherrima (CCY 29-2-121) a M. reukaufii
(CCY 29-1-21), jejichz spoleénym znakem je kvaseni glukozy a variabilné také galaktdzy.
Naopak oba druhy nekvasi zbyvajici testované sacharidy.

Obdobna situace nastava u zastupcu rodu Pichia, kdy P. fermentans (CCY 39-4-6),
P. kudriavzevii (CCY 29-9-28) a P. kluyveri (CCY 39-31-4) vykazuji taktéz shodné vysledky
kvaseni. Tyto druhy utilizuji pouze glukozu a zbylé testované sacharidy nikoliv. Naproti tomu
P. jadinii (CCY 29-38-75) kvasi krom¢ glukézy také sacharozu a rafindzu.

5.3.2 Stanoveni pritomnosti ureazy

Pii stanoveni pritomnosti ureazy byla po dobu 14 dni sledovdna barva média. V pribéhu
I po uplynuti doby pozorovani nedoslo k barevné zméné ani u jednoho testovaného kmene
apuvodni jantarové-zluta barva byla zachovana bez jakychkoliv ndznakti pocinajiciho
rizového zbarveni. Ptiklad vysledku testu pro kmeny CCY 50-2-2 a CCY 39-4-6 je uveden
na Obr. 37.

a) b)

Obr. 37 Vysledky stanoveni pritomnosti uredzy pro kmeny CCY 39-4-6 (a) a CCY 50-2-2 (b).

Na zakladé téchto vysledkt a porovnani s dostupnou publikaci — The Yeasts: A Taxonomic
Study, 5th Edition (Kurtzmann, Fell, Boekhout, 2011), bylo potvrzeno, Ze veskeré analyzované
kmeny jsou kmeny druhi askomycetnich kvasinek.

5.3.3 Stanoveni konstanty radialniho rustu

Veskeré kmeny byly kultivovany po celou dobu za ptitomnosti kysliku a na sladinovém agaru
V Petriho miskach. V Tab. 19 jsou shrnuty naméfené hodnoty primért kolonii na pocatku
kultivace a po 21 dnech a soucasné také vypoctené hodnoty konstant radialniho riistu pro vSech
20 pozorovanych kmeni kvasinek.

Obecné jsou jako stézejni faktory ovliviiujici rust kvasinek povazovany: dostupnost
a vyc¢erpani zivin (glukozy), pritomnost kysliku a akumulace toxickych metabolitti. Zalezi, v§ak
také pii jaké teploté jsou kvasinky kultivovany, nebot’ kazda disponuje urcitym teplotnim
optimem, pti kterém je rist maximalni, pfipadn¢ zda se nejedna o mutantni kmen, jehoz rust
muze byt znacné€ odlisny at’ uz v rameci rychlosti ristu nebo i vzhledu kolonii.
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Tab. 19 Namérené hodnoty prumérii kolonii a vypoctené hodnoty konstanty radialniho rustu ke
pro dvacet sledovanych kmenai.

Ky
¥, o It t 1o
CRmCOY | P gy | | o) | 0] | qitvact pr 17:90 -
021-004-109 | S. paradoxus 6 20 504 24 2,917
021-004-129 | S. paradoxus 6 21 504 24 3,125
021-013-005 | S. bayanus 6 21 504 24 3,125
021-022-008 | L. thermotolerans 10 25 504 24 3,125
025-006-031 | H. uvarum 5 23 504 24 3,750
029-001-021 | M. reukaufii 6 12 504 24 1,250
029-002-121 | M. pulcherrima 4 19 504 24 3,125
029-008-008 | K. lactis 4 20 504 24 3,333
029-009-028 | P. kudriavzevii 10 49 504 24 8,125
029-038-075 | P. jadinii 6 21 504 24 3,125
035-006-005 | Z. bailii 6 15 504 24 1,875
038-001-035 | W. anomalus 4 21 504 24 3,542
039-004-006 | P. fermentans 8 32 504 24 5,000
039-023-012 | M. guilliermondii 5 17 504 24 2,500
039-031-004 | P. kluyveri 10 20 504 24 2,083
041-006-021 | D. hansenii 5 21 504 24 3,333
046-001-002 | H. guilliermondii 6 32 504 24 5,417
000-048-035 | S. cerevisiae 5 20 504 24 3,125
050-002-002 | K. lactis 9 28 504 24 3,958
051-001-001 | K. lactis 14 65 504 24 10,625

V Tab. 19 je patrné, Ze vice neZ polovina kmeni dosahuje hodnoty konstanty radialniho
rustu V rozmezi 1,250-3,958, pticemz nejcastéji hodnota je 3,125. U ¢tyt kment byla konstanta
radialniho rustu vyrazné€ vys$$i nez u zbyvajicich kmend a nejvyssi hodnoty — 10,625, bylo

dosazeno u kmene CCY 51-1-1 Kluyveromyces lactis.

V piipad¢ kment, u kterych dosahovala konstanta radidlniho rtstu nizsich hodnot (1,250-
3,958), byl jasné viditelny rozdil v charakteru rastu oproti kmentim s nékolikandsobné vysSimi
hodnotami. Kolonie o mensim primeéru narostly podstatné vice do vysky, €ili jejich profil byl

mnohonésobné vyssi a textura viditeln€ plnéjSiho az maslovitého charakteru, ¢asto bez naznaku

ryhovani. Kolonie s vyssi hodnotou k; mély plochy profil, pfipadné vyvyseny, ale zato vyrazné

v

¢lenitéjsi naptiklad s ryhami nebo kotinkovou strukturou.
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6 ZAVER

Hlavnim cilem prace byla identifikace a taxonomické zafazeni 84 kment kvasinek na urovni
druhu. Soucasné byla rozsifena databaze referen¢nich hmotnostnich spekter Sbirky kultur
kvasinek pro analyzu nové ziskanych izolati kvasinek.

Z hlediska metody ptipravy aplikace a vzorku se nejlépe osvédcila metoda €. 2, vV ramci
které ani jedno hmotnostni spektrum nespadalo do kategorie ,,nevyhovujici“ a pouze 10 spekter
bylo zatazeno do 3. kategorie. Usp&$nost této metody, jejiz postup je identicky s metodou firmy
Bruker Daltonik, spociva ve vybéru matrice. Zminénad metoda firmy Bruker (metoda ¢. 1)
vyuziva matrici CHCA, ktera je vSak vhodna pro analyzu Vv niz§im rozsahu m/z. Naproti tomu
matrice SAFA, vznikla smichanim kyselin sinapové a ferulové v poméru 1:1, predstavuje
kombinaci vhodnou pro vizualizaci proteinii v Sirokém rozsahu m/z s téméf 100% uspéSnosti
pii pouziti YPD jako kultivaéniho média.

Klicovym krokem pro ziskdni optimalnich vysledki v ramci biotypizace je volba
kultivacniho média a metody piipravy a aplikace vzorku. V ramci této prace byla
pro biotypizaci pouzita dvé kultiva¢ni média a celkem tii metody piipravy a aplikace vzorku.
Pii posouzeni kvality naméfenych hmotnostnich spekter bylo jako nejvyhodnéjsi médium
pro ucely biotypizace oznaceno YPD. Pifevaha YPD média nad sladinovym agarem je patrné
dana slozenim, diky c¢emuz byly kultury na Sikmych agarech za stejnych kultivacnich
podminek podstatné vice narostlé do plochy ivysky a pravdépodobné produkovaly méné
extracelularnich latek, které by mohly znemoziovat spravnou identifikaci.

V ramci identifikace vybranych kmeni za pouziti konvenénich mikrobiologickych metod
bylo sledovano kvaSeni, vzhled bun¢k, kolonii a kultur v tekutém a tuhém médiu, konstanta
radidlniho rdstu a pfitomnost uredzy. Vysledky téchto stanoveni prokazaly, Ze se jedna
0 kmeny druhi askomycetnich kvasinek, dale umoznily popis vzhledu a charakteru bunék,
kolonii, kultur a poskytly informace 0 kvaSeni sacharidi. AvSak piesna a stoprocentni
identifikace kmenti na urovni druhu, pouze na zéklad¢ téchto vysledkd, neni mozna. V rdmci
zafazeni na Urovni rodd jsou napiiklad u kvaSeni nebo i posouzeni vzhledu patrné
charakteristické rozdily, ale opét nelze v nékterych ptipadech jednozna¢né konstantovat,
ze dany kmen je potvrzenym zastupcem rodu. Vzhledem K tomu, ze pocet nové izolovanych
kment nartsta a jejich podobnost z hlediska fenotypu je v mnoha piipadech vysoka, slouzi tyto
metody pouze k orienta¢nimu uréeni o jaky druh se jedna a pro popis charakteristik jako je
prave kvaseni nebo vzhled kolonii a bunék.

Naproti tomu biotypizace MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii je vhodnou technikou
pro taxonomické zatrazeni kvasinek na trovni druhu, avSak ne vzdy stoprocentné Uspésnou.
Celkoveé se podafilo spravné identifikovat 51 kmenti z 66 (pocet bez plvodné
18 sekvenovanych kmentl), coz odpovidd 77% uspéSnosti. V nékterych piipadech diky
nevyhovujicim spektrim musela byt biotypizace opakovana a v n¢kolika dalSich ptipadech
nebyla identifikace mozna diky nulovym hodnotdm skore. Zbyvajici kmeny pifedstavovaly
natolik geneticky podobné zastupce, ze je fenotypoveé ani pomoci MALDI-TOF nebylo mozné
rozlisit. Ackoliv je biotypizace MALDI-TOF hojné¢ vyuzivanou a mnohonasobné rychlejsi
alternativou metod molekularni biologie, stale nedokaze ve vSech piipadech konkurovat
sekvenovani, které je u tézko rozliSitelnych kment kvasinek primarné zaméfeno na doménu
D1/D2 26S rRNA. Tato doména piedstavuje natolik specifickou sekvenci, Ze postacuje
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k rozliseni i sesterskych kmenti Metschnikowia pulcherrima a Metschnikowia fructicola,
nebo zastupcti rodu Meyerozyma — Meyerozyma guilliermondii a Meyerozyma caribbica, které
se podafilo na zakladé sekvenovani rozliSit a to i presto, ze nékteré studie uvadi,
ze sekvenovani téchto domén v takovém piipad¢é nemusi byt vzdy prokazatelné. Az na vyjimku
(kmen CCY 25-6-31), byly na zaklad¢é sekvenovani domény D1/D2 26S rRNA identifikovany
veskeré kmeny, které nebylo mozné rozlisit pomoci biotypizace MALDI-TOF. Ackoliv je
a soucasné je zavislé na kvalit¢ databaze, poskytuje jednoznaéné vysledky 1 v ptipadé blizce
ptibuznych druht.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Cccy
CHCA
CR

dATP
dCTP
ddNTPs
dGTP
DNA
dTTP
EDTA

FA

GRAS
IMA
ITS1, 2
LP-MID
LSU rRNA

MALDI-TOF

NCBI
nDNA
PCR
QPS
rRNA
RNAP
SA
SAFA
SCP
SDS
SK
SRN
ssDNA
SSU rRNA
USA
uv
YPD

Sbirka kultur kvasinek

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

Ceska republika

Deoxyadenosintrifosfat

Deoxycytosintrifosfat

Dideoxynukleotidtrifostaty

Deoxyguanosintrifosfat

Deoxyribonukleova kyselina

Deoxythymidintrifosfat

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Ferulova kyselina

Obecné povazovan za nezavadny

Mezinarodni mykologicka asociace

Vnitini transkribovany mezernik

Linearné pozitivni mod

Velka podjednotka ribozomalni ribonukleové kyseliny
Desorpce a ionizace laserem za iCasti matrice S priletovym analyzatorem
Narodni centrum pro biotechnologické informace
Jaderna deoxyribonukleova kyselina

Polymerazova fetézova reakce

Kvalifikovana presumpce bezpecnosti

Ribozomalni ribonukleova kyselina

RNA polymeraza

Sinapova kyselina

Smés kyseliny sinapové a ferulové

Single cell protein

Dodecylsiran sodny

Slovenska republika

Spolkova republika Némecko

Jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina

Mala podjednotka ribozomalni ribonukleové kyseliny
Spojené staty americké

Ultrafialové zatfeni

Kultiva¢ni médium pro kvasinky s obsahem peptonu a dextrozy
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