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ABSTRAKT

PredloZena disertacni prace se zabyva mikrobiologii vina a ru¢né vyrabénych syrd. Prvni ¢ast prace
je zamérena na identifikaci kvasinkové mikrofléry izolované z bobuli a mostd béhem kvasného
procesu vyroby moravskych vin. Jako matrice byly voleny odrldy bilého (Sauvignon) a ¢erveného
(Rulandské modré) vina pochdzejici z integrované a ekologicky o$etifené vinice. Cisté kultury byly
identifikovany molekularni metodou ITS-PCR-RFLP (amplifikujici oblast vnitfniho prepisovaného
mezerniku ITS: ITS1, ITS2 a 5,85 rDNA) za pouziti tfi az sedmi restrikénich endonukledz a nasledné
sekvenaci ITS oblasti u vybranych izolatl. Z celkového poctu 524 izolatl bylo identifikovano 14 druh
fadici se do Sesti rod(i. Na zacatku se fermentacniho procesu Ucastnily nesaccharomycetni druhy
s pfevahou druhu Hanseniaspora uvarum, v pozdéjsich fazich, diky rostouci koncentraci alkoholu, byl
predominantni druh Saccharomyces cerevisiae.

Cilem prace bylo dale zavést postup aplikace selektovanych kmenU S. cerevisiae pfifizené
velkoobjemové vyrobé vina. Pfedpokladem selekce byla v prvni fadé kmenova identifikace druhu
S. cerevisiae. Rod Saccharomyces byl od ostatnich nesaccharomycetnich druhd odlisen metodou ITS-
PCR-RFLP. Za ucelem druhového a ndsledné ikmenového odliseni byla aplikovdna rada dalSich
molekuldrnich metod zahrnujicich PCR-fingerprinting (rep- a RAPD-PCR), druhové-specifické primery
(multiplexni a touchdownovou PCR), LSU-DGGE a amplifikaci delta oblasti rDNA druhu S. cerevisiae.
Druhové specifické primery odlisily nékteré druhy komplexu Saccharomyces sensu stricto, amplifikace
delta sekvenci za poufziti primerl §1-62 se ukazala byt vhodnym nastrojem k odliseni kment druhu
S. cerevisiae. Celkové bylo izolovano 120 kmen( rodu Saccharomyces, z toho bylo identifikovano 45
kmen( odliSnych. Na zakladé dobrych technologickych vlastnosti (osmotolerance, alkoholova
tolerance, nizka produkce H,S aj.) byl vybran autochtonni kmen S. cerevisiae 1-09 izolovany z bobuli.
Tento kmen byl testovan pfi velkoobjemové fermentaci. Na zakladé chemické a senzorické analyzy
vin byla na zavér posouzena vhodnost kmene pro vyrobu vina. Vina pfipravena inokulaci mostu
autochtonnim kmenem S. cerevisiae 1-09 se vyrazné neliSila od vin, kterd byla pfipravena inokulaci
mostu komercéné dostupnym kmenem.

Dalsi ¢ast prace je zamérena na izolaci, kvantifikaci a identifikaci kvasinek z ru¢né vyrabénych syr
a jejich meziproduktl pochazejicich ze zemi zapadniho Balkanu. Izolované druhy byly identifikovany
metodou ITS-PCR-RFLP, sekvenaci, fyziologickymi testy. Mezi dvaceti identifikovanymi druhy byly
D. hansenii, C. zeylanoides a Y. lipolytica druhy dominantnimi. Za u¢elem pfimé detekce komplexniho
mikrobialniho systému zahrnujiciho kvasinky a plisné byly aplikovany metody pfimé analyzy DNA.
Nové zavedena kultivacné nezdvisld metoda zaloZzend na konstrukci knihovny z metagenomové DNA
(ITS genomova knihovna spojenad s restrikéni analyzou) byla srovnana s kultivacné nezavislou LSU-
DGGE a taktéz s kultivac¢né zavislou ITS-PCR-RFLP. Odlisnosti mezi metodami byly potvrzeny korelaéni
analyzou a stanovenymi indexy biodiverzity a dominance jednotlivych druhl. Tato studie, zaloZena
na analyze sekvenci DNA obdrzené pfimo ze vzorkl, vrhda novy pohled na mikrobialni diverzitu
amuzZe tak otevirat nové perspektivy primé komplexni analyzy kvasinek a plisni nejen
z potravinovych matric, ale i jinych ptirozenych prostredi.

Klicova slova
Kvasinky; identifikace; molekuldrni metody; komplex Saccharomyces sensu stricto; vino; syry a jejich
meziprodukty; startovaci kultura; oenologické vlastnosti.



ABSTRACT

Proposed dissertation thesis deals with wine and artisanal cheeses microbiology. The first part is
focused on identification of yeasts isolated from grapes and musts during production of white and
red wines. The grape varieties were grown under the integrated and organic farming on Moravian
vineyard. Yeasts were identified by ITS-PCR-RFLP method (amplifying internal transcribed spacer ITS:
ITS1, ITS2 and 5.8S rDNA) and unknown species were subjected to partial sequencing of ITS rDNA
region. In total, 524 isolates were divided into 14 different species belonging to six genus were
identified from. The first stages of fermentation process were characterised by predominance
of non-saccharomyces species especially H. uvarum. Due to increased ethanol concentration strains
of S. cerevisiae prevailed in the later phases of the process.

Further, partial aim of this study was to isolate and to apply selected autochthonous S. cerevisiae
strains as starter culture during controlled industrial wine fermentation process. Genus
Saccharomyces was distinguished from other non-saccharomyces species by ITS-PCR-RFLP. Further,
in order to distinguish Saccharomyces genus at the species and the strain level, several molecular
methods were applied including PCR-fingerprinting (rep- and RAPD-PCR), species-specific primers
(multiplex and touchdown PCR), LSU-DGGE and interdelta PCR. Species-specific primers enabled us
to distinguish some species of the Saccharomyces sensu stricto complex. Furthermore, interdelta PCR
seems to be useful tool for S. cerevisiae strains identification. Among 120 isolated autochthonous
strains belonging to Saccharomyces genus, 45 different strains were identified. Based on its sufficient
technological properties (osmo- and ethanol tolerance, low H,S production etc.), S. cerevisiae 1-09
strain isolated from grape berries coming from moravian vineyard was chosen. Strain S. cerevisiae 1-
09 was tested in small amount of must and after that also during industrial fermentation of red and
white wine production. Based on the results of chemical and sensorial analysis, the strain seems
to be suitable for application as the starter culture for winemaking process.

The final part of this thesis is focused on quantification and identification of the yeasts isolated
from artisanal cheeses and their by-products coming from Western Balkan Countries. Isolated
species were identified by ITS-PCR-RFLP, partial sequencing and by physiological tests. Among the 20
yeast species found, D. hansenii, C. zeylanoides and Y. lipolytica were found to be predominant.
Moreover, we developed culture-independent, semi-quantitative technique based on construction of
ITS-clone library from metagenomic DNA to investigate complex fungal communities associated with
artisanal cheeses and their by-products. Novel technique is based on direct extraction of total DNA
from the sample. This was compared with culture-dependent ITS-PCR-RFLP and culture-independent
LSU-DGGE methods. The results highlighted the discrepancies among these methods. Finally,
the divergences among applied methods were confirmed by correlation analysis and by indices
of general biodiversity and dominance of species. ITS-clone library approach combines
the advantages of cultivation-based analysis and LSU-DGGE with semi-quantification of fungal
species without the requirement of their cultivation. This study might open new perspectives
in direct and complex analysis of yeasts and moulds in food matrices.

Key words
Yeasts; identification; molecular approaches; Saccharomyces sensu stricto complex; wine; cheese and
their by-products; starter culture; oenological properties.
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1 UVOoD

Kvalita fermentovanych potravin a ndpojl, na kterou je v poslednich letech kladen diraz,
je zvelké c&asti ovlivnéna mikroorganismy pouzitymi pfi jejich ptipravé. Jednou ztéchto skupin
mikroorganism( jsou kvasinky, které hraji dlleZitou ulohu pfi produkci fermentovanych potravin
a napoju, jako je napf. vino, pivo, syry aj. (Kurtzman et al., 2011).

Pouziti kvasinek, stejné jako dlouha historie vyroby vina, sahd nékolik tisic let zpatky. ,Moderni”
zaklad produkce vina polozil Pasteur a jeho ndsledovnici, ktefi poukazali na nezastupitelnou roli
mikroorganism(, predevsim kvasinek, pfi jeho vyrobé. | po tolika letech je vino z hlediska
mikrobiologie velmi atraktivni a v soucasné dobé stdle hojné studované téma. Pozornost védecké
komunity je upfena na charakterizaci vina z hlediska kvasinkové mikrofléry, kterd je nedilnou soucasti
jeho ptipravy. Metabolické aktivity at uz saccharomycetnich, tak i nesaccharomycetnich druh( totiz
vedou a ve vysledku ovliviiuji senzoricky profil vina (Fleet, 2003; Jolly et al., 2006). Dalsi oblasti, kde
kvasinky pozitivné pfispivaji k organoleptickym vlastnostem produktu, je produkce syrt. Diky svym
specifickym enzymatickym aktivitdm ovliviiuji prabéh jejich zrani a nékteré druhy (stejné jako pfi
vyrobé vina) byvaji pouzivany i jako startovaci kultury (Irlinger a Mounier, 2009).

Obecné plati, Zze k porozuméni prispévku kvasinek k danému produktu, je nezbytné znat zasadni
charakteristiky, jako jsou (i) taxonomické zarazeni kazdého druhu spojeného s procesem; (ii) kinetika
rastu; (iii) vybrané biochemické aktivity a v neposledni fadé (iv) vliv mikrobidlniho plsobeni na kvalitu
findlniho produktu (Fleet, 2001). Kontrola sloZeni kvasinkové mikroflory mlze predejit moziné
nezadouci kontaminaci béhem vyroby potravin a ndapojl. Proto je izolace, identifikace
a charakterizace kvasinek dulezZitd, zejména pak ve spojeni sprodukci kvalitnich potravin
a alkoholickych napojl. Soucasné izolace a identifikace kvasinek béhem spontanni fermentace
umoznuje aplikaci autochtonnich kmenu jakoZto startovacich kultur. Pouziti téchto kmen( v procesu
vyroby vina pomahd zachovavat regionalni charakter a potlacuje uniformitu spojenou s aplikaci
komeréné dostupnych kmeni (Capozi a Spano, 2011; Tristezza et al., 2012; di Maio et al., 2012).

Identifikace kvasinek izolovanych v pribéhu vyroby potravin a ndpoja (v naSem pripadé se jedna
ovino a syry) je vsoucasnosti spojena s aplikaci novéjSich metod. Tyto metody jsou zaloZeny
na molekuldrni typizaci a jsou spojeny s polymerdzovou fetézovou reakci. Aplikaci metod, jako je
napr. PCR-RFLP (stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragment amplifikované vybrané oblasti
rDNA) mazZeme docilit relativné rychlou, snadno opakovatelnou a reprodukovatelnou identifikaci
vétSiho mnoiZstvi izolatd. Dlouhodobé problémy spojené sdruhovou a kmenovou identifikaci
kvasinek spadajicich do komplexu Saccharomyces sensu stricto, ktery zahrnuje kmeny spojované
s fermentaci vinného mostu, vedl kaplikaci dalSich technik, jako je napf. PCR-fingerprinting,
amplifikace delta sekvenci, sekvenace urcitych oblasti rDNA apod.

Na druhou stranu novéjsi studie ukazuji, Ze ekologie fermentovanych potravin nemuze byt
efektivné studovana pouze za pouziti metod, které vyzaduiji izolaci a kultivaci mikroorganism( pred
samotnou identifikaci. V soucastné dobé se vyzkum taktéZ opird o pfimou izolaci a detekci
mikrobialni DNA v daném vzorku bez predchozi kultivace mikroorganismi (napf. metoda DGGE,
TGGE apod.). Vyuziti pfimé identifikace umozniuje relativné rychlou detekci mikrobialnich systémd,
¢ehoz je v soucasné dobé hojné vyuzivano (Cocolin et al., 2000; Coppola et al., 2008; Jany a Barbier,
2008; Prakitchaiwattana et al., 2004).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecna charakteristika a taxonomie kvasinek

Kvasinky obecné predstavuji skupinu jednobunéénych askomycetnich nebo basidiomycetnich
vldknitych hub (lat. Fungi) rozmnozujicich se vegetativné pucenim, délenim nebo pohlavné (Boekhout
a Robert, 2003). Pododdéleni kvasinek, ktera jsou zaloZena na aspektech pohlavniho rozmnozZovani
(Ascomycotina, Basidiomycotina), jsou uvedena v tab. 1. Existuje taktéz skupina kvasinek, u kterych
nebylo prokazano pohlavni rozmnoZovani (Deuteromycotina). Kvasinky se hojné vyskytuji v pfirodnim
prostiedi, nej¢astéji na cukernych substratech (Walker, 1998; Boekhout a Robert, 2003).

Taxonomie obecné patfi k nejstarSim biologickym védam. Pocatky taxonomie kvasinek byly velmi
jednoduché — kvasinky byly zndmé jako mikroorganismy schopné zkvasovat cukerné substraty. Prvni
taxonomii kvasinek vydal v roce 1895 dansky védec E. Ch. Hansen. Od tohoto roku se taxonomie
kvasinek rozvijela, byla vyddna fada publikaci. Od 30. let minulého stoleti byly vysledky postupné
publikovany v odborné publikaci , The yeasts a taxonomic study”. Tato publikace je vydavana dodnes
zhruba v desetiletych intervalech, kdy pocet druh( kvasinek i autord zabyvajicich se taxonomii roste.
V dnesni dobé je popsano asi 150 rod(l a vice nez 1500 druh( kvasinek. Pocet rod(i a druhd kvasinek
postupné popsany v monografiich je uveden vtab.2 (Janderovd a Bendova, 1999; Deak, 2008;
Kurtzman et al., 2011; Dedk a Péter, 2013).

Taxonomie je zaloZzena na morfologickych, fyziologickych a v dnesni dobé ¢im dal vice vyuZzivanych
genetickych charakteristikdch. Pravidla taxonomie kvasinek a vlaknitych hub obecné spada
pod pravomoc ,International Code of Botanical Nomenclature (ICN)“ (Greuter et al., 1994).
Identifikace kvasinek je v biotechnologiich velmi dulezitd. Jako priklad je moziné uvést nutnost
odliseni uslechtilych a divokych kvasinek béhem rGznych primyslovych procest, jako je napf. vyroba
vina, kdy nékteré kmeny kvasinek mohou mit potencialni nezadouci vliv na kvalitu finalniho produktu
(Yarrow, 1998; Kurtzman et al., 2011).

Techniky zaloZzené na molekuldrni biologii (genotypové) jsou v dnesni dobé povaZovany
za alternativni metody k fyziologickym testim (metody fenotypové). Molekularni metody analyzuji
genom kvasinek nezavisle na fyziologickych charakteristikach (Boekhout a Robert, 2003; Fernandez-
Espinar et al., 2006; Kurtzman et al., 2011). Navic velkou vyhodou molekularnich metod, v porovnani
s klasickymi konvenénimi metodami zaloZzenymi na fyziologickych a morfologickych charakteristikach,
je snadnéjsi reprodukovatelnost vysledk( a ¢asova nenaroénost. Metody molekularni biologie mohou
taktéZ predchazet chybné identifikaci druh( (Bourdichon et al., 2012). Metody identifikace kvasinek,
zejména moderni pfistup zaloZeny na genetické charakteristice, budou podrobnéji popsany
v kapitole 2.3.
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Tab. 1: Obecny prehled rodi kvasinek a pocet zastoupenych druhii v ramci pfislusného rodu. Rody vyskytujici se

ve viné a syrech jsou zvyraznény (Walker, 1998; Kurtzman a Fell, 1998).

Teleomorfni
Askomycetni
Ascomycotina

Anamorfni
Askomycetni
Deuteromycotina

Teleomorfni
Basidiomycetni
Basidiomycotina

Anamorfni
Basidiomycetni
Basidiomycotina

Rod (poéet druht)

Ambrosiozyma (2)
Arthroascus (4)
Arxiozyma (1)
Ascoidea (6)
Ashbya (1)
Botryoascus (1)
Cephaloascus (2)
Citeromyces (1)
Clavispora (2)
Coccidiascus (1)
Cyniclomyces (1)
Debaryomyces (10)
Dekkera (2)
Eremothecium (2)
Galactomyces (2)
Guilliermondella (1)
Hanseniaspora (6)
Hansenula (1)
Hormoascus (3)
Hyptopichia (1)
Issatchenkia (4)
Kluyveromyces (17)
Lipomyces (5)
Lodderomyces (1)
Metschnikowia (10)
Nadsonia (3)
Nematospora (1)
Pachysolen (1)
Pichia (87)
Saccharomyces (16)

Aciculoconidium (1)
Arxula (2)
Brettanomyces (3)
Candida (152)
Kloeckera (1)
Myxozyma (9)
Oosporidium (1)
Saitoella (1)
Schizoblastosporion (2)
Sympodiomyces (1)
Trigonopsis (1)

Saccharomycodes (2)
Saccharomycopsis (6)
Saturnispora (4)
Schizosaccharomyces (3)
Schwanniomyces (3)
Sporopachydermia (3)
Stephanoascus (2)
Torulaspora (3)
Wickerhamia (1)
Wickerhamiella (1)
Williopsis (5)

Yarrowia (1)

Zygoascus (1)
Zygosaccharomyces (9)
Zygozyma (4)

Bulleromyces (1)
Chinosphaera (1)
Cystofilobasidium (4)
Erythrobasidium (1)
Filobasidiella (5)
Filobasidium (5)
Leucosporidium (3)
Kondoa (1)

Mrakia (4)
Rhodosporidium (9)
Sporidiobolus (3)
Sterigmatosporidium (1)
Tilletiaria (1)

Tremella a Sirobasidium (12)
Udeniomyces (3)
Xanthophyllomyces (1)

Bensingtonia (10)
Bullera (14)
Cryptococcus (40)
Fellomyces (4)
Itersonilia (1)
Kockovaella (2)
Kurtzmanomyces (2)
Malassezia (7)
Phaffia (1)
Rhodotorula (37)
Sporobolomyces (27)
Sterigmatomyces (2)
Sympodiomycopsis (1)
Tilletiopsis (6)
Trichosporon (20)
Tsuchiyaea (1)

Tab. 2: Pocet rodii a druhi postupné popsanych v taxonomickych monografiich o kvasinkdch
(Dedk, 2008; Dedk a Péter, 2013).

Reference Pocet rodu Pocet druhti
Lodder a Kreger-van Rij (1952) 26 164
Lodder (1970) 39 349
Barnett et al. (1983) 63 469
Kreger-van Rij (1984) 60 500
Barnett et al. (1990) 83 597
Kurtzman a Fell (1998) 93 692
Barnett et al. (2000) 93 678
Kurtzman et al. (2011) 148 1500
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Izolované, identifikované a charakterizované kmeny kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismu
izolovanych béhem procesu vyroby potravin a z jinych pfirozenych prostredi, jsou uloZzeny ve sbirkach
mikroorganism( sidlicich zejména na univerzitdch nebo ve vyzkumnych institucich. Jednotlivé sbirky
se lisi svym zamérenim i po¢tem uchovavanych druh( a jsou urceny poskytnout materidly a sluzby
védcim a k podpore vyzkumu na celém svété. Vtab.3 jsou uvedeny sbirky, které uchovavaji
a poskytuji vice nez 1000 kmen( kvasinek (Querol a Fleet, 2006).

Tab. 3: Sbirky kvasinek (Querol a Fleet, 2006).

Zemé Oznaceni sbirky (AKRONYM)
Arménie RCDM
Belgie MUCL
Brazilie CCcT
Kanada LCC
Cina CGMCC
YM
Madarsko NCAIM
Itdlie DBVPG
Japonsko IFO
M
Nizozemsko CBS
Portugalsko PYCC
Rusko VKM
Slovensko ccy
Slovinsko ZIM
Spanélsko CECT
Taiwan BCRC
UK NCYC
USA ATCC
NRRL

2.2 Vyuziti kvasinek v potravinarskych technologiich

| pres to, Ze kvasinky jsou velmi malé jednobunécné organismy (3 — 15 um), jejich Siroké vyuZziti je
znamo v celé fadé oblasti védy a primyslu. Jedna se napftiklad o medicinu (produkce Iéciv, enzym(,
hormon, vakcin aj.), produkci rekombinantnich proteind, environmentalni biotechnologie zahrnujici
bioremediace, degradace polutantl aj., dale napfiklad pftibiokontrole jako ochrana plodin,
¢i v potravinarskych technologiich (Walker, 1998; Janderova a Bendova, 1999). Priklady vyuziti
kvasinek v biotechnologiich jsou uvedeny souhrnné na obr. 1.

Kvasinky maji vyznam zejména pfiprodukci potravin a fermentovanych napojl. Védecké
a technologické porozumeéni jejich roli béhem téchto procest zacalo prvotnimi studiemi Pastera
a Hansena, ktefise v pribéhu druhé poloviny 19. stoleti ve svych pracich zabyvali mikrobiologii
fermentacniho procesu vyroby piva a vina. Ve vyzkumu nasledné pokracovali Guilliermond a Kluyver,
ktefi konstatovali, Ze kvasinky predstavuji unikatni skupinu mikroorganism{, jejichz role je pfi vyrobé
nékterych potravin a ndpoju nezastupitelna (Fleet, 2006).
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TRADIENI FERMENTACE

Pivo, vino, saké a jiné
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A KRMIV
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\ / organické kyseliny
BIOKONTROLA KVASINKY BIOKATALYZA
Ochrana plodin, bezpeénost B'OTECHNOLOG'E Léciva, biotransformace

potravin a krmiv, probiotika
/ \ PRODUKCE REKOMBINANTNICH

BIOMEDICINSKY VYZKUM PROTEINU

ENVIROMENTALN{
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Molekularni a bunééna biologie,
genomika, metaholické inZenyrstvi

Obr. 1: Schematické zndzornéni riznych odvétvi vyuZiti kvasinek v biotechnologiich (Kurtzman et al., 2011a).

V soucasné dobé existuje rfada studii zabyvajicich se kvasinkami a jejich vyznamem pfi produkci
fermentovanych ndpojd, potravin i jejich sloZzek a aditiv. V fadé potravinarskych technologii (vyroba
chleba, piva, vina, lihu aj.) se tradicné vyuZivaji rizné kmeny druhu Saccharomyces cerevisiae.
Nicméné v poslednich letech narQstd zdjem odborné komunity o aplikaci jinych,
tzv. nesaccharomycetnich kmenu a to zejména ve vinarském primyslu. Jak Jolly et al. (2003a,b), Ciani
a Comitini (2011), Comitini et al. (2011), Benito et al. (2011) a Viana et al. (2008) uvadi, nékteré druhy
rodu Hanseniaspora, Candida, Pichia, Kluyveromyces, Issatchenkia mohou mit pozitivni vliv
na fermentacni proces béhem vyroby vina nebo kvaseného jableného mostu. Znamé je taktéz
pouziti druhu Schizosaccharomyces pombe pfivyrobé rumu (Fahrasmane a Ganou-Parfait, 1998)
a druhl rodu Dekkera spolecné se Saccharomyces pastorianus a Saccaromyces cerevisiae pfi produkci
nékterych zahranicnich piv (Piskur et al., 2012).

Kvasinky hraji taktéz dllezitou roli pfi vyrobé mléénych produktl, jako jsou kefir, jogurt aj.
Pti produkci téchto fermentovanych potravin se pouZivaji zejména druhy Kluyveromyces marxianus,
Debaryomyces hansenii (Zhou et al., 2009) nebo druh Saccharomyces boulardii (Karaolis et al., 2013).
V soucasné dobé existuje fada studii popisujicich dilezitou roli kvasinek pti produkci syrll, zejména
béhem jejich zrani a to v dilsledku produkce enzymi vykazujicich proteolytickou a lipolytickou
aktivitu (Corsetti et al., 2001; Goli¢ et al., 2013). Nejvice zastoupeny byvaji zpravidla druhy
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus, rizné druhy rodu Pichia a
kvasinkovity mikroorganismus Galactomyces geotrichum (Lavoie et al., 2012).

Diky silné antifungdlni aktivité nachdzi nékteré druhy kvasinek uplatnéni pfitzv. biokontrole
znehodnoceni potravin. U vétsiny potravin a alkoholickych ndpojd predstavuji mikroorganismy
komplexni ekosystém, kde kvalitu produktu ovliviiuje diverzita mikrobidlnich druh( a jejich
interaktivni odezvy. Druhy, jako je napfiklad Metschnikowia pulcherrima, Pichia guilliermondii,
Sporidiobolus roseus nebo Aureobasidium pullulans vykazuji silnou antagonistickou aktivitu vici
vldknitym houbam a to rlznymi mechanismy ucinku, jako jsou produkce killerovych toxin(
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nebo jinych antimikrobidlnich protein(i a peptidd; produkce riznych toxickych metabolitd (ethanol,
acetaldehyd) nebo vzajemné soutéZeni o Ziviny a prostor k rlstu (Fleet, 2003b; Schena et al., 2003).

Je taktéZ nutno zminit vzrlstajici zajem o probiotickou aktivitu nékterych kmen( kvasinek, napf.
S. cerevisiae var. boulardii nebo KI. marxianus (van der Aa Kuhle et al., 2005; Czerucka et al., 2007,
Binetti et al., 2013). Probiotika se obecné fadi mezi Siroce vyuZivané mikroorganismy pfi produkci
funkénich potravin. Definovany jsou jako Zivé mikroorganismy, které pokud jsou pfitomny
v dostatecné koncentraci, jsou zdravi prospésné a zlepsuji sloZzeni mikrofléry gastrointestinalniho
traktu (Ejtahed et al., 2011). Kvasinky s probiotickou aktivitou mohou navic podporovat i rlst bakterii
mlécéného kvaseni (BMK). Probiotika obecné mohou pfrispivat ke zlepSeni zdravi stfev a zaroven
mohou mit pozitivni vliv pti |é¢bé nékterych nemoci, jako je napf. intolerance k laktéze, alergie aj.
(Karaolis et al., 2013).

Plsobeni kvasinek na kvalitu potravin vsak neni pouze pozitivni. Existuje fada druhd, které mohou
znehodnocovat potraviny a napoje, coz mize mit ve vysledku obrovsky dopad na ekonomické ztraty
v daném potravinaiském odvétvi (Loureiro a Querol, 1999; Renouf a Lonvaud-Funel, 2007).

2.3 Metody identifikace kvasinek

Vroce 1912 zavedl A.Guilliermond prvni systém klasifikace kvasinek. Systém byl zalozen
na sledovani morfologickych a nékolika fyziologickych vlastnosti, jako je schopnost fermentovat
monosacharidy. Nasledovaly mnohé studie tradi¢nich metod taxonomického zarazovani. Systém
hodnoceni kvasinek byl rozsifen, rostl pocet fyziologickych testl zaloZenych na schopnosti
fermentovat a asimilovat rozmanité substraty. Kritéria klasifikace byla detailné popsana van der
Waltem a Yarrowem v roce 1984 a Kreeger-van Rij v roce 1987 (Fernandez et al., 1999; Raineri, 2003;
Dedk, 2008).

Béhem poslednich dvaceti let nastal znacny vyvoj metod molekuldrni biologie. Cilem aplikace
novych molekuldrnich technik, urcenych k taxonomickému zarazeni mikroorganismd, byla zejména
eliminace nejasnosti a moznost zjednoduseni identifikace. Jednotlivé molekularni typizacni metody
jsou charakterizovany podle nékolika kritérii aty také urcuji vhodnost pouZiti dané metody. Mezi
zakladni kritéria, jimiz jsou typizacni techniky vzajemné porovnavany, patfi typovatelnost neboli mira
schopnosti poskytnout jednoznacny vysledek pro kazdy izolovany druh; reprodukovatelnost,
tj. pravdépodobnost dosaZeni téhoZ vysledku pfi opakovani testu; rozliSovaci ucinnost, ktera urcuje
schopnost metody spolehlivé od sebe odlisit jednotlivé izolaty; snadnost provedeni, jeZ zohledriuje
financni i pracovni narotnost metody a snadnost interpretace ziskanych vysledk
(http://cepacia.wz.cz).

V soucasné dobé se vyzkum opird o molekuldrni charakteristiku mikroorganismd. Nové vyvinuté
techniky, zaloZzené na metodach molekularni biologie, jsou povaZovany za vhodny nastroj odstranujici
drivéjsi problémy identifikace kvasinek za pouZziti morfologickych a fyziologickych charakteristik
(Dedk, 2008; Raineri at al., 2003, Kurtzman a Robnet, 2003a,b). Fenotypové charakteristiky mohou
byt totiz ovlivnény kultivacnimi podminkami a v dlsledku toho mlze dojit k chybné identifikaci
(Tornai-Lehoczki, 1996). Fyziologické vlastnosti slouZi primarné k popisu a identifikaci kvasinek
na Urovni druhu. Pro rutinni identifikaci se pouzivaji fermentacni testy, testy utilizace a asimilace
rGznych uhlikatych a dusikatych zdrojd, pozadavek vitamin(, rist v prostfedi s vysokym osmotickym
tlakem, rast pfirlznych teplotach, rezistence k antibiotikim aj. (Yarrow, 1998; Kurtzman et al.,
2011).
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Prvnimi molekularnimi metodami identifikace kvasinek bylo stanoveni molarniho procentudlniho
zastoupeni guaninu a cytosinu jaderné DNA (% G+C) (Kurtzman et al., 1983; Rapley a Walker, 1998).
Metoda byla dfive hojné pouzivana, dosud bylo analyzovano cca 1000 druhl kvasinek, pricemz obsah
GC kolisd vrozmezi 27 -70%. Obsah GC DNA obvykle odlisuje askomycety od basidiomycet
(Kurtzman a Robnett, 1991). U askomycet se obsah GC pohybuje vrozmezi 27 -50 %, kdeZto
u basidiomycet mezi 50 — 70 % (Spencer a Spencer, 1997).

Studium avyvoj novych metod pokracovaly a vedly k zavedeni metod jako pulzni gelova
elektroforéza (PFGE) chromozomdlni DNA a metod zaloZenych na polymeradzové retézové reakci
(PCR) (Kurtzman a Robnett, 1991).

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) je jednou z prvnich metod detekce DNA. Metoda se pouziva
k separaci velkych molekul DNA tedy chromozomi (karyotypu) kvasinek (Kralova et al., 2001).
Pti PFGE je DNA délena podle velikosti a v disledku schopnosti reorientace DNA v elektrickém poli,
jehoz smér se pod ur&itym uhlem v uritych €asovych intervalech méni (Smarda et al., 2008). Princip
metody je znazornén na obr. 2. V roce 1988 Blondin a Vezhinet a nasledné v roce 1990 Dubourdieu
a Frezier aplikovali tuto techniku k identifikaci oenologickych kmen( kvasinek. Vezinhet et al. (1990)
ukazuje, Ze tato metoda je mnohem vhodnéjsi nez tehdejsi poufZiti restrikénich profild mtDNA, které
v té dobé predstavovalo standardni metodu. Autofi popisuji PFGE jako rychlejsi a snadnéjsi metodu.
Pulzni gelova elektroforéza byla tedy dfive hojné pouzivdna k charakterizaci kmenU S. cerevisiae
(Versavaud et al.,, 1995). Nelze vSak opomenout ipozdéjsi aplikaci metody, jakoZto metody
srovnavaci pfi vyvoji dalSich jednodussich technik molekularni typizace. Nicméné na druhou stranu
literatura uvadi, Ze se jedna o jednu z technicky nejobtiznéjSich metod detekce DNA, ktera za ucelem
ziskani interpretovatelnych vysledkd vyZzaduje vybornou praktickou zruénost (Rapley a Walker, 1998).
Ztoho divodu byly vyvijeny dals$i experimentdlné méné narocné metody. Nedavny pokrok
v molekularni biologii ved| k rozvoji novych molekuldrnich technik uréenych k identifikaci kvasinek
izolovanych zrdznych potravinovych matric. Tyto molekuldrni metody jsou casto zaloZeny
na amplifikaci DNA, k niZ se vyuzivd metoda polymerazové retézové reakce (PCR). V prvnim kroku
byva DNA izolovéna z mikroorganismU. Byla navrZena fada protokolG uréenych k izolaci a purifikaci
DNA. V dnesni dobé se kizolaci pouzivaji komerc¢ni soupravy, automaticka izolace nebo stale jesté
tradi¢ni fenol-chloroformova extrakce (White et al., 1990; Kurtzman et al., 2003).

PCR je metoda, kterda umoZnuje exponencidlni amplifikaci specifickych DNA sekvenci in vitro
syntézou DNA v programovatelném pfistroji (termocykléru). Samotny proces amplifikace se sklada
ze tfi krokll, které jsou nékolikrat opakovany. Specifita reakce je primarné déna sekvenci
oligonukleotidového primeru, ktery hybridizuje ke zdenaturované ssDNA. Amplifikovana DNA je
posléze elektroforeticky separovana v agarézovém gelu o dané koncentraci a vizualizovana pomoci
interkalacniho barviva ethidium bromidu (Querol a Barrio, 1990; Kurtzman et al., 2003; Fernandez-
Espinar et al., 2006).

Souhrn metod pouzivanych ke studiu vinnych kvasinek je uveden souhrnné v tab. 4. Varianty PCR,
které jsou nejCastéji pouzivany k typizaci a tedy identifikaci kvasinek a kvasinkovitych
mikroorganism{ izolovanych z potravin, jsou popsany v textu nize.
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Obr. 2: Princip separace molekul DNA pulzni gelovou elektroforézou (Ribéreau-Gayon et al., 2008).

Tab. 4: Souhrn molekuldrnich metod pouZivanych ke studiu vinnych kvasinek.

Metoda Zdroj
RFLP Vezinhet et al. (1990)
+ sondy Querol et al. (1992)
mtDNA Guillamén et al. (1996)
PFGE Tornai-Lehoczki a Dlauchy (1996)
PCR-fingerprinting Lavallé et al. (1994)
Mikrosatelitni primery Gallengo et al. (1998)
Delta-transposony Fernandez-Espinar et al. (2001)
RAPD Quesada a Cenis (1995)
PCR-RFLP Valente et al. (1996)
ITS1-ITS2-RFLP Esteve-Zarzoso et al. (1999)
ITS2-RFLP Férnandez et al. (2000)
NTS-RFLP Caruso et al. (2002)
18S-RFLP Capece et al. (2003)
AFLP de Barros Lopes et al. (1999)
Nested PCR Ibeas et al. (1996)
Multiplexni PCR Lépez et al. (2003)
Druhové specifickd PCR — rod Saccharomyces ~ Muir et al. (2011)
PCR-DGGE Cocolin et al. (2000)
PCR-TGGE Manzano et al. (2005)
FISH Stender et al. (2001)
DNA Cipy Perez-Ortin et al. (2002)

2.3.1 VyuZiti rDNA kvasinek k jejich identifikaci

Skutecnost, Ze rDNA je vysoce konzervativni a obsahuje urcité segmenty specifické pro dané
druhy, otevira fadu aplikaci vyuZziti rDNA v taxonomii a fylogenezi (Valente et al., 1999).

rDNA kvasinek (obr. 3) se sklada z konzervativnich a proménnych oblasti, které jsou usporadané
v tandemové se opakujicich nékolika stech kopiich na genom. Konzervativni sekvence se nachazeji
predevsim v genech kodujicich malé 18S, 5.8S, 55 a velké (25 — 28S) podjednotky rRNA. V rdmci
kazdého klastru se mezi podjednotkami vyskytuji tzv. proménné mezernikové oblasti nazyvané
vnitfni prepisovany mezernik (ITS oblasti). Struktura kazdého genového klastru je pak obvykle
nasledujici: 5' ETS (ETS, vnéjsi prepisovany mezernik), 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 26S rRNA

19



3' ETS. Jednotlivé genové klastry jsou pak oddéleny intergenovymi mezerniky (IGS), nebo oblasti
zvanou neprepisovany mezernik (NTS). VSechny tyto oblasti maji potencial pro rodové a druhové
odliseni. Vyzkum je zaméren zejména na oblast 18S (SSU), 26S (LSU) a ITS (Kurtzman a Robnett, 1998;
Esteve-Zarzoso et al., 1999). Oblast 18S rDNA se ukdazala byt vhodnou k prvotnimu odliseni mezi
skupinami kvasinek — je dobra k rodové a druhové identifikaci (Bekhout a Robert, 2003; Hocking et
al., 2006).

NTS NTS
ETS ITS1 ITS2 ETS NTS
e ) { . a2 | lal
g —— 3
1700bp 158 bp 3300 bp 120 bp

Obr. 3: Schematické zndzornéni struktury opakujici se jednotky kvasinkové rDNA (Querol a Fleet, 2006).

Doména D1/D2 velké podjednotky 26S rDNA (LSU) se sklada zhruba z 600-ti nukleotidd a mlze byt
sekvenovana pro prakticky vsechny znamé druhy kvasinek. Oblast D1/D2 LSU rDNA byva pouzivana
pfi rutinni identifikaci kvasinek a fylogenetické taxonomii. Srovnani sekvenci mlze byt taktéz pouZito
pro malé podjednotky 18S rDNA, avsak databaze nejsou tak obsdhlé a sekvencni rozdily nemusi byt
dostacujici, aby umoznily odliseni blizce pfibuznych druh( (Daniel a Mayer, 2003). Touto cestou je
nemozné odlisit druhy komplexu Saccharomyces sensu stricto (kap. 2.4.1.2). Gen 5,85 ma vysoce
konzervativni sekvence vykazujici malou variabilitu, ktera neni dostatecna pro odliseni podobnych
kmena (Chang et al., 2007).

Oblasti ITS rDNA (ITS1, ITS2 a 5,8S) vykazuji vy$si miru divergence nez domény D1/D2 LSU rDNA
a proto se tyto oblasti ukdzaly byt vhodné spise pro druhové odliseni. Fakt, Ze jsou to pravé oblasti
tim, Ze jsou diky velkému poctu kopii na genom snadno amplifikovatelné a v ramci ptibuznych druhd
vykazuji pomérné vysokou rozdilnost. Tato skutecnost byva pficitana relativné nizkému evolué¢nimu
tlaku vyvijenému natyto nekddujici sekvence. TakZze pouziti ITS oblasti mlze poskytnout
pozadovanou miru odliseni (Naumov, 2000).

Velikost ITS amplikon(i se mize lisit v zavislosti na druhu. Proto mohou byt druhy rozliSeny vice
méné v zavislosti na velikosti polymorfizmu jednotlivych amplikond. V porovnani s oblasti 18S rDNA
pravé oblast ITS rDNA vykazuje wvysSi stupen odlisSeni (Boekhout a Robert, 2003). V pfipadé
identifikace mohou nekddujici ITS oblasti umoznit identifikaci na drovni rodu a druhu. V mnohych
studiich je pouziti ITS rDNA kombinovano s restrikéni analyzou PCR produkt(i — metoda ITS-PCR-RFLP.
V této kombinaci metod se nejprve specificky fragment DNA amplifikuje pomoci PCR a amplikony
jsou nasledné stépeny plsobenim specifickych restrikénich endonukleaz (Dendis et al., 2003; Llanos-
Frutos et al., 2004; Guillamon et al., 1998). Princip metody a jeji potencialni aplikace pro identifikaci
kvasinek bude popsan nize.

Oblast IGS rDNA mizZe byt taktéZ pouzita k identifikaci kvasinek. Amplifikaci celé oblasti IGS
specifickymi primery a naslednou restrikéni analyzou je moiné od sebe odlisit jednotlivé kmeny
S. cerevisiae (Baleiras Couto et al., 1996).

Sekvence mitochondrialnich genl a gent kddujicich proteiny jsou taktéZz pouZivany ke stanoveni
fylogenetickych vztahl mezi kvasinkami. V literature jsou uvadény geny kédujici translacni elongacni
faktor 1a, aktin-1, RNA polymerazu I, pyruvat dekarboxylazu, B-tubulin gen, malé podjednotky rDNA
a cytochrom oxidazu Il (Daniel a Mayer, 2003).
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2.3.2 Sekvenace ribozomadlnich oblasti

Urceni sekvenci rDNA je v dnedni dobé dlleZitou charakteristikou pouZivanou pfti identifikaci,
taxonomii a fylogenetickych studiich. Vyhody rDNA jsou ty, Ze je ptitomna ve vSech Zivych
mikroorganismech, ma spoleény evoluéné dany plvod, v genomu se vyskytuje v mnoha kopiich
a vlastni konzervativni a variabilni oblasti (Kurtzman, 2006).

Metoda je zaloZena na stanoveni a srovnani nukleotidovych sekvenci aplifikovanych urcitych

oblasti kvasinkové rDNA. Nejcastéji sekvenovana oblast je oblast D1/D2 lokalizovana na 5’konci genu
26S (LSU) (Kurtzman a Robnett, 1998) a gen 18S (James et al., 1997). V dnesni dobé se taktéz
sekvenuje oblast 5,85 ITS a oblast ITS (5,85 ITS + D1/D2 ITS rDNA) (Cade? et al., 2003; Goli¢ et al.,
2013). Dostupnost téchto sekvenci v databazich, zejména pak v pfipadé oblasti D1/D2 LSU rDNA, déla
tuto metodu velmi uzZiteCnou k pfifazeni neznamych identifikovanych kvasinek k uréitému druhu
na zakladé procentualni homologie jejich sekvenci (Kurtzman a Robnett, 1998). Databaze jsou
dostupné online na http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ a ptistup k datim i jejich analyze jsou mozné
prostfednictvim sluzby BLAST.

Drive byla molekuldrni sekvenace spojena s klonovanim, tedy drahou a casové narocnou
metodou. Nyni je metoda povazovana za béznou rutinni analyzu v molekularnich studiich a to diky
tomu, Ze lze vyuzit i pfimé sekvenace PCR amplikond za pouziti automatickych sekvenatord. Diky
vyvoji a zjednoduseni sekvenacnich technik, které umoznuji pfimé sekvenovani urcitych oblasti bez
nutnosti klonovani, je soucasna taxonomie bézné zalozena na analyze DNA sekvenci (Kurtzman a Fell,
2006).

2.3.3 Nejcastéji pouzivané molekuldrni metody urcené k identifikaci kvasinek
2.3.3.1 PCR-RFLP

V roce 1992 a 1993 navrhli Molina et al. k identifikaci kvasinek metodu PCR-RFLP (Jeune et al.,
2006). V soucasné dobé se jednd o jednu z nejvice pouzivanych metod rychlé identifikace kvasinek
(Esteve-Zarzoso et al., 1999; Granchi et al., 1999; Hong a Park, 2013).

Pro analyzu kvasinkovych druh( je upfednostiiovany segment ITS1-5,85-ITS2. PouZitim vhodnych
primerd (ITS1-1TS4) muize byt pomoci PCR tento segment specificky amplifikovany. PCR produkt je
pak za pouziti specifickych restrik¢nich endonukledz stépeny a vysledné fragmenty jsou ndsledné
déleny v agarézovém gelu pomoci elektroforézy. Velikosti restrikénich fragmentl vzniklych Stépenim
ITS amplikonu mohou byt pouzity pro druhové odliseni kvasinek. Za ucelem jednoznacného odliseni
by méla byt pouZita vice nez jedna restrikéni endonukledza (Boekhout a Robert, 2003; Li et al., 2010).

Metoda ITS-PCR-RFLP ma radu vyhod. Patfi mezi né druhova identifikace kvasinek béhem nékolika
hodin a predevsim financni nenarocnost. Vysledky jsou obvykle snadno reprodukovatelné
ainterpretovatelné. Metoda nachazi potencidlni uplatnéni v potravinaiském primyslu
a to predevsim k zjistovani kvality potravin a ndpoja. Guillamén et al. (1998) pouzili restrikéni analyzu
oblasti ITS k identifikaci vinnych kvasinek. Metoda je popisovana jako rychl3, spolehliva metoda
molekularni charakteristiky kvasinek s moznym primyslovym vyuZitim, schopna charakterizovat tyto
mikroorganismy na zékladé rodu a druhu (Querol a Fleet, 2006; Le Jeune et al., 2006; Heraz-Vazquez
et al., 2003; Cade? et al., 2002; Granchi et al., 1999). Jak ji bylo dfive zminé&no, rychlé informace
o sloZeni kvasinkové mikrofléry béhem procesu vyroby vina totiz pomahaji kontrolovat fermentaci
a docilit tak vysoké kvality poZzadovaného produktu (Capece et al., 2003).
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2.3.3.2 PCR-fingerprinting

Techniky zaloZzené na PCR poskytovaly nové moZnosti rozvoje rychlejsich a vhodnéjsich metod
typizace kvasinek. Jedny z prvnich vyvinutych metod byly RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) a AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Tyto metody maji schopnost analyzovat
rozsahlou ¢ast genomu a odhaluji polymorfizmy, které odlisuji kvasinky na druhové i kmenové Urovni
(van der Vossen et al., 2003).

V ptipadé RAPD je templat DNA amplifikovany jednoduchymi kratkymi primery velikosti 10 -
15 bp. Jednd se o polymorfismus ndhodné amplifikované DNA za pouziti pouze jednoho
oligonukleotidového primeru (Smarda et al., 2008). Aplikaci RAPD ziskdme tzv. fingerprinty,
které jsou kombinaci rGznych poctl amplikond rozdilné délky a ve vysledku poskytuji obraz specificky
pro dany druh a kmen (Orbera, 2004; Ergon a Gulay, 2005). Metoda RAPD byla pro vinné kvasinky,
zejména rod Saccharomyces, zavedena vroce 1995. Vyhody metody zahrnuji jak jednoduchost
provedeni, tak rychlost, cenovou dostupnost a potfebu malého mnoZstvi templatové DNA
v porovnani napf. s jiz zminovanou PFGE (Molnar et al., 1995).

AFLP je modifikaci RAPD. Metoda spociva v prvotni digesci genomové DNA s jednou nebo dvéma
restrikénimi endonukledzami (obvykle EcoRl a Msel). Fragmenty jsou ndsledné ligovany koncové
specifickymi oligonukleotidovymi adaptory ndsledovanymi dvéma po sobé jdoucimi cykly selektivni
amplifikace pomoci PCR (Orbera, 2004).

Literatura uvadi, Ze obé metody (jak RAPD, tak AFLP) poskytuji dobré vysledky druhové a kmenové
identifikace (Obera, 2004).

Metoda rep-PCR vyuzivd mikro- a minisatelity, coZ jsou kratké opakujici se sekvence kolem 15 —
30 bp a 2—10 bp. Podstata metody spociva v PCR amplifikaci fragmentl DNA oligonukleotidy
komplementarnimi k jednoduché opakujici se sekvenci pritomné vcilené DNA. Primery
komplementarni k sekvencim potom tvofi fadu amplikon rlznych délek. V porovnani s RAPD
se metoda lisi v pouziti vyssi teploty hybridizace (55 °C x 37°C). ZvySenim teploty se zajisti vyssi
specifita hybridizace primeru, coZ nasledné zajisti vysokou reprodukovatelnost (Alcoba-Flérez et al.,
2007). Casto pouzivanymi primery pfiidentifikaci vinnych kvasinek jsou zejména (GTG)s, (GAC)s
a (GTC)s, (GACA)s (dos Santos et al., 2007).

Amplifikace delta sekvenci (tzv. interdelta PCR) je typizacni metoda vhodnd ke kmenové
identifikaci druhu S. cerevisiae. Molekularni typizaci kmenl S. cerevisiae analyzou interdelta
polymorfizmu poprvé provedli Ness et al. (1993), ktefi navrhli specifické primery 81 a 82 a ukazali,
Ze delta oblasti jsou stabilni pro tuto techniku. Pozdéji Legras a Karst (2003) optimalizovali metodu
a zavedli nové dvojice primerd 612-521 a §12-32, jejichz komplementdrni sekvence jsou lokalizovany
v blizkosti hybridiza¢nich mist pro primery 81-82. Genom S. cerevisiae obsahuje opakujici se DNA
sekvence nazyvané delta sekvence (300 bp), které jsou rozsifené v genomu (zejména v termindlnich
chromozomalnich oblastech) a jsou ¢asto spojené s Tyl transposonem. Amplifikace delta oblasti mezi
ve vysledku vede k odlisnym velikostem kmenové-specifickych fragment(. Jak demonstruji nékteri
autofi (Schuller et al., 2004; Legras a Karst, 2003) pocet lokaci téchto elementli ma urcitou
intraspecifickou variabilitu, kterd mGze byt pouZita jako geneticky fingerprint k identifikaci kmenl
S. cerevisiae. V ramci molekularnich metod typizace kmen( vinnych kvasinek autofi Schuller et al.
(2004) uvadéji, ze pouziti mikrosatelitd a interdelta PCR ma stejnou miru odliSeni jako RFLP mtDNA
nebo analyza karyotypl. Autofi dosli k zavéru, Ze amplifikace delta sekvenci metodou PCR je velmi
vhodna metoda vyuzivana pfi kontrole mikrofléry priimyslovych fermentaci (napft. vino). Jedna se
totiz o relativné rychlou, reprodukovatelnou a velmi senzitivni metodu (Xufre et al., 2011).
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Vyvoj novych metod urcenych kidentifikaci kvasinek je stale aktudlni téma, rada praci je
zamérena na navrhovani novych primerd. Jako priklad miZeme uvést autory Huang at al. (2008),
ktefi pouZzili nové navrieny primer OPT-18 (5'-GATGCCAGAC-3') kodliseni druhu S. bayanus
od S. cerevisiae. Primer poskytuje druhové specificky fragment (974 bp), ktery byl nalezeny u vSech
testovanych kmen0 S. bayanus (S. cerevisiae tento fragment nemaji). Autori taktéz studii dokazuiji,
Ze jsou timto primerem schopni odlisit vSech sedm druhl komplexu Saccharomyces sensu stricto.
Metoda s sebou vsak nese i znacné nevyhody. Jedna se zejména o velmi sloZitou reprodukovatelnost
vysledkll. Metoda je velmi citlivd na reakéni podminky, stejné tak jako na kvalitu templatu DNA
(Huang at al., 2008). Dale Muir et al. (2011) ve své studii navrhli pouzZiti tzv. druhové specifickych
primer( urcenych k druhové identifikaci kvasinek spadajicich do komplexu Saccharomyces sensu
stricto.

2.3.3.3 Denaturaéni/Teplotni gradientovad gelovd elektroforéza (D/TGGE)

Aplikovand molekularni mikrobiologie je rychle se vyvijejici oblast. Jedno z odvétvi této discipliny
je zahrnuto v rozvoji molekuldrnich metod za uUcelem identifikace a monitoringu mikroorganisma
v pfirozenych ekosystémech (Ercolini, 2004).

PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction and Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) neboli
denaturacni gradientova gelova elektroforeticka detekce PCR amplikon( je v mikrobiologii potravin
pouzivdna jen kratce. Metoda nachazi v poslednich letech své uplatnéni v urcitych oblastech
potravinarské mikrobiologie, jako je napf. identifikace mikroorganism( izolovanych z potravin,
vyhodnoceni mikrobidlniho zastoupeni fermentadénich procesl neboli monitoring rozvoje mikrobialni
populace, hodnoceni mikrobiologické kvality potravin atd. (Ercolini, 2004; Cocolin et al., 2013).
Za ucelem monitoringu kvasinkové populace byla metoda uvedena Cocolinem et al. v roce 2000.

DGGE je elektroforetickd metoda zaloZena na separaci amplikond, ziskanych amplifikaci izolované
DNA polymerazovou fetézovou reakci, o stejné velikosti, ale odliSnych sekvencich. Fragmenty jsou
déleny v denaturaénim gradientovém gelu diky jejich odliSnému denatura¢nimu profilu. V tomto
pfipadé se pro separaci pouziva akrylamidovy gel a denaturacni podminky jsou zajistény roztokem
mocoviny a formamidu. Nizko a vysoce koncentrované denaturaéni roztoky, smichany s roztokem
akrylamidu, jsou nality do gelové formy za pouZiti gradientového smésovace a to s cilem vytvoreni
linearniho gradientu denaturacnich cinidel. Elektroforéza probiha za konstantni teploty, kterd je
volena v rozmezi 55 — 65 °C, vétSinou déleni probiha pfi teploté 60 °C. Fragmenty dsDNA jsou v DGGE
gelu vystaveny rostoucimu denaturacnimu prostfedi a to v dlsledku zvysujici se koncentrace
denaturacniho ¢inidla. V disledku ¢astecné denaturace v danych oblastech dsDNA se vytvofri vétvena
molekula. Tim tedy dojde ke snizeni mobility molekul v akrylamidovém gelu a tudiz k déleni
fragmentl DNA o stejné velikosti, liSicich se v sekvenci nukleotidl. Vysledkem je potom fingerprint
obsahujici skupinu zén barvitelnych ethidium bromidem (Cocolin et al., 2000; Ercolini, 2004). Princip
metody je zndzornény na obr. 4.

Co se tyce amplifikovanych oblasti, tak u kvasinek byva volena oblast 18S nebo D1/D2 LSU rDNA,
ktera je nasledné podrobena sekvenaci (Ercolini, 2004).

Alternativou metody je metoda PCR-TGGE (Polymerase Chain Reaction and Temperature Gradient
Gel Electrophoresis) neboli teplotni gradientova gelova elektroforéza. Misto rostouci koncentrace
denaturacniho cinidla se zde vyuZiva denaturace molekul DNA zménou teploty (Ercolini, 2004).
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Obr. 4: Schematické zndzornéni principu metody DGGE (www.intechopen.com).

2.3.4 Moderni pristupy k identifikaci kvasinek

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, populace kvasinek mohou byt identifikovany
fyziologickymi testy nebo molekularnimi metodami. Novéjsi studie vSak ukazuji, Ze ekologie
fermentovanych potravin nemuze byt efektivné studovana pouze pouZitim vySe jmenovanych metod,
které vyzaduji izolaci a kultivaci mikroorganism( pred samotnou identifikaci. BEhem poslednich
deseti let byla tedy pozornost upfena na pfimou detekci mikrobialni DNA (Cocolin et al., 2000;
Coppola et al., 2008; Jany a Barbier, 2008; Prakitchaiwattana et al., 2004).

V dnesni dobé se molekuldrni metody, uréené k identifikaci a detekci mikroorganismi
v potravindch a jinych matricich, daji rozdélit na dvé velké skupiny a to na metody, které jsou zavislé
na predchozi kultivaci mikroorganismi (napf. ITS-PCR-RFLP, PCR-fingerprinting aj.) a na metody
pfimé detekce neboli pfimé analyzy DNA bez predchozi kultivace mikroorganism(. Jedna se napf.
o metody PCR-DGGE, PCR vredlném case (qPCR), fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) nebo
relativné novou metodu denaturaéni vysokotlaké kapalinové chromatografie (D-HPLC) (Bonetta et al.,
2008; Quigley et al., 2011; Cocolin et al., 2013; Delavenne et al., 2011).

Metody zavislé na kultivaci totiZ s sebou nesou fadu nevyhod. Ne vSechny mikroorganismy jsou
kultivovatelné, nékteré pro svUj rist vyZaduji specifické podminky (Quigley et al., 2011; Ndoye et al.,
2011). Jany a Barbier (2008) taktéz uvadi, Ze druhy vyskytujici se v nizké koncentraci nejsou schopny
soutézit s pocetné vice zastoupenymi druhy. V dnesni dobé jsou tedy ¢im dal vice upfednostfiovany
metody zaloZené na pfimé analyze DNA. Tyto metody, spojené s polymerdzovou fetézovou reakci,
nabizeji védcim mozZnost studia ekologie komplexnich mikrobidlnich ekosystému (Bonetta et al.,
2008; Quigley et al., 2011). Mikroorganismy jsou casto studovany ne diky jejich schopnosti rist
na specifickych kultiva¢nich médiich, ale protoZe obsahuji DNA a RNA, diky nimZ jsou identifikovany.
Metody primé detekce mikroorganismi s sebou nesou fadu vyhod (Cocolin et al., 2013). Jedna se
zejména o ¢asovou nendrocnost ve srovnani s fyziologickymi a molekularnimi metodami. Navic buriky
nejsou kultivovany, a proto odpada riziko zkresleni dat spojenych s pouzitim kultivacnich médii (napft.
ztrata nékterych kmenG pfi fedéni; nékteré mikroorganismy jsou rychle rostouci, jiné preferuji
pro svlj rlst specifické podminky apod.). Na druhou stranu i pres to, Ze existuje fada vyhod
v porovnani s kultivacné zavislymi technikami, metody nezavislé na kultivaci s sebou nesou limitace,
jako je naptiklad obtiznost kvantifikace bunék (napf. pfi PCR-T/DGGE) nebo paralelni detekce
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mrtvych bunék. Dalsi nevyhody téchto metod jsou spojeny s PCR, kdy senzitivita PCR je casto
shizovana pritomnosti Siroké skaly inhibitord. Velmi dlleZitym krokem je tedy krok optimalizace
izolace DNA (Quigley et al., 2011; Jany a Barbier, 2008). Nedostatky v PCR jsou taktéZ pricitany
odliSnostem v Ucinnosti amplifikace templatové DNA nebo inhibice amplifikace tzv. hybridizaci
nejvice zastoupenych templatl v prvnich stadiich amplifikace (Acinas et al., 2005).

Pfimé metody jsou v poslednich letech tedy ¢asto kombinovdny s metodami zaloZzenymi
na kultivaci mikroorganismu. Soucdasné vyuZiti obou pfistupl mulzZe byt pouZito k popisu prispévku
jednotlivych mikroorganismi, kdy mlzeme identifikovat druhy dané komunity, vyhodnotit jejich
zastoupeni a analyzovat dynamiku dominantnich druh( (Ndoye et al., 2011).

2.4 Biodiverzita a ekologie kvasinek spojena s vyrobou vina a syra
2.4.1 Kvasinky spojené s vyrobou vina

Produkce vina probihd ve dvou rlznych prostfedich — na vinici, kterd predstavuje pfirozeny
ekosystém ovliviiovany kultivacnimi praktikami, a ve vinarstvi neboli prostfedi spojovaném
s fermentaci, skladovanim, zranim vin a lahvovanim. Dostupné informace o pfitomnosti mikrobialnich
komunit na vinohradu, povrchu bobuli a ve vinafstvi mohou byt shrnuty v nasledujicich bodech
(Loureiro a Malfeito-Ferreira, 2003):

(i) zdroj kvasinek a kvasinkovitych mikroorganism je spojen se vSemi ¢astmi vinice, jako jsou
plda, vzduch, jiné rostliny a pfenasece

(ii) hmyz je obecné povaZovan za prenasece kvasinek

(iii) diverzita kvasinek kolonizujici povrch bobuli je ovlivnéna stupném zralosti bobule

(iv) vyskyt a rlst mikroorganismi na povrchu bobuli je ovlivnén jednak srazkami a teplotou,

dale pak odrddou a aplikaci rGznych osetfujicich pripravkd

(v) kvasinky jsou lokalizovany zejména na povrchu bobule, kde mlze unikat z bobule $tava;
vnéjsi ¢ast bobule je pak pokryta voskovou vrstvou, kterd ovliviiuje adhezi mikrobialnich
bunék a jejich schopnost kolonizovat povrch bobule

(vi) oxidativni  basidiomycetni  kvasinky bez jakéhokoli oenologického vyznamu
(Sporobolomyces sp., Cryptococcus sp., Rhodotorula sp. a Filobasidium sp.) jsou na vinici
Siroce rozsifené stejné jako kvasinkovity mikroorganismus Aureobasidium pullulans, ktery
se hojné vyskytuje na nezralych bobulich

(vii) apikulatni kvasinky (Hanseniaspora sp. a Kloeckera sp.) a oxidativni kvasinky (zejména
Candida sp., Pichia sp. a Kluyveromyces sp.) jsou predominantni na zralych bobulich

(viii)  hlavni druh S. cerevisiae je prakticky na bobulich nepfitomen (pfitomen ve velmi nizké
koncentraci) a do procesu fermentace se zapojuje pozdéji

(ix) dalsi druhy (rodu Pichia aj.) se do procesu dostavaji diky kontaktu vinného mostu
s prostiedim sklepa

Diverzita rod(/druh osidlujicich povrch bobuli a Géastnicich se samotného kvasného procesu je
popsdana v nasledujicich kapitolach.
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2.4.1.1 Biodiverzita autochtonnich kvasinek na povrchu bobuli

Biodiverzita autochtonnich kmen( kvasinek vyskytujicich se na povrchu bobuli byla a je
monitorovana celosvétoveé na rtznych vinicich, o ¢emz svédci i fada publikovanych praci (Combina et
al., 2005; Raspor et al., 2006; Nisiotou a Nychas, 2007; Prakitchaiwattana et al., 2004; Li et al., 2010).
Autochtonni kvasinky jsou podle Fleet et al. (2002) definovany jako divoké kmeny, které, pokud jsou
pouzity pfi fermentaci vinného mostu, mohou produkovat unikatni chutové latky a pfispivat tak
k vyjimeéné kvalité vina. Diverzita autochtonnich kmen( tak pfispivd k odlisSnym vlastnostem vin
a tedy k jedine¢nému vyslednému charakteru daného produktu (Chanprasartsuk et al., 2010).

Obecné lze f¥ici, Ze sloZeni populace kvasinek je zavislé na odridé, teploté, geografickych
podminkach, pocasi, klimatu, stupni zralosti bobuli v ase sklizné, fyzikdlnim poskozeni bobuli
a na intenzité o$etfovani. Na nezralych bobulich se kvasinky vyskytuji v koncentraci 10 — 10° CFU-g™.
Na druhou stranu na zralych bobulich populace kvasinek dosahuje 10*—10° CFU-g™ (Fleet et al.,
2002).

Na povrchu bobuli se zpravidla vyskytuje 9—15 kultivovatelnych druh( tazenych do rodu
Hanseniaspora sp./Klockera sp., Metschnikowia sp./Candida sp., Rhodotorula sp., Cryptococcus sp.
(Rementeria et al., 2003; Jolly et al., 2003a). Nicméné Renouf et al. (2007) uvadi, Ze pouzitim primé
analyzy DNA, tedy bez pouiZiti kultivacnich technik, mZe byt identifikovano aZ 22 rod(:
Aureobasidium sp.,  Auriculibuller sp., Brettanomyces sp., Bulleromyces sp., Candida sp.,
Cryptococcus sp., Debaryomyces sp., Hanseniaspora sp., Issatchenkia sp., Kluyveromyces sp.,
Lipomyces sp., Metschnikowia sp., Pichia sp., Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp.,
Saccharomyces sp.,  Sporidiobolus sp.,  Sporobolomyces sp.,  Torulaspora sp.,  Yarrowia sp.,
Zygoascus sp. a Zygosaccharomyces sp. Nékteti autofti taktéz nalezli druhy rodu Hansenula (Longo et
al., 1991) a Saccharomycodes (Combina et al., 2005).

Nejcastéji vsak byvaji na bobulich nalezeny tfi hlavni druhy — Hanseniaspora uvarum (Kloeckera
apiculata), Metschnikowia pulcherrima (Candida pulcherrima) a Candida stellata. Z vyse uvedenych je
H. uvarum povaZovana za predominantni druh (Bertran et al.,, 2002; Combina et al., 2005).
Zajimavosti je, Ze v teplejSich regionech prevldda teleomorfni forma tohoto druhu, tedy
Hanseniaspora uvarum, kdezto v chladnéjSich oblastech ma tendenci prevlddat forma anamorfni
(Kloeckera apiculata). V oblastech s mirnym klimatem se obé formy vyskytuji ve stejném pomeéru
(Boulton et al., 1996, Jackson, 2008). Na druhou stranu autofi Clemente-Jimenez et al. (2004) a Torija
et al. (2001) ve svych pracich uvadi, Ze na bobulich prevazuji kvasinky rodu Candida. Z bobuli mohou
byt taktéZz izolovany nékteré basidiomycetni druhy rodu Cryptococcus sp., Rhodotorula sp.
a Rhodosporium sp., Sporobolomyces sp. (Barata et al., 2012), které jak uvadi Clemente-Jimenez et al.
(2004), prevazuji (co do poctu) nad askomycetami a to zejména v oblastech s chladnéjsim klimatem.
Na bobulich se muZe vyskytovat i kvasinkovity mikroorganismus Aureobasidium pullulans (Siroce
rozsiteny saprofyt ve fylosfére), ktery je povaZovany za potencialniho Cinitele potlacujiciho rozvoj
Sedé plisné Botrytis cinerea. Zajimavosti je, Ze rod Saccharomyces se na povrchu bobuli vyskytuje jen
ve velmi nizké koncentraci (zpravidla se uvadi 10 — 100 CFU-g™") (Fleet et al., 2002) a v fadé studif
zabyvajicich se identifikaci kvasinkové populace nebyl na bobulich detekovan (Combina et al., 2005;
Raspor et al., 2006).
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2.4.1.2 Druhy kvasinek vyskytujici se ve vinném mostu

Fermentace vinného mostu je hlavni proces, pti kterém kvasinky pozitivné prispivaji k chutové
strance vina (Henschke, 1997) a to hned nékolika zpUsoby. Kvasinky utilizuji slozky vinného mostu
a produkuji ethanol a dalsi organické latky (vyssi alkoholy, estery aj.), které napomahaji extrakci
chutovych latek z pevnych sloZek bobuli. TaktéZz produkuji enzymy, které transformuji neutralni
slozky bobuli na senzoricky aktivni slouceniny a produkuji fadu sekundarnich metabolitd, jako jsou
napriklad organické kyseliny, alkoholy, estery, polyoly, aldehydy, ketony, tékavé slouceniny siry
(Lambrechts a Pretorius, 2000).

Fermentace vinného mostu muiZe byt rozdélena na dva typy. Jedna se bud o pfimo inokulovany
most za pouZziti komerénich kmen( kvasinek (fizené kvaseni) nebo se k procesu kvaseni vyuZiva
pfirozena mikrofléra pochazejici z povrchu bobuli. Tento proces se nazyva spontanni kvaseni (Bisson,
2004). Populace kvasinek v ¢erstvém mostu se pohybuje v rozmezi 10° — 10° CFU-mI™. Z toho 50 —
70 % tvofti rod Hanseniaspora (Kloeckera sp.) (Fleet, 2001).

log (cfu mL=1)

Obr. 5: Zmény populace nékterych druhi kvasinek béhem spontdnniho kvaseni. Sc: Saccharomyces cerevisiae,
Cs: Candida stellata, Kt: Kluyveromyces thermotolerans, Hu: Hanseniaspora uvarum, Mp: Metschnikowia
pulcherrima, Pk: Pichia kluyveri (Mills, 2002).

Postupnou biokonverzi vinného mostu na vino zahajuji zejména druhy Hanseniaspora uvarum
(Kloeckera apiculata), Hanseniaspora valbyensis, Candida stellata, Torulaspora delbrueckii
(Candida colliculosa) a Metschnikowia pulcherrima (Candida pulcherrima) (Schuller et al., 2005). Rlst
téchto kvasinek je limitovan, vyskytuji se obvykle béhem 2 — 4 dnl fermentace. Poté je fermentace
prevzata a dokonéena druhem S. cerevisige (az 108CFU-ml™). Zmény populace nékterych druhi
kvasinek béhem spontdnniho kvaseni jsou zndzornény na obr. 5.

Kvasinky nalezené v mostu Ize rozdélit do c¢tyr hlavnich skupin. Prvni tfi skupiny zahrnuji kvasinky,
které nepatfi do rodu Saccharomyces (tzv. nesaccharomycetni druhy), ¢tvrtou skupinu druhy rodu
Saccharomyces:
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(i) Kvasinky, kteréjsou zvelké Ccasti aerobni (Pichiasp., Debaryomyces sp.,
Rhodotorula sp., Candida sp., Cryptococcus sp.).

(i) Apikulatni druhy snizkou fermentacni aktivitou, tedy schopnosti metabolizovat
sacharidy na alkohol (K. apiculata, H. uvarum, K. apis, K. javanica).

(iii) Kvasinky, které maji stfedni fermentacni aktivitu (KI. marxianus, Torulaspora sp.,
Zygosaccharomyces sp.).

(iv) Druhy a kmeny rodu Saccharomyces (Torija et al., 2001; Combina et al., 2005).

Kvasinky rodu Saccharomyces hraji hlavni roli pfi anaerobni preméné vinného mostu na vino. Diky
vysoké toleranci k ethanolu se do procesu zapojuji v pozdéjsich fazich fermentace. Taxonomie rodu
Saccharomyces prodélala v poslednich desetiletich vyznamné zmény. Rod Saccharomyces byl v roce
1970 rozdélen van der Waltem na Saccharomyces sensu stricto (v uzSim slova smyslu)
a Saccharomyces sensu lato (v SirSim slova smyslu). Komplex Saccharomyces sensu lato zahrnuje
druhy, které jsou vzdalené pribuzné s druhem S. cerevisiae. Jmenovité se jednd o druhy S. dairensis,
S. castelii, S. exiguus, S. servazii, S. unisporus, S. barnetti a S. spencerorum. Komplex Saccharomyces
sensu stricto je tvoren osmi druhy. Jednd se o kvasinky S. cerevisiae, S. bayanus, S. paradoxus,
S. pastorianus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. cariocanus a nové popsany druh S. arboricolus izolovany
védci Wang a Bai vroce 2008 zdubové klry (Quercus fabri). Vyvoj taxonomie komplexu
Saccharomyces sensu stricto je znazornén na obr. 6.

Navzdory faktu, Ze komplex je jiz delS$i dobu studovany, klasifikace neni doposud definitivni.
Naptiklad ndzev druhu S. cariocanus byl poprvé navrien vroce 2000 (Naumov et al.,, 2000),
ale nékteré studie uvadi, Ze se jedna o tzv. ,americkou variantu” druhu S. paradoxus (Liti, 2006;
2009). Nicméné v literature je stale uvadén jako druh S. cariocanus (Naumov et al., 2010). S. bayanus
ma dvé variety a je stale diskutovano, zda nazev S. bayanus var. uvarum by nemél byt zpatky
ptifrazeny jeho plvodnimu druhovému oznaceni S. uvarum (Naumova et al., 2005; Rainieri et al.,
2006; Scannell et al., 2011).

Druhy S. cerevisiae, S. bayanus a S. pastorianus jsou dlouha |éta spojovany s kvasnym primyslem
a pekarstvim. S. pastorianus byva Casto spojovany s produkci piva. Predpokladd se, Ze se jedna
o hybrid S. cerevisiae a S. bayanus (Rainieri et al., 2003; Rainieri et al., 2006; Nakao et al., 2009; Dunn
a Sherlock, 2008). Druh S. paradoxus je Siroce rozsiteny v pfirodnim prostiedi, ¢asto spojovany
s pryskyrici na kdrfe strom( a taktéz byva izolovdn z pad (Sniegowski et al., 2002). Dalsi druh
S. kudriavzevii byl taktéz izolovan z kliry stromu a jako hybridni vinafsky kmen (Sampaio a Goncalves,
2008; Gognies et al., 2006; Querol a Bond, 2009).

Ekologicky a komeréni vyznam téchto kvasinek ma za nasledek, Zze se ¢asto klade poZzadavek
na rychlou identifikaci jednotlivych zédstupcli komplexu Saccharomyces sensu stricto (Makino et al.,
2010). Rozliseni a taxonomické zarazeni téchto druhl pouZitim zakladnich morfologickych
a asimilacnich testl je velmi obtizné, a proto jsou za Gcelem identifikace voleny metody genotypové
(kapitola 2.3) (Muir et al.,, 2011). Mozné spektrum molekuldrnich metod je nyni Siroce dostupné
(Kurtzman, 2006) a kazda metoda ma své vlastni vyhody a nevyhody s ohledem na cil prace, cenu,
dostupné zafizeni, rychlost a spolehlivost vysledkll. Metody zavislé na PCR a sekvenaci jsou
nejbéinéji pouzivané a diky své spolehlivosti ¢asteéné vytladuji fyziologické testy (Ubeda et al., 2009).
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Obr. 6: Vyvoj taxonomie komplexu Saccharomyces sensu stricto (Dedk a Beuchat, 1996).

SloZeni vinného mostu predstavuje podminky, které jsou vzdalené od optimalnich podminek
vhodnych pro vétSinu mikroorganism0. Kvasinky se musi pfizplsobit nizkému pH (2,9 —3,8), vysoké
osmolarité (az 300 g-I™* sacharidd) a zpravidla také vysoké koncentraci SO, (40 — 100 mg-I™). Navic
biologickd aktivita kvasinek zpUsobuje béhem fermentacniho procesu ridzné stresové podminky.
Jedna se napf. o limitaci Zivinami (napf. dusikem, ktery je pfitomen na zacatku fermentace v mnozstvi
50-600 mg™ a je brzo vylerpan), ménici se teplotu a toxické prostiedi navozené rostouci
koncentraci ethanolu (findlni koncentrace 11— 14 obj%). Vinné kvasinky maji tedy wvyvinuté
mechanismy, které jim dovoluji rozpoznat ménici se podminky prostfedi za Uéelem udrZeni integrity
buriky a jeji metabolické aktivity béhem celého fermentacniho procesu (Bauer et al., 2000; Boer et
al., 2003; Kwast et al., 2002; Alexandre et al., 2001). BEhem fermentacniho procesu dochazi k expresi
rGznych genl kvasinek, jakoZto odezva narozdilné stresové podminky. Jedna se napf. o indukci
exprese pau gent, které souvisi jednak stvorbou bunécné stény a také s adaptaci na anaerobni
podminky (Rachidi et al., 2000; Rossignol et al., 2003). Dale mlze dochazet k navysené expresi genl
rpr, rop, rps22a, rplia, rpséb, které se podileji na procesu kompletace ribozom{, syntéze proteind,
metabolismu RNA a syntéze nukleotid( (Pizzaro et al., 2007).
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2.4.1.3 Role kvasinek pfi vyrobé vina

Hlavni charakteristikou procesu vyroby vina je konverze sacharidd (zdrojl uhliku a energie)
obsaZenych v mostu na etanol. Zasadni roli pfi anaerobni transformaci vinného mostu na vino hraje
obecné zndmy druh S. cerevisiae, ktery cely proces fidi (Bisson, 2004).

Kvasinky obecné utilizuji slozky vinného mostu a nasledné fidi jejich biotransformaci
na aromaticky a chutové aktivni latky; dale produkuji enzymy transformujici neutralni slozky mostu
na chutové aktivni latky. Kromé etanolu patfi mezi metabolity produkované kvasinkami jesté
glycerol, kyselina octova a acetaldehyd. Sekundarni metabolity jsou pak tvoreny estery, vysSimi
alkoholy a organickymi kyselinami (Styger et al., 2011). Finalni senzorickd kvalita vina je vysledkem
velkého mnozstvi interakci mezi vséemi chemickymi slozkami bobuli/mostu a kvasinkami (obr. 7).

Fermentacni proces lze obecné rozdélit natfi casti: lag faze, ve které musi jednotlivé kmeny
kvasinek adaptovat svlj metabolismus na podminky mostu (napf. vysoky obsah sacharidd aj.).
V dalsi, tzv. exponencialni fazi roste biomasa exponencialné, je produkovana 1/3 ethanolu a hlavni
¢ast glycerolu. Posledni faze stacionarni je charakteristickd tvorbou zbylych 2/3 ethanolu, ale také
aromatickych latek, které se vyznamné podileji na kvalité findlniho produktu (Salmon et al., 1998).
Obr. 7 a obr. 8 znazornuji zapojeni rlznych metabolickych drah kvasinek podilejicich se na tvorbé

senzoricky aktivnich latek v pribéhu fermentace vinného mostu.

SLOUCENINY BOBUL{ METABOLISMUS METABOLIT/PRODUKT

— KATABOLICKE/ANABOLICKE DRAHY

Metabolismus cukr{ (glykolyza/TCA)
Metabolismus lipid{
Metabaolismus cukrd

ZIVINY BUKET

Estery, vyssi alkoholy, kyseliny
Karbonyly
Polysacharidy
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Aminokyseliny, NH,*, peptidy

Metabolismus dusikatych latek

Vyssi alkoholy, kyseliny, karbonyly

Sirany, sifi¢itany

Metabolismus siry

Tékave sirné slouceniny

.

~/

PREKURZORY ROZMANITE
| CHUTI A AROMA — BIOTRANSFORMACE SLOUCENINY
Glykosidy Hydrolyza I\élgtr‘wiggar(psgzéermnsoprenOIdy,

Nekonjugovane sekundarni

Redukce, esterifikace, dekarboxylace

Produkty transformace

METABOLIZOVANY

metabolity
. e s Vicefunkeni thioly s dlouhym
Cysteinované konjugaty Nehydrolyticke stépeni Yatdzeam
CHUTOVE AKTIVNI LATKY i
MOSTU, KTERE NEJSOU INTERAKCE PRODUKTY REAKCI

Karboxylové kyseliny

NEKTERE - TCA metabolicka draha

Karboxylové kyseliny, produkty
transformace

Polyfenoly

Sorpce na burky

Obr. 7: Interakce mezi kvasinkami a slozkami bobuli/mostu (Ugliano et al., 2009).
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Obr. 8: Schéma derivatizace a syntézy senzoricky aktivnich sloucenin ze sacharidd, aminokyselin a metabolismus
siry vinnymi kvasinkami (Kassemeyer et al., 2009).

V poslednich letech je ¢im dal vice vénovana pozornost roli kvasinek nepatficich do rodu
Saccharomyces. Autofi Jolly et al., 2003b a Ciani et al., 2010 ve svych publikacich demonstruji
moznost pouziti smésnych kultur (S. cerevisiae spolecné sjinou kvasinkou nespadajici do rodu
Saccharomyces), jakozto startovacich kmen(. Ukazuji, Ze tyto smésné kultury predstavuji snadnou
cestu ke zlepseni komplexnosti a zvySeni urcité specifické charakteristiky vina.

Dalsim zajimavym prikladem pouziti jinych druh( kvasinek nez je druh S. cerevisiae, je moznost
kontroly nezadoucich mikroorganisma. Existuji totiz druhy kvasinek, které mohou v rliznych fazich
fermentace produkovat slouceniny ovliviujici negativné organolepticky charakter produktu. Je tedy
snaha a potreba eliminovat potencidlni kontaminanty béhem rlznych fazi fermentacniho procesu.
V tomto pfipadé mohou hrat roli pfirozené antimikrobidlni Iatky, které byvaji produkovany pravé
nesaccharomycetnimi druhy (Ciani et al., 2011).

Vyznam kvasinek jinych, neZ je druh S. cerevisiae v procesu vyroby vina, spocivd zejména
v produkci velkého mnoZstvi rozmanitych slouéenin, které mohou mit zasadni vliv na kvalitu vina
(Fleet, 2003). Priklady pouZziti nékterych druhl jsou uvedeny v tab. 5. TaktéZ mozné synergické
interakce mezi odliSnymi druhy mohou mit znacny vliv na zlepsSeni findlni kvality vina (Mendoza et al.,
2007; Fleet, 2008).
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Tab. 5: Priklad nékterych nesaccharomycetnich druhi kvasinek a jejich vliv na zlepseni senzorického profilu vin.
Kvasinky s nizkou nebo stfedni fermentacni silou byvaji zpravidla pouZivdny ve smésnych kulturdch spole¢né
s kmenem S. cerevisiae.

Druh Zlepseni Nevyhody Citace

Snizeni tékavych kyselin
a acetaldehydu
Torulaspora delbrueckii Nizka produkce tékavych Stredni fermentacni sila Renault et al., 2009
fenoll
Zlepseni aromatického profilu
Malolaktické kvaseni
Zlepseni kyselosti Produkce H,S a merkaptand Volschenk et al., 2003
Stabilita

Schizosaccharomyces
pombe

Nizka fermentacni sila
Tvorba pyranoantokyanidi Vysoka produkce
(stabilni pigmenty) ethylacetatu a kyseliny
octové (Cista kultura)
Nizka fermentacni sila
Vysoka produkce
ethylacetatu a kyseliny
octové (Cista kultura)

Pichia quilliermondii Benito et al., 2011

Pichia anomala Produkce isoamylacetatu Rojas et al., 2003

Produkce 2-fenylethyl

Hanseniaspora osmophila , Nizka fermentacni sila Viana et al., 2008
acetatu
Hanseniaspora Produkce 2-fenylethyl s Y .
. 1asp . Y . yiethy Nizka fermentacni sila Rojas et al., 2003
guilliermondii acetatu
Candida stellata Zesileni produkce glycerolu Nizka fermentacni sila Soden et al., 2000
o Produk ter( kyseli
Williopsis saturnus ro u, c.e esterd ys? ny - . . Lee et al., 2010
octové (izoamylacetat, 2- Nizka fermentacni sila
(Hansenula saturnus) , Erten et al., 2010
fenylethylacetat)

2.4.1.4 Moderni pristupy v mikrobiologii vina: Produkce startovacich kultur

Béhem poslednich tficeti let byla upfena pozornost na ekologii, biochemii, fyziologii a molekularni
biologii kvasinek spojovanych s produkci vina; byl sledovany vliv kvasinek na chemii vina a na jeho
senzorické vlastnosti (Pretorius, 2000; Fleet, 2003, 2007; Swiegers et al., 2005). V poslednich letech
se producenti snaZi uvadét nové typy vin (Fleet, 2008). Pozornost védecké spolecnosti je tedy
zamérena na testovani a samotnou aplikaci rznych kmen( kvasinek (i nesaccharomycetnich kmenu)
jakoZto startovacich kultur. Cilem aplikace vlastnich startovacich kultur je dosdhnout charakteristik
vina, které by byly odliSitelné od ostatnich a potlacit tzv. uniformitu vin zapti¢inénou pouZzitim
komercné dostupnych kment (Fleet, 2008). Inokulace mostu technologicky charakterizovanym
kmenem S. cerevisiae nabizi fadu vyhod oproti spontanni fermentaci, pfedevsim moZnost proces fidit
a kontrolovat. Specifické prispévky k organoleptické kvalité vina jsou taktéz ovlivnény vlastnostmi
pouzitého startovaciho kmene (Gonzalez et al., 2012). V poslednich letech je tedy mezi producenty
vina snaha izolovat kvasinky z vlastnich vinic. Jak uvadi Suarez-Lepe a Morata (2012) a Capece et al.
(2010), selekce kmen( nabizi novou cestu aplikace kmen( S. cerevisiae nebo i jinych oenologickych
druhd, coz ve vysledku mlze upravit senzoricky profil nebo technologické vlastnosti vin.

Proces selekce novych kmenU obvykle zacind izolaci vétsiho mnozZstvi pfirozené se vyskytujicich
kvasinek zrdznych substratd, jako jsou bobule, erstvy most nebo most béhem pozdéjsich fazi
spontanni fermentace. Spontanni fermentace je povazovdna stejné jako bobule za dobry zdroj
pro izolaci a selekci novych prdmyslovych kmenU (Fleet et al., 2002; Fleet, 2008; Gonzalez et al.,
2012). Fleet (2008) popisuje, ze plvodni kmeny kvasinek jsou obvykle spojeny s urcitou odridou
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v dané specifické geografické oblasti a diky izolaci téchto kmenU z bobuli a jejich nasledné aplikaci
mUzZe byt zachovan regionalni charakter a tzv. terroir mistnich vin.

Selektované kmeny, které maji byt pouZzity jako startovaci kultury, musi mit vhodné oenologické
neboli technologické vlastnosti a musi splfovat rfadu dulezitych kritérii popsanych nize. Kompletni
oenologické vlastnosti, které mohou ovliviiovat senzorické a technologické vlastnosti mohou byt
rozdéleny do tfi velkych skupin uvedenych na obr. 9.

Povrchové viastnosti Metabolické vlastnosti

Osmotolerance

Adsorpce barviv

Adsorpce aromat a off-flavouru
Uvolfiovani polysacharidiia
manoproteini bunéénych stén
Flokulaéni vlastnosti

- Absence b-glykosidazové aktivity (k
upravé stability barvy u ¢ervenych
vin)

- Produkce b-glykosidazové aktivity
(zvySeni aromatického charakteruu
bilych vin)

- Zlep3eni struktury produkei
polyalkoholl (glycerol, 2,3-butandiol

- Uprava aromatického profiluv
dusledku produkce vyssich alkohol,
esterl a jinych metabolitt

- Nizka produkce latek zpusobujicich
off-flavour (metabolismus siry, napf.
produkece H,S aj.)

- Nizka produkce toxickych
metabolitd (methanol)

- Degradace/produkce kyseliny
jableéné a octové

- Produkece kyseliny mlééné a
sukciniové

Fyziologické vlastnosti

Vysoka fermentaéni sila

Vhodna fermentacni kinetika pfi
riznych teplotach
Rezistence k SO,

Rezistence k fermentaénimu stresu
Rezistence k médi

Nizky pozadavek na obsah dusiku v
mostech

Obr. 9: Souhrn kritérii selekce autochtonnich kvasinek urcenych pro komeréni pouZiti
(Sudrez-Lepe a Morata, 2012).

Co se tycCe zasadnich technologickych pozadavk( kladenych na kmeny kvasinek, tak prvotnim
kritériem pfi vybéru kmene je tzv. fermentacni rychlost neboli sila. Jednd se o sled kratké lag faze,
rychlé fermentace a vétSinou kompletni spotfeby cukr pfitomnych v mostu. Fermentacni proces
obecné nesmi byt pfilis dlouhy; musi se predejit vieklé fermentaci. Dobra fermentacni sila je
bezpochyby spojend se schopnosti kmene odoldvat stresovym podminkam, které jsou spojené
se vSsemi fazemi vyroby vina. Jedna se o osmoticky stres zplsobeny vysokou koncentraci redukujicich
sacharidd a o oxidacni stres zpUsobeny narustem koncentrace ethanolu, dale pak o rezistenci k SO,,
teplotnimu stresu a nizké pozadavky na obsah dusiku v mostech (Gonzalez et al., 2012; Sudrez-Lepe
a Morata, 2012).

Dalsi poZzadovanou charakteristikou je schopnost produkovat antimikrobidlni latky jako jsou
killerové toxiny. U kmen( S. cerevisiae jsou popsany tfi formy toxin( a to K1, K2 a K28. Toxiny jsou
schopny inhibovat rlist kmen(, které neprodukuji killerovy toxin, anebo které produkuji toxin
odlisného typu. Vysledkem produkce toxinl je schopnost eliminovat nezadouci kvasinky a predchazet
tak znehodnoceni vin (Gulbiniene et al., 2004; Janderova a Bendova, 1999).

Schopnost kmene flokulovat je dalsi vlastnost, kterou musi kmen disponovat (Pretorius et al.,
2000; Soares, 2010). Je vsak Zadouci, aby kvasinky setrvavaly urcitou dobu béhem procesu kvaseni
ve stabilni suspenzi a proto pfilis silna flokulac¢ni vlastnost neni vhodna (Ortiz et al., 2013). Navic, jak
uvadi Pretorius (2000) flokulace kvasinek se jevi byt spojena s vyssi produkci ester(.

Co se tyCe metabolickych aktivit kvasinek, tak je poZadovdna nizka produkce H,S, dale
degradace/produkce kyseliny jableéné a octové, navyseni produkce polyalkoholl jako je glycerol

33



a 2,3-butandiol, které zlepsuji vysledny organolepticky charakter vin. Dalsi metabolické aktivity jsou
uvedeny naobr.9. Zadouci jsou takté? nékteré enzymatické aktivity (zejména
u nesaccharomycetnich druht), kdy enzymova degradace nékterych strukturnich slozek bobuli mize
zlepsit kroky vinifikace, jako je napf. extrakce barviv, uvolnéni aromatickych latek apod. Jedna se
predevsim o aktivity: celuldzova, B-glukosidazovd, glykosidazovd, ester-hydroldzova a proteazova
(Delcroix et al. 1994; Comitini et al., 2011; Suarez-Lepe a Morata, 2012; Redzepovic et al., 2003).
Souhrnné lze tedy fici, Ze samotny proces selekce kmenU zacina izolaci a ziskem Cistych kultur
vétsiho mnoistvi kvasinek rodu Saccharomyces, dale pak kmenovou identifikaci S. cerevisiae,
testovanim daného kmene na vybrané oenologické vlastnosti a aplikaci daného kmene v priimyslu.

2.4.2 Kvasinky spojené s vyrobou syri

V dnesni dobé existuje velké mnozstvi rliznych druhl syr a vyskyt kvasinek, jakoZto sekundarni
mikrofléry, je zdvisly natypu aplvodu. V porovnani svinem je vSak tento systém z hlediska
kvasinkové mikroflory doposud vyrazné méné popsany. V pribéhu vyroby syrl se uplatriuji
predevsim bakterie. Na druhou stranu i pres to, Ze kvasinky hraji spiSe sekunddrni ulohu, je jejich role
zejména béhem zrani syrl, nezastupitelna (Addis et al., 2001; Corsetti et al., 2001).

Syry predstavuji znacné heterogenni fyzikalné-chemické prostiedi, coZz umoznuje jejich soucasnou
kolonizaci rfadou mikrobidlnich druh(, které jsou schopné utilizovat ridzné uhlikaté substraty.
Mikrofléra syrl je obecné slozena z rliznych druhd bakterii, plisni a kvasinek. Schematicky prehled
fady mikroorganismil a funkce odlisnych mikrobidlnich skupin béhem vyroby syrl je znazornén
na obr. 10. Tyto mikroorganismy zlep3suji drznost a pfispivaji ke vzniku organoleptického profilu syr(
(Irlinger a Mounier, 2009).

Kultury Géastnici se Pivodni mikroorganismy Kultury Gcastnicise [ Puvodni mikroorganismy
povrchového zrani (kvasinky, plisn&, nestartovaci povr.choveh_o zrani (Micrococcineae, L
(kvasinky, plisn&) kultury BMVK) ) (Micrococcineae, staphylococcaceae, halofilni a
%P Eérust pH staphylococcaceae) alkalotolerantni BMK)

Funkce: Utilizace zbytkové laktdzy a kyseliny mlééné
(odkyseleni), proteolyza, lipolyza, tvorba aroma,
vznik barvy

Funkee: utilizace kyseliny mlécné a aminokyselin,
proteolyza, lipolyza, tvorba aroma, vznik barvy

Cerstvé mléko

Pasterizace L

b . (Vysoka diverzita
Startovaci kultury BMK nebo-termizace Aktinobakterii, Firmicutes
zahrnujicich nestartovaci

kultury BMK a Proteobakterie)

Acidifikace

Funkce: produkce kyseliny
mlécné, proteolyza, lipolyzy,
tvorba aroma

Obr. 10: Schematicky prehled fady mikroorganismi a funkce odliSnych mikrobidlnich skupin béhem vyroby syri
(Irlinger a Mounier, 2009).
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Kvasinky obecné predstavuji dllezitou soucast kultur ucastnicich se povrchového zrani syri
atozejména diky jejich toleranci k nizkému pH a vodni aktivité, ddle toleranci k vysokym
koncentracim soli a nizké teploté béhem skladovani (Fleet, 1990). TaktéZz maji schopnost produkovat
lipolytické a proteolytické enzymy a tvofit alkalické metabolity (Corsetti et al., 2001). V syrech byvaji
Casto nalezeny druhy rod( Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomyces, Yarrowia, Torulaspora, Zygosaccharomyces a kvasinkovity
mikroorganismus Galactomyces geotrichum (Corsetti et al., 2001). Nejvice zastoupeny jsou pak druhy
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae,
Yarrowia lipolytica, Trichosporon cutaneum a Torulaspora delbrueckii (Seiler a Busse, 1990; Bintsis et
al., 2000).

V pocateénich stadiich zrani syr( se kvasinky rozmnoZzuji velmi rychle. Maximalni koncentrace
bunék se miZe pohybovat v rozmezi 10° — 10° CFU-g™ (Roostita a Fleet, 1996). Obecnym trendem je
dominance kvasinek béhem pocatecnich stadii zrani syrl, kdy se nasledné do procesu zapojuji
bakterie (Corsetti et al., 2001).

Nejen bakterie, ale i nékteré kvasinky, se jevi byt vhodné jako startovaci kultury a to diky jejich
zajimavym technologickym vlastnostem. V mnohych pfipadech jsou kvasinky pouzivany jako
tzv. sekundarni startovaci kultury a byvaji vétSinou aplikovany za uUcelem zvySeni aroma
nebo k podpore ristu jinych mikroorganism( (Hui et al., 2004). Nicméné pfi selekci startovacich
kultur musi byt pozornost upfena na ekologickou adaptaci kmend pouZitych k inokulaci, k jejich
schopnosti kolonizovat a adaptovat se na podminky daného prostredi a k interakcim vyskytujicim se
mezi mikroorganismy. Navic pridavek mikroorganisma, vykazujicich specifickou funkci v isté kulture,
nemusi nezbytné vést ke stejnym fenotypovym vlastnostem ve smésné kultufe. VySe uvedené
odhaluje limitaci strategii zaloZenych na pridavku jednotlivych kmenl ke komplexni mikroflore
vyskytujici se pfirozené na povrchu syra (Irlinger a Mounier, 2009).

Jak bylo zminéno vySe, nékteré individudlni druhy kvasinek mohou mit konkrétni vliv
na organoleptické vlastnosti a texturu syrli a mohou byt tedy pouZzity jako startovaci kultury.

BéZné zastoupenym druhem v syrech je Debaryomyces hansenii. Druh D. hansenii je jeden
z osmotolerantnich druh(. Nicméné autofi Gori et al. (2005 a 2007) uvadi, Ze osmotolerance se muze
u jednotlivych kmen( lisit, nejvice osmotolerantni kmeny jsou pak schopny rlst v prostredi
obsahujicim az 24 % NaCl. Pro srovnani Ize uvést pfiklad, kdy rlst druhu S. cerevisiae (povazovany
za stfedné osmotolerantni druh) je inhibovan koncentraci soli nad 10 %. Schopnost odoldvat vysokym
koncentracim soli je dana intracelularni akumulaci kompatibilnich osmolytli — konkrétné glycerolu.
D. hansenii ma schopnost rlst pfinizkych teplotach anizké vodni aktivité. Tento druh miuze
asimilovat kyselinu mléc¢nou, citronovou stejné jako galaktdzu iv pritomnosti vyssich koncentraci
NaCl. Kmeny D. hansenii taktéz produkuji Sirokou skalu enzym, které pfispivaji ke zrani syrQ. Jedna
se zejména o enzymy proteolytické a lipolytické. Také byly detekovany dalsi enzymové aktivity jako je
fosfatazova, B-galaktosidazova a esterazova (van den Tempel a Jacobsen, 2000). Dale autofi Prillinger
et al. (1999) uvadi, Ze prevaha druhu D. hansenii v nékterych syrech muze sniZit riziko vzniku
druhu produkovat antimikrobialni latky. Znama je i schopnost produkce organolepticky aktivnich
latek, jako jsou napfiklad methylketony, 2-fenylethanol a S-methylthioacetat (Ferreira a Viljoen,
2003; Tamag a Fleet, 2009).

Druh Y. lipolytica je na rozdil od druhu D. hansenii schopen asimilovat velmi malo sloucenin a je
senzitivni k NaCl (rast je inhibovan jiz pri koncentracich 4 % NaCl a vice). Druh vykazuje silnou
lipolytickou a proteolytickou aktivitu; roste v prostiedi pH 4—-6 a pfiteploté 10 °C. Diky tfadé
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esencialnich vlastnosti mlze byt druh Y. lipolytica pouzity jako startovaci kultura. Jedna se
o schopnost rlstu a soutéZe s jinymi druhy kvasinek, kompatibilitu se startovacimi kulturami BMK
a pozadovanou proteolytickou aktivitu (Tamag a Fleet, 2009).

Dalsim druhem vyskytujicim se v syrech je kvasinkovity mikroorganismus Geotrichum candidum
(Galactomyces candidum). Tento druh je schopen rist pfi anaerobnich podminkach a pfivelkém
rozmezi pH (3 —11). G. candidum mze rlst na povrchu i uvnitf syrd, nicméné koncentrace bunék
uvnitf syrd je nizsi nez na povrchu. Druh vykazuje lipolytickou a proteolytickou aktivitu s produkci
extracelularnich protedz schopnych degradovat a- a B-kasein. Nékteré kmeny tohoto druhu vsak
disponuji nezadouci silnou proteolytickou aktivitou, coZz ma za nasledek nepfijatelnou hofkost syrd.
G. candidum muze byt také aplikovan spolecné sjinou startovaci kulturou (nejéastéji Penicillium
camemberti) (Tamag a Fleet, 2009).

Ve srovnani s vySe popsanymi druhy byva jen ztidka v syrech nalezen druh S. cerevisiae. Nicméné
tento druh se vyuziva taktéz jako startovaci kultura pfi vyrobé napf. syri Gorgonzola (Tamag a Fleet,
2009).

2.4.2.1 Role kvasinek béhem zrani syri

Zrani syrl je mikrobidlné a biochemicky komplexni proces. Na zac¢atku zrani tvaroh predstavuje
prirozené prostredi pro mikrobidlni rdst — polotuhé prostiedi s nizkou vodni aktivitou, nizkym pH
(zhruba 4,5), vysokou koncentraci soli zavislé na typu syru pohybujici se v rozmezi od 1,5 — 4 % NaCl,
vysokou koncentraci kyseliny mlééné, proteind, lipid a malé mnoZstvi zkvasitelnych cukrd (Irlinger
a Mounier, 2009; Jany a Barbier, 2008). Hlavni funkci kvasinek béhem zrani syr(i je metabolické
zpracovani kyseliny mlé¢éné s naslednym narustem pH z hodnoty 4,5 na 6,5 — 7,5 (Fleet, 2007),
coz umozni dominanci Zadoucim bakteridlnim druhlm (jako jsou napf. Brevibacterium linens,
Arthrobacter arilaitensis, Corynebacterium casei), které jsou senzitivni ke kyselému prostiedi
(Devoyod, 1990). Schopnost kvasinek fermentovat laktézu vede ktvorbé oxidu uhli¢itého a také
ke vzniku organolepticky aktivnich sloucenin, jako je etanol a acetaldehyd. Jakmile hodnota pH
vzroste nad 5,5, vzrlstd diverzita osmotolerantnich bakteridlnich druhl prispivajicich k zrani syra.
Kvasinky poté odumiraji, lyzuji a uvolduji nutriety, jako jsou vitaminy, aminokyseliny aj.,
které podporuji rlst bakterii (Fleet, 1990; Irlinger a Mounier, 2009; Boeckhout a Robert, 2003).

Kvasinky vykazuji lipolytickou a proteolytickou enzymovou aktivitu, coz také pfispiva ke zrani syra.
| pfes to, ze kvasinky jsou nedilnou soucasti mikrofléry béhem zrani syr(, je zndmo jen velmi malo
o specifité proteolytické a lipolytické aktivity (Boeckhout a Robert, 2003).

Fermentace mléénych produktd zahrnuje mikrobidlni interakce na nékolika Urovnich popsanych
nize. Interakce vedou k tomu, Ze odlisSné mikroorganismy hraji roli v pfispévku k fermentaci a k finalni
kvalité produktu. Jednda se o slozité interakce mezi primarni startovaci kulturou, kvasinkami a plisni
Penicillium sp. u plisnovych syri a mezi primarni startovaci kulturou, kvasinkami a bakterii
Brevibacterium linens a jinymi bakteriemi u povrchové zrajicich syr. Mikrobialni interakce neslouzi
jen krozvoji Zadoucich mikroorganism(, ale asistuji i pfieliminaci a kontrole rozvoje nezadouci
mikrofléry véetné specifickych kontaminujicich mikroorganisml a potencialnich patogend (Gori
a Jespersen, 2010).

Co se ty€e mechanism( Ucinku, jedna se zejména o synergismus nebo antagonismus. Synergismus
v potravindch spocivd ve vzajemném vyuzivani a produkci Zivin, dale ve zménach podminek
mikroprostiedi (napf. pH, redoxni potencidl, aktivita vody a,), nadegradaci specifickych
antimikrobialnich sloucenin a v kolonizaci sloZek potravin. Zapojené mikroorganismy maji z téchto
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zmén prospéch. Na druhou stranu antagonismus, ktery predstavuje nejvice prostudovanou interakci,
zahrnuje tvorbu antimikrobidlnich metabolitd, jako jsou organické kyseliny, ethanol a jiné alkoholy,
oxid uhlic¢ity, peroxid vodiku, diacetyl, produkci bakteriocinl, reuterind a killerovych toxin0, dale
soutéz o Ziviny a nepfiznivé zmény mikrobialniho prostredi (Corsetti et al., 2001; Gori a Jespersen,
2010).

2.4.3 Kvasinky jako kontaminanty fermentovanych potravin a ndpoji

Kvasinky se taktéZ mohou podilet naznehodnocovani potravin a napojd, zejména u téch,
které jsou kyselé a u nichZ je nizkd vodni aktivita (a,). Nékolik druhd je schopno kazit potraviny
produkované i za podminek dobré vyrobni praxe. Tyto mikroorganismy mohou pfeZivat a rlst
za stresovych podminek, pfi kterych nemusi soutézit s jinymi mikroorganismy (Loureiro a Malfeito-
Ferreira, 2003). Metabolické procesy kvasinek vedouci k znehodnoceni potravin a napojd jsou
uvedeny v tab. 6.

V pfedchozich kapitolach byl popsan pozitivni vliv kvasinek pfi vyrobé nékterych fermentovanych
potravin a napojUl, a to jak saccharomycetnich druhq, tak i druhl nesaccharomycetnich. Metabolicka
aktivita kvasinek je nezbytna béhem fermentacniho procesu. Co jsou tedy kontaminujici kvasinky?
V mnohych pripadech mikrobidlni kontaminace potravin neni jednoduse definovana, zejména pak
u produkce fermentovanych potravin a ndpojd, kde metabolity produkované mikroorganismy
pfispivaji k organoleptickym vlastnostem findlniho produktu. Je tedy velmi slozité definovat predél
mezi prospésnou a nezadouci metabolickou aktivitou. Z kulturnich a etnickych ddvodu je velmi maly
rozdil mezi tim, co je vnimdno jako znehodnoceni nebo na druhou stranu jako prospésna aktivita
mikroorganism0 (Fleet, 1992; Loureiro a Malfeito-Ferreira, 2003). Jednim z ptiklad( je produkce 4-
ethylfenolu rodem Brettanomyces/Dekkera sp., kdy druh Dek. bruxellensis je dnes povazovan
za hlavni pfi¢inu znehodnoceni vin. Pfi produkci ¢ervenych vin je povaZovan tento druh za kvasinku
kontaminujici, pokud vySe zminény sekundarni metabolit je pritomen v koncentraci vyssi nez
620 pg-I™". V ptipadé, Ze koncentrace dané latky bude nizsi nez 400 pg-I™" bude pfiznivé ovliviiovéna
komplexita aromatické stranky vina (Chatonett et al., 1992; Loureiro a Malfeito-Ferreira, 2003).

Tab. 6: Metabolické procesy kvasinek vedouci k znehodnoceni potravin a ndpoji (Dedk et al., 2008).

Proces Charakter znehodnoceni

Energeticky metabolismus

Fermentace Ethanol, CO,, organoleptické tékavé organické

Respirace kyseliny, estery, karbonylové slouceniny
Metabolismus dusiku

Proteiny Proteolyza produkt(

AMK Vyssi alkoholy, organické kyseliny, aminy
Degradace polysacharidd

Skrob Atenuace piva

Pektin Macerace rostlinnych tkani
Degradace lipidu

Hydrolyza TAG Uvolnovani volnych MK
Metabolismus siry

AMK, SO, H,S, dimethyl sulfid
Autolyza

Bunky MK, thiamin (kvasni¢ni pFichut/pachut)
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Boekhout et al. (2002) ve své prirucce popsal zhruba 800 druh( kvasinek, nicméné, pouze Ctvrtina
mUzZe byt izolovana z potravin a jen mald hrstka z nich hraje vyznamnou roli pti znehodnocovani
potravin. Kvasinky, které mohou zpUsobit nezadouci zmény v potravinach a napojich jsou uvedeny
souhrnné vtab.7. Kontaminujici kvasinky uvedené vtéto tabulce nemusi nutné pfispivat
ke znehodnoceni potravin. Mohou jen v potravinach prezivat, ale nejsou schopny rist a neovliviiuji
tedy senzoricky profil potravin (Loureiro a Malfeito-Ferreira, 2003). V tab. 8 jsou potom souhrnné
uvedeny nékteré druhy, které jsou povaZovany zavyznamné kontaminanty spolecné s jejich
vyznamnymi fyziologickymi vlastnostmi.

Tab. 7: Kontaminujici druhy a druhy zpusobujici znehodnoceni potravin a ndpoji
(Loureiro a Malfeito-Ferreira, 2003).

Nejcastéjsi kontaminanty

Mikroorganismy zpUGsobujici

Dalsi druhy zpUsobujici

(Desk a Beuchat, 1996) . znehodrlioceni znehodnoceni
(Pitt a Hocking, 1997) (Tudor a Board, 1993)
S. cerevisiae Dek. bruxellensis C. dattila
D. hansenii C. holmii C. globosa
P. anomala C. krusei C. humicola
P. membranifaciens D. hansenii C. lactis-condensi
R. glutinis H. uvarum Y. lipolytic
R. mucilaginosa P. membranifaciens C. parapsilosis
T. delbrueckii S. cerevisiae C. saké
Kl. marxianus Sch. pombe C. versatilis
I. orientalis Z. bailii C. zeylanoides
Z. bailii Z. bisporus Cryptococcus sp.
C. parapsilosis Z. rouxii Ha. antala
Z. rouxii Ha. subpelliculosa
C. zeylanoides KIl. marxianus
C. albidus P. burtonii
C. tropicalis P. fermentans
S. exiguus Sp. roseus
P. fermentans T. delbrueckii
H. uvarum Tr. cutaneum
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Tab. 8: Nekteré druhy kvasinek spojované se znehodnocovdnim potravin a ndpoji (Dedk et al., 2008).

Kvasinka Vyznamné vlastnosti
Debaryomyces hansenii Vysoce osmotolerantni; ¢asto nalezeny v solenych masnych produktech, syrech,
(Candida famata) nakladané zeleninég; zplsobuje biofilm na povrchu a off-flavour

Pomaly rlst, odolny vici ethanolu a CO,; hodné spojovana se znehodnocenim

Dekk ./Brett . _— . (o . L . ,
ekkera sp./Brettanomyces sp alkoholickych a sycenych napojl; zpUsobuje zakal, kyselou, fenolickou pachut a

(D. anomala, D. bruxellensis)

mysinu
Hanseniaspora uvarum Velmi odolny druh vici kyselému prostfedi; ¢asto spojovany se znehodnocenim
(Kloeckera apiculata) fermentovanych napojd
Kluyveromyces marxianus Fermentace laktozy; produkce pektolytickych a proteolytickych enzym; rist pfi 40 —
(Candida kefyr) 45 °C a i pfi nizkych teplotach; znehodnoceni mléénych a rostlinnych produktd
Wickerhamomyces anomalus Odolny vici kyselindm a osmotickému stresu; produkuje vysoké mnozstvi ethyl
(Candida pelliculosa) acetatu; zpusobuje kontaminace mléénych produktd, ovoce a pekafskych vyrobki

Pichia kudriavzevii

(Issatchenkia orientalis Tolerantni ke kyselému prostfedi, odolny vi¢i konzervantim; zplsobuje

Kontaminace béhem fermentace, tvorbu biofilmu pfi nizkém pH produktd

Candida krusei)
Pichia membranifaciens Oxidativni, ethanol tolerantni, odolny vici konzervantim; zpUsobuje biofilm a off-
(Candida valida) flavour mnoha produktt

Oxidativni; vykazuji lipolytickou, proteolytickou a pektolytickou aktivitu; casty
Rhodotorula sp. kontaminant povrchi mnéénych vyrobk(, masa, ovoce, zeleniny a pekarskych

produktt

.. Fermentacni znehodnoceni vétSiny potravin a ndpojd obhahujicich monosacharidy a

Saccharomyces cerevisiae disacharidy

Mirné tolerantni ke konzervantim, kyseliné octové a solim; fermentativni
znehodnoceni ovocnych $tav, sycenych ndpoji, majonéz, zeleninovych salatd,
mléénych a masnych vyrobka

Osmo a ethanol tolerantni; odolny vici konzervantiim, fermentativni znehodnoceni
produktd s vysokou koncentraci sacharidd a alkoholickych napojt

Oxidativni, vykazuje silné proteolytické a lipolytické aktivity, mirné tolerantni
k nizkému pH, vysoké koncentraci soli a konzervant(; zpGsobuji off-flavour a zmény
v textufe masa a mléénych vyrobkd

Odolny vi¢i  konzervantim, kyselinam, ethanol tolerantni; fermentativni
znehodnoceni ovocnych $tdv, dZusd, sirupovych koncentratd, alkoholickych napoju
Osmotolerantni, rezistentni vi¢i konzervantiim, fermentace dzusd, sirupl, medu,
marmeldad, cukrovinek, suseného ovoce

Kazachstania exiguus
(Candida holmii)

Schizosaccharomyces pombe

Yarrowia lipolytica
(Candida lipolytica)

Zygosaccharomyces bailii

Zygosaccharomyces rouxii

Mikrobiadlni znehodnoceni vin muiZe byt zplsobeno jak aktivitou bakterii mlécného kvaseni
a octovymi bakteriemi, tak také kvasinkami. V mnohych pfipadech se jednd o kontaminace
bakteridlniho plvodu. Na druhou stranu jsou v dnesni dobé nékteré druhy kvasinek obdvanou
kontaminaci vedouci k velkym ekonomickym ztrdtam. Nejcastéjsimi projevy znehodnoceni mohou
byt tvorba filmu u skladovanych vin, sedimenty, produkce plynd v Idhvich a mozny nezadouci zapach
a chut vyskytujici se ve vsech stadiich fermentaéniho procesu (Kunkee a Bisson, 1993). Ve viné
se poté vétSinou nachdzi vétsi mnoiZstvi esterll, kyseliny octové a sirovodiku. U vin, kterd jsou
vystavena vzduchu, se na povrchu muize vytvaret film slabé fermentativnich nebo oxidativnich rodu
kvasinek, jako je Candida sp., Pichia sp. nebo Hansenula sp. Nékteré druhy téchto rodl jsou schopny
oxidovat ethanol, glycerol a organické kyseliny. Ve vysledku dostdvame vina s vysSSim obsahem
acetaldehydu, ester(l a kyseliny octové, coZ je pro senzorickou kvalitu vina neZzadouci (Sponholz,
1993). Jak Zadouci, tak nezadouci kvasinkova mikroflora mlze produkovat latky zpUsobujici vady
a nemoci vina (du Toit a Pretorius, 2000). Napftiklad je mozné zminit schopnost nékterych kmenu
S. cerevisiae produkovat nadprahové koncentrace H,S. (Renouf a Lonvaud-Funel, 2007) Priklady
nékterych druhd kvasinek a jejich negativni plsobeni na kvalitu vina jsou uvedeny v tab. 9.
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Tab. 9: Mozné kontaminujici kvasinky a priklady jejich biochemické aktivity zptsobujici vady vina
(Martorel et al., 2006; Dias et al., 2003; Thomas, 1993; du Toit a Pretorius, 2000).

Druh

Potencialni vliv na kvalitu vina

Vada

Brettanomyces/Dekkera

Dek. bruxellensis

Produkce tékavych fenoll
Velkého mnozstvi kyseliny octové

Mysina
Zemita nakaza

Candida sp. , v .
. P Vina vystavena pfistupu vzduchu — tvorba filmu )
C. vini . . Tvorba filmu
Oxidace ethanolu — vysoka koncentrace v
C. stellata acetaldehydu, tékavych kyselin a ester( Kris
C. krusei yas, yeh iy
Produkce vysoké koncentrace kyseliny octové; velké Kis
H. uvarum mnozstvi ethylacetatu, isoamylacetatu a -
Octovaténi

methylbutylacetdtu a tvorba filmu

M. pulcherrima

Tvorba filmu; produkce velkého mnozstvi
ethylacetatu a acetaldehydu

Tvorba filmu

Pichia sp.
P. membranifaciens

Tvorba kozky; produkce velkého mnoZstvi
acetaldehydu

Tvorba kozky

S. cerevisiae

Re-fermentace vin se zbytkovym cukrem
Produkce H,S

Re-fermentace
Sirka

S. luidwigii Vysoka koncentrace acetaldehydu -

Sch. pombe Re-fermentace lahvovych vin; deacidifikace Re-fermentace

Sekundarni fermentace vin s velkym mnoZstvim CO,
Z. bailii Turbidita a sedimentace Kiis
Vysoka produkce kyseliny octové a ester(

Moiné vady lze taktéZ sledovat i uprodukce syri. | pres to, Ze kasinky jsou povaZovany
za dllezité mikroorganismy Ucastnici se zrani syrli, mohou nadruhou stranu zpUsobovat
i kontaminace. Rozdil mezi prospésnou a nezadouci funkci kvasinek je, stejné jako v pripadé produkce
vina, kmenové zavisly (Addis et al., 2001). Kvasinky byvaji nalezeny v ¢erstvém nebo pasterizovaném
mléce ve velmi nizké koncentraci pohybujici se od 10" do 10° CFU-mI™ a z divodu skladovéani mléka
pfi nizkych teplotach byvaji vétSinou prerosteny psychrofilnimi bakteriemi. Nicméné v nepfitomnosti
bakteridlni soutéze je mléko vybornym substrdtem pro rozvoj kvasinek. Kvasinky tak mohou
dosdhnout koncentrace 10° a7 10° CFU-mlI™ (Roostita a Fleet, 1996). Proto jsou fermentované mlé¢né
produkty nachylné ke kvasinkové kontaminaci (zvysuji kyselost a omezuji tedy ¢innost bakterii a jejich
soutézeni o Ziviny). Mezi bézné defekty syrli patfi produkce plynd, kvasnicovy a jiny zapach, zména
barvy a textury (Jacobsen a Narvhus, 1996). Jako pfiklad mGZeme uvést napf. druh Y. lipolytica,
ktery maZe skrze oxidaci tyrosinu zplUsobovat hnédé skvrny na povrchu syr( (Carreira et al., 1998).
Touto tyrozindzovou aktivitou mohou disponovat i jiné druhy, napf. D. hansenii (van den Tempel
a Jacobsen, 2000).
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3 CiLE PRACE

Experimentdlni ¢ast predlozené disertacni prace je zaméfena naizolaci, identifikaci
a charakterizaci kvasinek spojenych s vyrobou jihomoravského vina a s produkci ruéné vyrabénych
syrd pochazejicich ze zemi zapadniho Balkanu. Jednotlivé dilci cile prace jsou potom nasledujici:

o) Prostudovat kvalitativni zastoupeni kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismi
pfi vyrobé moravskych vin.

o) Z izolovanych kvasinek ziskanych z vinice a ze spontanné kvasenych mostd identifikovat
kmeny rodu Saccharomyces anasledné otestovat jejich vhodnost pro aplikaci
ve fermentaénim procesu vyroby vina.

o) Zhodnotit zastoupeni kvasinkové mikrofléry tradicnich rucné vyrabénych syru
produkovanych zemémi zapadniho Balkanu (Srbsko, Chorvatsko).

o Otestovat nové navrienou semi-kvantitativni metodu zaloZenou naanalyze

metagenomické DNA, kterd je urcena k pfimé analyze kvasinek a plisni ze vzork( syrt
a jejich meziproduktl (metoda ITS genomova knihovna spojena s restrikéni analyzou).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Jak jiz bylo zminéno, diverzita a sloZeni kvasinkové populace pfispiva k senzorickému charakteru
vina (Romano et al.,, 2003; Fleet, 2003a; Jolly et al., 2006), a proto jsou tedy moderni
biotechnologické pfistupy pfijeho vyrobé zaméreny zejména na monitoring mikrobialni populace
(charakterizace mikrobialniho slozeni béhem fermentacniho procesu), na kontrolu kvasného procesu
z hlediska rozvoje nezadouci kvasinkové mikrofldry a taktéz na selekci a vyuziti startovacich kultur
kvasinek izolovanych z vlastnich vinic (Ciani et al., 2011). Jak bylo uvedeno v Uvodu a teoretické Casti
prace, kvasinky jsou nedilnou soucasti mikrobidlni populace nejen pti produkci fermentovanych
napoju, ale taky hraji daleZitou roli pfi vyrobé jinych potravin, jako jsou napt. syry. Diky specifickym
enzymatickym aktivitam pfispivaji k jejich zrani (Boeckhout a Robert, 2003) a stejné jako pfi produkci
vina ovliviuji senzorickou kvalitu vysledného produktu. Disertacni prace je tedy zamérena
na identifikaci kvasinek izolovanych béhem procesu produkce moravskych vin a na identifikaci
a komplexni studii kvasinkové mikrofléry spojené s tradi¢né ru¢né vyrabénymi zahrani¢nimi syry.

PredloZzend prakticka ¢ast disertacni prace je rozdélena na tfi ¢asti. Prvni ¢ast se vénuje sledovani
biodiverzity povrchu bobuli a monitoringu kvasného procesu z hlediska kontroly rozvoje kvasinek
a charakterizace mikrobidlniho sloZeni spontanné kvasenych mostl pfi vyrobé éerveného a bilého
vina. Druhd d¢ast je zaméfena naidentifikaci, testovani a naslednou aplikaci vybraného
autochtonniho kmene S. cerevisiae v praxi. Posledni ¢ast se zabyva identifikaci kvasinek spojenych
s tradi€né rucné vyrabénymi zahranic¢nimi syry. Soucasti posledni casti je i navrh, zavedeni
a zhodnoceni semi-kvantitativni identifikacni metody urcené k pfimé charakterizaci kvasinek a plisni
v potravinovych matricich.

Souhrnné schéma dil¢ich bodd praktické casti disertacni prace je uvedeno na obr. 11. Vysledky
jsou zpracovany formou komentard k pracim, které byly publikovany v odbornych mezinarodnich
impaktovanych casopisech nebo byly zaslany/pfijaty k recenznimu fizeni. Jednotlivé ¢lanky jsou
uvedeny v pfilohdch 1-5 nakonci prace. Data, kterd nejsou soucdsti publikaci, jsou uvedena
i s diskuzi v prislusné kapitole.

Hlavnimi pouZitymi metodami byly predevsim molekularni typizacni techniky zaloZené
na polymerazové retézové reakci (PCR): ITS-PCR-RFLP za pouziti tfi aZz sedmi restrikénich
endonukledz, PCR-fingerprinting (rep-PCR, RAPD), amplifikace delta oblasti za pouziti PCR, LSU-DGGE,
sekvenace oblasti ITS rDNA a sekvenace oblasti D1/D2 LSU rDNA (pfiprava klonovanim do plazmidu).
Zavedena a zhodnocena byla i novd semi-kvantitativni metoda zaloZzena na konstrukci ITS genomové
knihovny spojené srestrikéni analyzou. Genomova DNA byla zkvasinek izolovana za pouziti
komercné dostupnych souprav pro izolaci DNA. TaktéZ byly pouzity klasické identifikaéni metody —
fyziologické testy (cca 60 testll). Detailni informace o pouZitém materidlu a metoddach jsou uvedeny
v jednotlivych publikacich v pfilohach disertacni prace. Pokud pfislusna metoda neni soucasti nékteré
z publikaci, je popis provedeni metody uveden v textu disertace jako pozndmka pod c¢arou.
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Obr. 11: Souhrnné schematické zndzornéni praktické cdsti predloZené disertacni prdce.



4.1 Identifikace kvasinek izolovanych z bobuli a béhem procesu vyroby moravskych vin

V soucasné dobé existuje fada studii zabyvajicich se monitoringem kvasinkové populace na mnoha
vinicich na svété. Autochtonni mikrofléra, pfitomna na bobulich, je vSak regionalné specificka a jeji
sloZeni zavisi i na dalSich faktorech, jako je napf. pocasi, druh oSetfeni vinice aj. (Fleet et al., 2002).
Pfi spontanni fermentaci, kterd pomahda zachovavat regionalni charakter vina, vstupuje do procesu
primarni (kmeny vyskytujici se na bobulich) a sekundarni mikrofléra (pochazi z prostfedi zpracovani
bobuli). Diverzita a sloZeni kvasinkové populace vyrazné pfrispivaji k senzorickému charakteru vina.
Rast kazdého druhu je doprovazen jejich specifickymi metabolickymi aktivitami, které ovliviuji
koncentrace organolepticky aktivnich latek a tedy findlni senzorickou kvalitu daného produktu.
Z tohoto davodu je dlleZité stanovit sloZzeni mikrofléry v prabéhu vyroby vina (Romano et al., 2003;
de Melo Pereira et al., 2010; Jolly et al., 2006).

Za Ucelem monitoringu a zhodnoceni kvalitativniho zastoupeni kvasinek v pribéhu kvasného
procesu vyroby vin byly analyzovany spontanné kvasené mosty pripravené z bobuli pochazejicich z (i)
konvencné, (ii) integrované a ekologicky osetfené vinice. Soucasné byly kvasinky izolovany i z bobuli
a to za Ucelem stanoveni sloZzeni mikrofléry vstupujici do procesu vyroby vina a taktéZ k posouzeni
pfipadného vlivu pouZité agrotechniky. Na zakladé nejen regionality produktu, aleirdznych typl
oSetfeni vinice, byly vzorky odebirany ve dvou podoblastech jihomoravské vinarské oblasti:
velkopavlovicka — konvencni vinice a mikulovska — integrovand a ekologickd vinice. Z diivodu
odlisného roku izolace kmen(, rozdilné vinice a pouZité odriady, byla identifikace kvasinek
izolovanych z bobuli pochazejicich z konvencné osetfené vinice a v pribéhu vyroby vina z téchto
bobuli feSena jako samostatna problematika a je tedy zpracovdna jako oddélena kapitola.

Konvencni zpUsob péstovani vinné révy je bézny a drive nejvice uZivany zplsob obhospodafovani
vinice. K oSetfeni vinice lze pouZit vSechny komercéné dostupné preparaty (hnojiva, chemické
pesticidy). V tomto systému je vSak nejvice narusena prirodni rovnovaha na vinohradu. Na druhou
stranu integrovany a ekologicky zplsob zemédélstvi ma za cil dosdhnout optimalnich vynosa vyssi
kvality cestou, kterd nezatéZuje Zivotni prostfedi. Ekologickd produkce se fidi podle smérnice
2093/91 EU a v Ceské republice navic jesté zdkonem 242/2000 Sb. a vyhldskou 53/2001 Sb.
v aktudlnim znéni. Integrovand produkce predstavuje zplsob zemédélského hospodareni,
ktery upfednostiiuje pfirozenéjsi alternativy ochrany rostlin a zaroven snizuje zavislost
na pesticidech. Jde o prechod mezi konvenénim a ekologickym systémem. Oba pfistupy (ekologicky
i integrovany) jsou zaloZeny na minimalizaci, respektive Uplném vylouceni pouziti hnojiv a jakychkoliv
chemickych posttik( (http://eagri.cz). V soucasné dobé predstavuji vyrobky ekologického zemédélstvi
pro fadu spotrebitell atraktivni produkty.

Kvasinky byly soucasné izolovany zbobuli a zrldznych fazi spontanné kvaseného mostu
(bez pridavku komercni kultury a SO,), ktery byl odebirdn sterilné v pravidelnych intervalech
pokryvajici cely kvasny proces, s rozdilem pouzité odridy, zplsobu oSetreni vinice a roku odbéru (viz
obr. 11). Sterilné odebirané bobule byly inkubovany v tekutém sladinovém médiu; most byl
prefiltrovan pres mikrobiologicky filtr, ktery byl nasledné inkubovan na sladinovém agaru. Ziskané
smésné kultury byly precistény na Cisté kvasinkové kmeny (4 — 6 krat; fedénim ve sterilni vodé
s naslednym krizovym roztérem). Ty byly ndsledné podrobeny identifikaci za pouZiti metod
zalozenych na analyze DNA. Z bunék byla DNA izolovdna za pouZiti komerc¢né doddvané soupravy
UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit podle navodu doddvaného vyrobcem. K identifikaci byla
pouzita metoda PCR-RFLP amplifikujici oblast vnitfniho prepisovaného mezerniku ITS: ITS1 a ITS2
a gen 5,85 rDNA (za poutziti primer( ITS1 —ITS4) spojena s naslednym Stépenim amplikon( s tfemi
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az sedmi restrikénimi endonukledzami, které stépi DNA v danych specifickych sekvencich. PouZity
byly enzymy Haelll, Hinfl, Taql, Alul, Msel, Hpall a Hhal. Restrikéni fragmenty, stejné jako PCR
amplikony, byly detekovany za poufZiti agardzové gelové elektroforézy. Z gell byly odecteny velikosti
fragmentl podle pouzitého délkového standardu (markeru) a restrikéni profily byly vyhodnoceny
(seskupeny) v programu BioNumerics 6.5 za pouziti UPGMA klastrové analyzy. Podle ziskanych
restrikénich profil(i byly neznamé izolaty druhové (nékteré pouze rodové) zafazeny a to srovnanim
s nami pfedem pripravenou databazi restrikénich fragmentt amplifikované 5,8S ITS rDNA sbirkovych
kmenl (pochazejicich ze sbirky CCY Bratislava). Problematika genotypové identifikace sbirkovych
kmenu, které slouzi jako kmeny srovnavaci pti druhové identifikaci izolat(i, byla fesena v diplomové
praci Suranska (2008). Databaze velikosti restrikénich fragmentd je uvedena v rdmci této diplomové
prace. Za Ucelem srovnani restrikénich fragmentl izolatl byla taktéZz vyuZita databaze kmenl
pochazejicich ze sbirky CECT Spanélsko, ktera je uvedena v publikaci Esteve-Zarzoso et al. (1999).
Neznamé izolaty byly identifikovany taktéz na zakladé fyziologickych testd pracovniky sbirky CCY, SAV
Bratislava areprezentativni vzorky (jeden z pfislusné skupiny vytvorené srovnanim velikosti
restrikénich fragmentl — celkem 42) byly nasledné sekvenovany (sekvenace ITS oblasti rDNA;
ElisabethPharmacon s.r.o.). Ziskané sekvence (ve FASTA formatu) byly vyhodnoceny za pouZiti
databdze NCBI Blast (National Center for Biotechnology Information Database;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvenované taxonomicky zafazené izolaty i s velikostmi restrikénich
fragment( jsou uvedeny v ptiloze 6.

4.1.1 Izolace a identifikace kvasinek z bobuli a fermentovanych mosti z konvencni
vinice

Byla provedena identifikace kvasinek vyskytujicich se prirozené na bobulich, listech a v priibéhu
spontanniho kvasného procesu vyroby moravského vina. Kvasinky byly izolovany z bobuli, listd
odrldy vinné révy (Vitis vinifera) Veltlinské zelené a Svatovaviinecké a spontanné kvaseného mostu
odridy Veltlinské zelené z obce sidlici ve velkopavlovické vinaiské podoblasti na jizni Moravé.
Kvasinky byly izolovany béhem vinafské sezény v roce 2007, precistény a uchovdny na Sikmych
agarech pod vrstvou parafinového oleje. V ramci této prace byla provedena identifikace celkem 97
izolovanych kmenl. Kompletni vysledky a diskuze jsou uvedeny v pfiloze 1 jako soucast ¢lanku
Suranska et al., Chemical Papers, 2012 a v této podkapitole jsou shrnuty.

Jak jiz bylo zminéno vysSe, za ucelem identifikace byla volena metoda ITS-PCR-RFLP. Za pouziti
primer( ITS1—ITS4 byla amplifikovdana oblast ITS rDNA. Velikosti amplifikovanych fragmentd
genomové DNA se pohybovaly v rozmezi od 390 — 880 bp, vzdy v zavislosti na rodu (napf. 880 bp
pfislusi rodu Saccharomyces; 390 bp rodu Metschnikowia apod.). Ze vSech analyzovanych vzorku
(bobule, listy, mosty) bylo metodou ITS-PCR-RFLP identifikovano celkem 13 druhl ndleZicich
do 9 rodd (viz tab. 10 a tab. 11). Velikosti restrikénich fragmentd a vysledny dendrogram izolat(
identifikovanych metodou ITS-PCR-RFLP jsou uvedeny v ramci pfilohy 1 a vysledky jsou popsany nize.

4.1.1.1 Vyskyt autochtonni kvasinkové populace na bobulich a listech

Bobule jsou povazovany za primarni zdroj vinnych kvasinek (Fleet et al., 2002). Na analyzovanych
bobulich (tab. 10) byly nalezeny 4 rlGzné druhy kvasinek. Kromé druhu H. uvarum, ktery, jak uvadi
Pretorius (2000), je povazovan za nejcastéji se vyskytujici druh spojeny s mikrobidlnim ekosystémem
bobule, a ktery byl detekovan na bobulich obou odrld, byl taktéz identifikovan druh M. pulcherrima
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(Veltlinské zelené) a P. fermentans spolu s druhem T. delbrueckii u odridy Svatovavrinecké. Jedna se
0 bézné se vyskytujici druhy kolonizujici povrch bobuli (Jolly et al., 2006; Renouf et al., 2007). Rod
Saccharomyces nebyl na bobulich detekovan pravdépodobné z diivodu jeho velmi nizké koncentrace,
ktera se, podle autorl Martini a Vaughan-Martini (1990); Fleet et al. (2002); Raspor et al. (2006)
pohybuje v rozmezi > 10 — 100 CFU-cm™.

Analyza mikrobialni komunity kvasinek studované na listech (tab. 10) ukazala vyskyt 3 rdznych
druhd. Na listech obou odrid byl detekovan kvasinkovity mikroorganismus A. pullulans, ktery byva
nejcastéji nalezen na nezralych bobulich. A. pullulans je oznacovany za Siroce rozsifeného saprofyta
ve fylosféfe a byva povaZzovdn za potencidlniho biokontrolniho Cinitele proti Sedé plisni Botrytis
cinerea (Schena et al., 2003; Raspor et al., 2006). Kromé zminéného kvasinkovitého mikroorganismu
byl na listech obou odrid detekovan i basidiomycetni druh R. glutinis a u ¢erveného vina jesté
apikulatni druh H. uvarum.

Tab. 10: Srovndni druh kvasinek izolovanych z list a bobuli odrid bilého a cerveného vina identifikovanych
metodou ITS-PCR-RFLP.

Identifikované druhy
Matrice Bilé vino Cervené vino
Veltlinské zelené Svatovavrinecké
A. pullul
. A. pullulans putiuians
Listy .. H. uvarum
R. glutinis L
R. glutinis
H. uvarum
H. uvarum
Bobule P. fermentans

M. pulcherrima T. delbrueckii

4.1.1.2 Monitoring kvasinkové populace v priibéhu vyroby vina

Béhem fermentacniho procesu vyroby bilého vina odridy Veltlinské zelené bylo detekovano
9 druha kvasinek. Jednotlivé identifikované druhy v zavislosti na ¢ase odbéru jsou uvedeny souhrnné
v tab. 11. Brzka stadia fermentacniho procesu jsou charakteristicka vyskytem nesaccharomycetnich
druh, které jsou metabolicky aktivni a jejichz metabolity ovliviiuji senzorickou kvalitu vina (Jolly et
al.,, 2006). V prvnich fazich fermentacniho procesu obvykle prevlada apikuldtni druh H. uvarum,
ktery se podili na produkci Zaddoucich tékavych organickych latek pfispivajicich k organoleptickému
charakteru vina (Pretorius, 2000). V nasem ptipadé se druh H.uvarum vyskytoval do 5. dne
fermentacniho procesu. H. uvarum obecné toleruje koncentraci alkoholu do3-4% (Pina et al.,
2004). V pocatecnich fazich fermentacniho procesu byly taktéZ izolovany druhy rodu Pichia
(P. fermentans, P. kluyveri a P. membranifaciens), které nebyly detekovany na bobulich. Tyto druhy
byvaji spojovany s prostfedim vinného sklepa a vybavenim pouZivanym pfizpracovani bobuli
(Loureiro a Malfeito-Ferreira, 2003). Druh P. membranifaciens je schopen oxidovat ethanol, glycerol
a organické kyseliny. Ve vysledku mohou byt produkovana vina s nepfijatelnou vysokou koncentraci
acetaldehydu, ester(l a kyseliny octové (Fleet, 2001). Déle byly detekovany basidiomycetni obligatné
aerobni druhy naleZici do rodl Rhodotorula sp., Rhodosporidium sp. a Sporidiobolus sp., které jsou
oznacovany jako indikatory nedodrzeni anaerobnich podminek (Loureiro a Malfeito-Ferreira, 2003).
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Tab. 11: Identifikované druhy izolované z mostu odrtdy Veltlinské zelené v riiznych dnech (t) béhem
spontdnniho fermentacniho procesu.

t/den Identifikované druhy
1 H. uvarum, P. kluyveri, P. fermentans
3 H. uvarum, P. kluyveri, P. fermentans, P. membranifaciens
5 H. uvarum, P. kluyveri, P. fermentans, Sp. salmonicolor, Rh. toruloides, R. mucilaginosa, S. cerevisiae
7 P. kluyveri, P. fermentans, P. membranifaciens, S. bayanus, S. cerevisiae
9 P. fermentans, P. membranifaciens, S. cerevisiae

11 P. membranifaciens, S. cerevisiae
13 P. membranifaciens, S. cerevisiae
15 S. cerevisiae
17 S. cerevisiae
19 S. cerevisiae

Druhy rodu Saccharomyces (S. cerevisiae a S. bayanus), zodpovédné za alkoholové kvaseni,
byly detekovdny az v pozdéjsich fazich fermentacniho procesu a to od patého dne fermentace. Tento
rod, stejné jako na bobulich, nebyl detekovan v pocatecnich fazich fermentacniho procesu. Vyskyt
saccharomycetnich kmend v pocatecnich fazich kvaseni nebylo mozné sledovat klasickymi izola¢nimi
metodami kvdli jejich nizké koncentraci ve vzorku, kterd byla ziejmé pod limitem detekce kultivaéni
metody.

Rada autor(l uvadi, ze je obecné velmi slozité odlisit druhy rodu Saccharomyces (dos Santos et al.,
2007; Huang et al., 2008, Muir et al., 2011). Izolaty radici se do rodu Saccharomyces bylo tedy nutné
identifikovat jinou metodou nez ITS-PCR-RFLP. Na zakladé metody ITS-PCR-RFLP bylo mozné zaradit
tyto izolaty pouze rodové a odlisit je od jinych nesaccharomycetnich rodl (na zakladé velikosti ITS
amplikonu, ktery je pro rod Saccharomyces 880 bp). Za Gcelem odliseni druhll rodu Saccharomyces
byla tedy pouzita metoda PCR-fingerprinting. Aplikovdna byla metoda rep-PCR za pouziti
mikrosatelitnich oligonukleotidovych primer(i a primeru M13. Reprodukovatelné fingerprinty sloZzené
z urcitého poctu distribuovanych fragmentd odlisné velikosti a intenzity byly srovnany v programu
BioNumerics. Srovnanim fingerprintl izolatd s fingerprinty sbirkovych kmenl byly identifikovany dva
druhy — S. cerevisiae a S. bayanus. Vysledny obraz fingerprintdl a dendrogram ukazujici genetickou
podobnost izolatl rodu Saccharomyces jsou uvedeny v pfiloze 1. Identifikace rodu Saccharomyces je
vsak velmi slozita a vyzaduje aplikaci dalSich technik zejména za ucelem zjednoduseni identifikace
a moznosti identifikovat druh S. cerevisiae az na kmenovou Uroven, coz je dllezité napf. pfi pouZiti
autochtonnich kmen( jakoZzto startovacich kultur. Identifikace kvasinek rodu Saccharomyces je
podrobnéji feSena v rdmci kapitoly 4.2.1.

4.1.2 Izolace a identifikace kvasinek z bobuli a fermentovanych mosti
z integrované a ekologicky osetrené vinice

V letech 2009 — 2011 byla provedena izolace a posléze identifikace Cistych kultur kvasinek z bobuli
a spontanné kvasenych mostl odrldy: Sauvignon (roc¢nik 2009, 2011) a Rulandské modré (roc¢nik
2010, 2011). Obé odrudy byly ziskany jak zekologicky, tak i z integrované oSetfené vinice
z mikulovské vinarské podoblasti od soukromého vinare sidliciho v obci Ivan, jizni Morava. Jednotlivé
body prace v zavislosti na roce odbéru a analyzy vzorkd jsou rozepsany souhrnné v tab. 12.
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Ze vzorkl bobuli a mostd byla izolovdna smésna kultura, kterd byla precisténa. Cisté kmeny
kvasinek byly nasledné identifikovdny metodou ITS-PCR-RFLP stejné jako v kapitole 4.1.1. Celkem
bylo izolovano a identifikovano 524 kmen(, z toho v prvnim roce (2009) bylo ziskano 132 kmend,
v druhém roce (2010) 133 kmenU a ve tretim roce prace (2011) 259 kmend. Vysledné restrikéni
profily byly seskupeny v programu BioNumerics 6.5 a srovnanim s databazemi sbirkovych kmen (viz
kapitola 4.1) byly druhové zafazeny. Jeden izolat z prislusné skupiny byl taktéZ podroben sekvenaci
oblasti ITS rDNA, ktera byla provedena firmou ElisabethPharmacon s.r.o. Ziskané sekvence ve FASTA
formatu byly vyhodnoceny za pouziti databdaze NCBI BLAST. Sekvenovany byly predem amplifikované
a precisténé ITS oblasti rDNA u 42 izolatll. Vysledky druh( identifikovanych na zdkladé sekvenace,
velikosti jejich restrikénich fragment( a PCR produktl jsou uvedeny v tab. 4 v pfiloze 6.

Tab. 12: Souhrn jednotlivych bod( prdce provedenych v letech 2009 — 2011 pri analyze mostu z integrované (1)
a ekologicky (E) osetrfenych bobuli.

Rok Odrida Odvedena prace
Izolace kvasinek z mostu a bobuli
2009 Sauvignon (I + E) Ziskani Cistych kultur

Identifikace izolatl
Izolace kvasinek z mostu a bobuli
2010 Rulandské modré (I + E) Ziskani ¢istych kultur
Identifikace izolatd
Izolace kultur kvasinek z mostd a bobuli
Ziskani ¢istych kultur
Identifikace izolatd
Kvantifikace
Sledovani populace kvasinek v mostech pomoci metody LSU-DGGE

Rulandské modré (I + E)

2011 Sauvignon (I + E)

4.1.2.1 Vyskyt autochtonni kvasinkové populace na bobulich

Z bobuli bylo izolovdno 8 autochtonnich druhl kvasinek: H.uvarum, M. pulcherrima,
C. zemplinina, Cr. laurentii, R. glutinis, R. mucilaginosa, P.fermentans a S. cerevisiae. Vysledky
izolovanych druhd v zavislosti na odrldé, typu osetieni a roce odbéru jsou uvedeny v tab. 13.

Pokud srovname autochtonni populaci kvasinek vyskytujici se na povrchu bobuli, nejvice druhi
bylo detekovano v roce 2009. Druh H. uvarum byl nalezen na bobulich vSech analyzovanych odrid;
M. pulcherrima a ostatni nesaccharomycetni druhy byly izolovany jen v roce 2009 a 2010. V roce
2011 byl izolovan pouze druh H. uvarum a basidiomycetni druh R. mucilaginosa. Basidiomycetni
druhy (R. glutinis, R. mucilaginosa) byly izolovany jen zbobuli odridy Sauvignon ekologicky
produkované. Zajimavosti je izolace tfi kmen0 S. cerevisiae pfimo z bobuli (SI a SE 2009; Rl 2011).
Druh A. pullulans, ktery byva soucasti nezralych bobuli (Schena et al., 2003) nebyl na bobulich
detekovan pravdépodobné zdivodu dobré predskliziové zralosti bobuli nebo velmi nizké
koncentrace, ktera byla pod detekénim limitem metody.

Z danych vysledkd vyplyva, Ze populace kvasinek vyskytujici se na povrchu bobuli mlze byt
Castecné ovlivnéna pouzitou agrotechnikou, protoZze mezi obéma agrotechnikama byly patrné
rozdily. Napf. basidiomycetni druhy byly detekovdny pouze na ekologicky oSetfenych hroznech.
Na druhou stranu, druhy C. zemplinina a Cr. laurentii byly detekovany pouze na integrované
oSetrenych bobulich odridy Sauvignon. Tyto druhy vsak byly izolovany pouze v roce 2009 a ne v roce
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2011. Z toho je taktéz zfejmé, Ze danda populace je ovlivnéna i dalsimi faktory, jako je napf. pocasi
v prabéhu zrani bobuli a tésné pred sklizni.

Tab. 13: Identifikované autochtonni druhy izolované z bobuli odridy Sauvignon integrované a ekologicky
osetrené (Sl, SE) a Rulandské modré integrované a ekologicky osSetrené (RI, RE). m znaci vyskyt druhd. HU — H.
uvarum, MP — M. pulcherrima, CZ— C. zemplinina, CrL — Cr. laurentii, RG — R. glutinis, RM — R. mucilaginosa, PF
— P. fermentans, SC — S. cerevisiae.

Druhy
MP | CZ | CrL | RG | RM | PF SC
] ]

Roénik Odrtida

T
c

S|
SE
RI
RE
S|
SE
RI
RE

2009

2010

2011

4.1.2.2 Vyskyt kvasinkové populace v pribéhu kvasného procesu vyroby vina

Ze vsech spontanné kvasenych mostl analyzovanych v pribéhu let 2009 — 2011 bylo celkem
identifikovano 14 druh( néleZicich do 6 rodu. Identifikovany byly druhy: S. cerevisiae, H. uvarum,
H. vineae, H.osmophila, P.fermentans, P. membranifaciens, P.cecembensis, R. mucilaginosa,
M. pulcherrima  (C. pulcherrima), C. zemplinina, C. ethanolica, C. pararugosa, |. orientalis
(P. kudriavzevii, C. krusei) a Z. florentinus. Vysledky identifikovanych druhl izolovanych z mostl
v pribéhu celého procesu vyroby bilého a ¢erveného vina jsou souhrnné uvedeny v tab. 14 a tab. 15.
Zastoupeni vsech druhi izolovanych z mostl v priibéhu kvasného procesu (viz tab. 14, 15 na str. 52)
Ize shrnout v ndsledujicich bodech:

e Ze vSech odrld analyzovanych vzorkl mostd byly izolovany druhy S. cerevisiae, H. uvarum
a P. cecembensis. Béiné se vyskytujici druh S. cerevisiae, ktery ptispontanni fermentaci
nebyva zpravidla izolovdn v pocatecnich fazich kvaseni mostu kvali jeho velmi nizké
koncentraci (Fleet et al., 2002; Raspor et al., 2006). Druh S. cerevisiae hraje zasadni roli
pfi anaerobni transformaci sacharidd na etanol (Heard, 1999; Romano, 2003). Na druhou
stranu apikulatni druh H. uvarum se v mostu vyskytuje jen v pocatecnich fazich spontanniho
kvaseni (Guillamén et al.,, 1998; Capece et al., 2004) v dlsledku jeho nizké tolerance
k alkoholu. Druh H. uvarum mize v pocatcich fermentace dosahovat az 70 % vyskytu
z celkové populace kvasinek (Fleet, 2001). Nejcastéji se vsak vyskytuje v Cerstvé vylisovaném
mostu a na bobulich (Pretorius, 2000).
fermentaci, kdy se do procesu fermentace zapojuji pouze kmeny pochazejici z bobuli
a z prostiedi spojeného se zpracovanim bobuli na most (Bisson, 2004). Zajimavosti je, Ze druh
S. cerevisiae byl izolovan z integrované produkovanych bobuli obou odrid (Rulandské modré
i Sauvignon) dfive, tzn. ve tfetim dnu fermentace v porovnani s ekologickou produkci, kdy byl
tento druh izolovan az kolem 5. — 8. dne fermentace. Pozdni narust kmen0 S. cerevisiae
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umostu pripraveného zekologicky produkované odrlidy v porovnani sintegrované
produkovanou odrldou miuZe byt zapficinén nizsi koncentraci bunék S. cerevisiae
na bobulich, coz mize byt disledkem napf. odliSného osetfeni bobuli, oSetfeni bobuli tésné
pred sklizni.

Basidiomycetni druhy byly v pribéhu fermentace detekovany jen u odridy Sauvignon a to
pouze u integrované produkce, kde byl v letech 2009 i 2011 izolovan druh R. mucilaginosa.

V pocatecnich fazich fermentace byly kvali nizké toleranci k etanolu (stejné jako druh
H. uvarum) detekovany i nasledujici druhy: M. pulcherrima (C. pulcherrima), C. zemplinina,
C. pararugosa. V pozdéjSich fazich fermentacniho procesu se tyto druhy jiz nevyskytuji
v dusledku inhibi¢niho vlivu vyssi koncentrace etanolu (Granchi et al., 1999; Pina et al., 2004).
Kromé rodu Saccharomyces byly v pozdéjsSich fazich fermentace izolovany i dalsi druhy, jako
je C. ethanolica, I. orientalis a dva druhy rodu Hanseniaspora a to H. osmophila a H. vineae.
VSechny tyto nesaccharomycetni druhy odolavaji vyssi koncentraci etanolu a produkuji
sekunddrni metabolity, které mohou pfispivat k chuti a celkovému senzorickému profilu vina
(de Melo Pereira et al.,, 2010). Napi. druh [ orientalis je schopny degradovat kyselinu
jableénou a navySovat aroma a H. osmophila je zndma produkci 2-fenylacetatu (Rojas et al.,
2003; Ugliano a Hensche, 2009; Viana et al., 2008).

Dalsi nesaccharomycetni druhy, které byly popsany vyse, taktéz ovliviiuji senzoricky profil vin.
Napf. M. pulcherrima muze zesilovat aroma; H. uvarum prispiva ke komplexité chuti, nebot
zvysSuje koncentraci tékavych organickych kyselin (Ugliano a Hensche, 2009).

Bylo detekovano nékolik druhd rodu Pichia: P. fermentans, P.cecembensis
a P. membranifaciens. Druh P. membranifaciens se vyskytoval velmi c¢asto; nebyl izolovan
pouze z mostl odridy Sauvignon v roce 2009. Jedna se o druh s oxidacni aktivitou (Fleet,
2003). | ptes to, Ze je druh P. membranifaciens povaZzovan za druh kontaminujici a poukazuje
na nedostatecné vedeni fermentacniho procesu (Fleet, 2001), je v poslednich letech taktéz
uvadén jako druh, ktery diky produkci aromatickych latek mGze navySovat aroma vysledného
produktu (Ugliano a Hensche, 2009). Druh P. cecembensis, nedavno izolovany z exotického
ovoce (Bhadra et al., 2007), je v literatufe popisovan jako druh velmi fylogeneticky podobny
druhdm P. membranifaciens a |I. orientalis. Stejné tak autofi Suzuki a Nakase (2002) uvadi
blizkou fylogenetickou pfibuznost druhu P. membranifaciens s druhem [. orientalis. Z toho
vyplyva, Ze identifikace druhl rodu Pichia neni snadnd a podrobnéjsi analyza vyZaduje
aplikaci dalsich molekularnich technik, nap¥. PCR-fingerprinting (rep-PCR aj.).

Se vzrlstajici koncentraci ethanolu byl na konci procesu detekovan prevazné jenom druh
S. cerevisiae.

Druhy S. bayanus, S. pastorianus, které byvaji taktéZz spojeny s procesem vyroby vina (de
Melo Pereira et al., 2010) nebyly detekovany.

Ani vijednom cerstvém mostu nebyl detekovan druh A. pullulans, ktery se vyskytuje
na nezralych bobulich (Schena et al.,, 2003). To poukazuje na dostatecnou zralost bobuli
v Case sklizné nebo na jeho velmi nizkou koncentraci v éerstvém mostu, ktera byla
pod limitem detekce pouZité izolacni metody.

Co se tyée zhodnoceni pfipadnych kontaminanujicich druh(, tak v soucasné dobé je slozZité
definovat co je vlastné kontaminant, pokud svymi metabolickymi aktivitami dany druh
pozitivné prispiva k senzorické strance finalniho produktu. Druhy, které byly v mostech
nalezeny, byvaji v poslednich letech pouzivany i jako startovaci kultury nebot svymi
metabolickymi aktivitami pozitivné ovliviiuji organolepticky charakter vin.



Kromé vyse zminénych druh(l se v mostu mohly vyskytovat jesté dalsi nesaccharomycetni
druhy, které nebyly detekovany. Pokud tyto druhy byly v mostu pfitomny, tak jen ve velmi
nizké koncentraci, kterd byla pod detekénim limitem metody, ktery jak uvadi
Prakitchaiwattana et al. (2004) je u kultivaénich technik 10' — 10*> CFU-mI™. Navic poufziti
antifungalnich cinidel mlze potlacit rist nékterych kmenl (Barata et al., 2012). Ziskana data
mohou byt taktéZz ovlivnéna pfi vybéru Ccistych kultur, které byly odliseny
podle makromorfologickych charakteristik vizualné. Ke ztraté nékterych kmend mohlo dojit
taktéz pti prvnim precistovani smésné kultury, kdy dana kultura byla fedéna a mohlo tedy
dojit ke ztraté druhd, které byly pfitomny v nizké koncentraci.

K detekci komplexnich mikrobidlnich systém( se v soucasné dobé vyuzivaji kultivacné
nezavislé techniky (napf. DGGE), které pracuji s celkovou vyizolovanou DNA, ¢imzZ odpada
Casova narocnost a experimentalni problémy spojené s izolaci Cistych kultur kvasinek.
Nicméné v pripadé dalSiho testovani identifikovanych druhl kvasinek (napf. pti stanoveni
technologickych charakteristik; posouzeni jejich urcitych aktivit v potravindch apod.),
je nezbytné kmeny vyizolovat. Navic u metody DGGE je popisovan vyssi limit detekce (10°
CFU-mI™) vporovnani skultivatné zavislymi metodami (Cocolin et al, 2013;
Prakitchaiwattana et al., 2004) a metoda byva casto spojena s experimentalné narocnéjsi
sekvenaci ziskanych zén. TaktéZ pfi aplikaci DGGE neni mozné kvantifikovat danou populaci.
Obecné plati, Ze metody zavislé na kultivaci jsou stdle povaZzovany za metody standardni
v detekci kvasinek izolovanych z rGznych potravinovych matric.
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Tab. 14, 15: Souhrn distribuce druht kvasinek identifikovanych ve vsech analyzovanych vzorcich fermentovanych mosti odebiranych v letech 2009 — 2011.
SE — Sauvignon eko; Sl - Sauvignon integrovany; RE — Rulandské modré eko; Rl — Rulandské modré integrované. Rok znaci vinarskou sezénu. m znaci pfitomnost druhd.

DRUH POPIS
o sC HU PC PF PM RM MP cz CE 10 SC—S. cerevisige
SI SE SI SE|SI SE SI SE|SI SE SI SE|SI SE SI SE| SI SE SI SE|SI SE SI SE| SI SE SI SE[SI SE SI SE|SI SE SI SE|SI SE SI SE HU — H. uvarum
1 n E B N E|E N | m - E ™ ™ ™ n n HV - H. vineae
2 [ ] [ ] " RN " EE [ I | (BN [ ] [ ] HO — H. osmophila
3 H HE B B E BE E E B B BB H B H B | | | PC=P. cecembens'is .
PM — P. membranifaciens
4 H B B B B B B H EH B H N H N | | PF — P. fermentans
5 LR L " RN u " n u u RM — Rh. mucilaginosa
6 H B B ® | | | | ] u MP — M. pulcherrima
7 H B B ® | | | ] ] CZ - C. zemplinina
8 E mE EE A= "B m = CE - C. ethanolica
9 T —_— - - CP - C. pararugosa
10 — I. orientalis
10 HE B NN u ZF - Z. florentinus
11 H B B B
12 " NN €O - ¢islo odbéru a soucasné
Rok 2009 2011 2009 2011 2009 2011 | 2009 2011 2009 2011 2009 2011 2009 2011 | 2009 2011 | 2009 2011 | 2009 2011 den fermentace jsou uvedeny
v Tab. 16).
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Tab. 16: Dny fermentace v daném roce pfislusici k &islu odbéru (CO) uvedeném v tab. 14 a 15.

Cislo odbéru Den fermentace
(€o) 2009 2010 2011
1 1 1 1
2 2 3 3
3 4 5 7
4 8 8 9
5 9 10 11
6 11 12 14
7 14 15 16
8 16 19 18
9 18 21 21
10 21 31 23
11 31 42 25
12 42 52 31

4.1.2.3 Kvantifikace populace kvasinek v priibéhu fermentacniho procesu

V roce 2011 byla kvasinkova populace analyzovana ve spontanné kvasenych mostech dvou odrid
Sauvignon a Rulandské modré péstovanych integrované a ekologicky. Vysledky izolovanych
a identifikovanych druh( jsou uvedeny v tab. 14, 15 a byly popsany v ramci kapitoly 4.1.2.2. V této
¢asti je vyhodnocen celkovy pocet kvasinek (CFU-ml™, vyjadieny v log CFU-ml™) a relativni zastoupeni
jednotlivych druhl v zavislosti na dnu odbéru fermentovaného mostu. Kompletni vysledky jsou
uvedeny v ramci pfilohy 2 (Suranskd et al.,, Comparison of yeast species diversity in spontaneously
fermented Moravian musts grown on integrated and organic vineyard, ptipraveno k odeslani).

Pocatecni koncentrace kvasinek stanovené u cerstvé vylisovaného mostu (viz grafy uvedené
naobr.1A a B vpfiloze 2) byly téméfr shodné u bilého vina odriidy Sauvignon ekologicky
i integrované osetiené a pohybovaly se kolem 4,5 log CFU-mI™ (3,1-10" CFU-mI™). U &erveného vina
se pocatecni hodnoty celkového poctu kvasinek lisily v ramci zplsobu produkce vinné révy — u mostu
z ekologicky oSetfenych bobuli byla pozorovdna vyssi pocatecni koncentrace kvasinek a to kolem
5 log CFU-mI™ (na rozdil od 4 log CFU-mI™ u most( odriidy Rulandské modré integrované oetiené).
Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, pocet kvasinek mlze byt zavisly na zplisobu oSetfeni vinice,
na odridé, stupni zralosti bobuli v case sklizné nebo na klimatickych podminkach (Loureiro
a Malfeito-Ferreira, 2003). Na zakladé ziskanych vysledkl lze usuzovat, zda odliSny zplUsob oSetieni
vinice nema az tak velky vliv na celkové zastoupeni kvasinek. Kromé kvasinek pochdzejicich z bobuli
do procesu jesté vstupuji druhy/kmeny vyskytujici se ve sklepé a na zafizenich pouzivanych
pfi lisovani bobuli. Ve vsSech pfipadech byl nejintenzivnéjsi narust kultury pozorovan v pribéhu
prvnich 9—11 dnG fermentacniho procesu. Maximalni pocty se pohybovaly v rozmezi 9 — 10 log
CFU-mI™. Mezi ¢ervenym a bilym vinem byly pozorovény rozdily v priibéhu riistové kiivky (obr. 1A a B
pfiloha 2). U mostd Sauvignon byl sledovan mirny narust kvasinek po jedenactém dnu,
kdezto u ¢erveného vina nastal v pribéhu kvaseni po dosaZzeni maxima mirny pokles. U bilého vina
pochazejiciho z ekologicky oSetfené vinice byly pocty wvys$si v porovndni s mostem ziskanym
z integrované produkovanych bobuli. Na druhou stranu u ¢erveného vina se vyssi hodnoty poctu
kvasinek pohybovaly u fermentovaného mostu pfipraveného z integrované osettenych bobuli.
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Regresni korelaéni koeficient (R?)

Pro zjisténi dalSich rozdili v kvasinkové populaci béhem fermentacniho procesu vyroby ¢erveného
a bilého vina pfipravovaného z odliSné péstovanych bobuli, bylo stanoveno i relativni zastoupeni
kvasinkovych druhi. Jednotlivé kvasinky byly seskupeny podle morfologickych znakd kolonie
a spocteny. Vidy jeden vzorek z morfologicky odlisné skupiny (celkem 51) byl identifikovan metodou
ITS-PCR-RFLP a bylo stanoveno relativni zastoupeni identifikovanych druh( v zavislosti na typu vina,

oSettfeni bobuli a dnu fermentace. Vysledky jsou souhrnné uvedeny v pfiloze 2 v tabulkach 1 a 2.

Relativni zastoupeni druhl bylo statisticky vyhodnoceno. Porovnanim relativnich zastoupeni
jednotlivych izolovanych druhll kvasinek pro jednotlivé dny fermentace daného mostu a zplsobu
odetfeni odrady, byl stanoven regresni korelaéni koeficient (R?) charakterizujici miru podobnosti dvou

soubor( dat.

izolovanych druh( v daném dnu odbéru byly vyneseny do grafu zvlast pro ¢ervené a bilé vino. Graf 1
ukazuje rozdily druhového zastoupeni vramci pouZitych agrotechnik (integrovand, ekologicka).
Zgrafu je patrné, Ze jak ucerveného, tak i ubilého vina byla pocateéni hodnota regresniho
koeficientu (R’) priblizné stejnd a to 0,8, co? poukazuje na mirnou shodu mezi vlivem pouZité
agrotechniky. Necekané vyznamné rozdily byly patrné v pribéhu kvasného procesu, kdy ihned
po zapoleti fermentace zacaly hodnoty R? prudce klesat. Poté, co fermentaci prebraly kmeny rodu
Saccharomyces, R® se zaalo zvy$ovat a posléze dosahlo hodnot kolem 1, co? ukazuje na témér

Korelacni koeficienty stanovené nazadkladé odliSnosti v relativnim zastoupeni

identicky systém.

0,6 N

04 N

0,2

0,0

Graf 1: Zdvislost korelacniho koeficientu (RZ) mezi vinem pripravenym z integrované a ekologicky osetfenych
bobuli. Korelacni koeficienty byly ziskdny z relativniho zastoupeni jednotlivych druhd kvasinek pro dany den

Rozdily mezi kvasinkovou populaci v ramci odridy s rozdilem pouzité agrotechniky byly patrné
pfi statistickém zhodnoceni relativniho zastoupeni jednotlivych druhd. Pokles R’ pozorovany mezi

vrve

jinymi podminkami (slozkami) v mostu, ale i jinym zastoupenim druhl z dvodu odlisného oSetfeni

bobuli apod.
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4.1.2.4 Pfimd analyza kvasinkové populace

Populace kvasinek byla studovdna i za pouziti kultivacné nezavislé PCR-DGGE. Ze vzorku byla DNA
izolovana pfimo bez predchozi kultivace a amplifikovdna univerzalnimi eukaryotickymi primery.
Ziskané amplikony byly déleny v akrylamidovém gelu s rostoucim denaturacnim gradientem (LSU-
DGGE). Ziskané DGGE profily amplifikovanych oblasti kvasinek jsou naobr.12. Srovnani profilQ
populace kvasinek v zavislosti na odbéru, odridé a dané produkci je uvedeno v rdmci dendrogramd
na obr. 13.

Jednotlivé profily amplifikované rozdélené DNA byly zafazeny za pouziti délkového standardu,
ktery byl pfipraven z predem sekvenovanych druhl uvedenych v pfiloze 6, v tab. 4. Z DGGE gell je
patrnd dominance druhd H. uvarum a S. cerevisiae. Druh S. cerevisiae nebyl detekovan v prvnich
dnech fermentaéniho procesu (stejné jako v pfipadé kultivacné zavislé metody). Nékteré pasy byly
velmi slabé intenzity, coz poukazuje na nizkou koncentraci bunék v mostu.

2 Rulandské modré Sauvignon
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Obr. 12: DGGE profily ziskané amplifikaci oblasti D1/D2 LSU primo izolované templdtové rDNA. Profily byly
vyhodnoceny v programu BioNumerics — vysledné dendrogramy jsou uvedeny na obr. 13. Jednotlivé zony
délkového standardu: 1 — H. uvarum; 2 — C. pararugosa; 3 — C. zemplinina; 4 — Sp. roseus; 5 — H. osmophila; 6 —
H. vineae; 7 —T. delbrueckii; 8 — Cr. flavescens; 9 — C. vineae; 10 — R. glutinis, R. mucilaginosa; 11 — S. cerevisiae;
12 — M. pulcherrima; 13 — C. ethanolica; 14 — C. valida; 15 — |. occidentalis; 16 — I. orientalis; 17 — P. kluyveri,
P. fermentans; 18 — P. membranifaciens.

Profily byly vyhodnoceny a srovnany statisticky za pouziti programu BioNumerics. Vysledkem jsou
dendrogramy (obr. 13), které ukazuji podobnost kvasinkové populace vyskytujici se v jednotlivych
fazich kvasného procesu.

Vysledky DGGE analyzy mohou byt ovlivnény fadou faktoru, jako je napf. detekce mrtvych bunék
a to zejména v poslednich fazich fermentacniho procesu (napf. druh H. uvarum, obr. 12). Navic jak
uvadi Prakitchaiwattana et al. (2004) a Cocolin et al. (2013) limit detekce metody je vySsi nez
u kultivacéné zavislych metod a vysledky mohly byt taktéz ovlivnény prevahou (vyraznou dominanci)
nékterych druhl (upfednostiiovani templatu pfi PCR apod.). Proto je vhodné pouzit kombinaci obou
pfistupl a to jak metod, které jsou zdavislé na kultivaci mikroorganisma, tak i metod nezavislych
na predchozi kultivaci. Nicméné, tato prvotni studie vyZaduje jesSté dalSi kroky, jako je napf.
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sekvenace jednotlivych zdn, které byly vtéto praci srovnany pouze s délkovym standardem
sbirkovych kmenf.

DG GE DGGE DG GE DGGE
| ree R

RIM1 F SEM9

— | REM( | ] s
| rems | ) F i SEM7

— | rue bl 1 s
REM9 Il [*%g | SEMS6

RIM8 | | F SEMS

REM8 L | | | | sewa

RIM7 | | || | s&ws

REM7 S —— | || SIM9

RIMS 9 | ] sms

| R4 { | Il sews

| rewa [ []] sem2

[l Reve I | |l sme

[l Rws Il I LI sms

lil rews [l II SiM

|  Rmo 1 [ I SEMA

[ I rms 1 [ sm2

Obr. 13: VVyhodnoceni DGGE profilt amplifikované LSU rDNA kvasinek na zdkladé poctu odlisnych fragmentu
u jednotlivych analyzovanych mostu.(REM, RIM — Rulandské modré; SIM, SEM — Sauvignon)

4.2 Identifikace, testovani, vybér a pouziti autochtonniho kmene pfi vyrobé vina

Nejdllezitéjsimi faktory ovliviiujicimi kvalitu a originalitu vina jsou surovina a technologie,
jejiz soucasti je v dnesni dobé volba a aplikace Cisté startovaci kultury. Fermentace vinného mostu je
klicovym procesem, pfi kterém mohou vinafi ovliviiovat charakter vina aplikaci startovacich kultur
(Fleet, 2008). Romano et al. (2003) uvadi, Ze pouziti startovacich kultur pti vyrobé vina snizZuje risk
jeho znehodnoceni a pomaha predchazet nepredvidatelnym zméndm v chuti vina, které mohou byt
zpUsobeny spontanni fermentaci. Komercné dostupné kmeny (aktivni susené kvasinky) jsou vsak
izolovdny ze zahrani¢nich vinic a jejich aplikace pfi produkci moravskych vin ovliviiuje originalitu
produktu. V soucasné dobé je pozornost upfena na zachovani autenticity a zaroven i kvality vina diky
aplikaci kmen( kvasinek, které pochazeji ze stejné lokality jako hrozny pouzité k pripravé daného
vina. Pouziti kmenU izolovanych zvlastnich vinic, s definovanymi vyhovujicimi technologickymi
vlastnostmi, pomahd proces regulovat, stejné jako v pfipadé pouziti komeréné dostupné kultury
a navic zachovava jiz zmifovanou autenticitu vin. TaktéZ poutziti izolovanych kmen( muze ve vysledku
a Pretorius, 2000; Fleet, 2008; Comitini et al., 2011).

Predpokladem selekce kultur kvasinek je izolace a identifikace cistych kmen( S. cerevisiae,
testovani kmen( a nasledné ovéfeni kmene s vhodnymi vlastnostmi v praxi. Tato ¢ast prace je tedy
zamérena na druhovou identifikaci izolovanych kvasinek rodu Saccharomyces a molekularni typizaci
kmen( S. cerevisiae (nalezeni vhodné identifikacni metody). TaktéZz se zabyva testovanim kmenl
na vhodné oenologické neboli technologické vlastnosti a aplikaci vybraného autochtonniho kmene
v primyslu, tedy béhem produkce tradi¢nich moravskych vin.
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4.2.1 Druhovd a kmenova identifikace sbirkovych kmeni rodu Saccharomyces

Pfed samotnou aplikaci autochtonnich kmenl v procesu fermentace (viz kapitola 4.2.4) bylo
nezbytné izolované Cisté kultury S. cerevisiae identifikovat aZ na kmenovou uroven. Tato ¢ast byla
zamérena na nalezeni a zavedeni metody, ktera by byla vhodna prokmenovou identifikaci
izolovanych autochtonnich druh(l S. cerevisiae.

Pro zavedeni identifikacnich technik byly pouZity sbirkové kmeny pochazejici ze sbirky kvasinek
CCY Bratislava. PouZity byly nasledujici kmeny: S. cerevisiae (20 kmena), S. bayanus (8 kmen),
S. pastorianus (5 kmenl), S. paradoxus (2 kmeny), S. kudriavzevii (2 kmeny), S. mikatae (1 kmen).
Navic byl analyzovan jeden hybridni kmen S. bayanus/S. pastorianus a kmeny nespadajici
do komplexu Saccharomyces sensu stricto a to S.exiguus (2 kmeny), S.kluyveri (1 kmen),
S. wickerhamii (1 kmen). Seznam pouzitych typovych kmenu, které slouzily jako porovnavaci kmeny
pro izolované vzorky a jako testovaci kmeny pro zavedeni relativné rychlych a nenakladnych metod
identifikace spolecné se zdrojem jejich izolace je uveden v pfiloze 6 v tab. 1.

Jak jiz bylo popsano dfive v ramci kapitoly 2.4.1.2, nékteré druhy rodu Saccharomyces nalezi
do komplexu Saccharomyces sensu stricto. Do tohoto komplexu se ftadi kmeny, které hraji
vyznamnou Ulohu ve fermentaénim prdmyslu, zejména béhem produkce fermentovanych potravin
a napoju (Naumov et al., 2000; de Melo Pereira et al., 2010). Nejvyznamnéjsimi druhy, které se radi
do tohoto komplexu a ucastni se procesu vyroby vina, jsou S. cerevisiae a S. bayanus. Navic
fermentace vinného mostu navino je zprostfedkovana rGznymi kmeny S. cerevisiae, které hraji
dlleZitou ulohu pfitvorbé charakteru findlniho produktu (Mercado et al., 2010). Diverzita téchto
kmenu, pfitomnych pfi spontanni fermentaci, prispiva k vysledné senzorické kvalité produktu diky
produkci specifickych senzoricky aktivnich sloucenin (Le Jeune et al., 2006). Proto je taktéz jejich
identifikace v kvasném primyslu povaZovana za dllezZitou. Druhy komplexu Saccharomyces sensu
stricto jsou si vSak velmi podobné (fylogeneticky pfibuzné) a je tézké je odlisit fyziologickymi
a morfologickymi testy, nebot jak uvadi Rainieri et al. (2003), nelze nikdy dosdhnout jednoznac¢ného
druhového odliseni. Proto byla a je identifikace druhli a kmenl komplexu Saccharomyces sensu
stricto vidy slozitym ukolem, zejména pak za pouziti jiz zminovanych fyziologickych test(. Problémy
s identifikaci vedly k vyvoji a aplikaci metod zaloZzenych na molekuldrni biologii (Rainieri et al., 2003;
Muir et al., 2011).

Aplikace molekularnich metod, které nejsou ovliviiovany kultivaénim prostifedim a zavisi pouze
na analyze DNA, jsou v soucastné dobé nezbytnou soucasti klasifikace kvasinek. Byla tedy pouzita
fada metod zahrnujicich PCR-RFLP, dale PCR-fingerprinting (rep-PCR a RAPD), LSU-DGGE, druhové
specifické primery. Pro kmenovou identifikaci druhu S. cerevisiae byla volena amplifikace delta
oblasti genomové DNA (tzv. interdelta polymorfizmus). Jednotlivé elektroforeogramy byly
vyhodnoceny v programu BioNumerics 6.5. PouZité metody, primery a jejich sekvence jsou shrnuty
v tab. 17. Vysledky jednotlivych analyz jsou podrobné popsany v textu nize a souhrnné uvedeny
v tab. 19 a 20 v ramci kapitoly 4.2.1.6.
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Tab. 17: Souhrn pouZitych metod, primery, jejich sekvence a hybridizaéni teploty. Teplotni a ¢asové profily
reakci jsou uvedeny v tabulce 2 a 3 v priloze 6.

Metoda Primer Sekvence primeru (5> 3°) Hyt;l:l(tj(l:z)ace Zdroj
PCR-RELP ITS1 TCC GTA GGT GAACCTGCG G 48 Esteve-Zarzoso et al.,
Oblast ITS rDNA ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (1999)
- SC1 AAC GGT GCTTTC TGG TAG
PCR-RFLP 50 Sabaté et al. (2000)
Oblast NTS2-ITS SC2 TGTCTTCAACTGCTTT
PCR-RFLP NS1 GTA GGT AGT CAT ATG CTT GTC TC White et al. (1990)
58 Smole-MofZina et al. (1997)
Oblast ITS1+18S rDNA ITS2 GCTGCG TTCTTCATC GATC
61 CAA AATTCACCTATATTCTCA 49
Interdelta-PCR 52 GTG GAT TTT TAT TCC AAC A Legras a Karst (2003)
Oblast delta sekvenci 512 TCA ACA ATG GAA TCC CAA C Le Jeune et al. (2006)
49
62 GTG GATTTT TATTCC AACA
ScerF2 GCG CTT TAC ATT CAG ATC CCG AG
ScerR2 TAA GTT GGT TGT CAG CAA GAT TG
Druhové SbayF1 GCT GACTGCTGC TGC TGC CCCCG
ifické pri SbayR1 TGT TAT GAG TACTTG GTT TGT CG
Spec'f'.Cke primery y 55 Muir et al. (2011)
Multiplexni PCR SparF7 CTTTCT ACCCCTTCTCCATGT TGC
Touchdown PCR SparR7 CAA TTT CAG GGC GTT GTC CAA CAG
SkudF2 ATC TAT AAC AAA CCG CCA AGG GAG
SkudR1 CGT AAC CTA CCT ATATGA GGG CCT
- NL1(GC CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC
LSU-DGGE (60) 52 Cocolin et al. (2000)
D1/D2 26S rDNA LS2 ATT CCC AAACAACTCGACTC
(GAC)s GAC GAC GAC GAC GAC da Silva-Filho et al.
rep-PCR (GTG)s GTG GTG GTG GTG GTG 55 (2005)
(GAG)s GAG GAG GAG GAG GAG dos Santos et al. (2007)
rep-PCR/RAPD M13 GAG GGT GGC GGT TCT 50/36 da Silva-Filho et al. (2005)
parcidlni ITS ITS1 TCC GTA GGT GAACCT GCG G 52 White et al. (1990)
sekvenace NL4 GGT CCG TGT TTC AAG ACG G O’Donnell (1993)

4.2.1.1 PCR-RFLP

Prvni aplikovanou metodou byla metoda PCR-RFLP. Analyzovany byly sbirkové kmeny uvedené
v pfiloze 6 vtab. 1. Za ucelem amplifikace vybranych oblasti rDNA kvasinek byly voleny tfi pary
primera (ITS1-1TS4; SC1-SC2; NS1-ITS2).

Amplifikaci oblasti ITS rDNA za pouZziti primera ITS1-1TS4 byl fragment dlouhy 880 bp; amplifikaci
primery SC1-SC2 1400 bp a za pouziti primerd NS1-ITS2 byl amplikon dlouhy 2000 bp. Amplifikovana
DNA vsech identifikovanych druhl ukazovala vidy stejny pocet bp (bez jakychkoli odlisnosti
ve velikosti fragmentu mezi analyzovanymi druhy). Za Gucelem druhového zarazeni byla volena
metoda stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmentd, tzv. restrikéni analyza (RFLP). PouZity
byly nasledujici restrikéni endonukledzy — Haelll, Hinfl, Tagl, Alul, Msel, Hpall, Hhal, BshNI, Aval, Rsal.

Vsechny analyzované sbirkové kmeny, jejichz DNA byla amplifikovana primery SC1-SC2 a NS1-ITS2
a amplikon byl posléze Stépen za pouziti vySe zminénych restriktdz, byly rozdéleny pouze do dvou
skupin s pracovnim oznacenim C a B. Oba pary primerQ se proto ukazaly byt nevhodné k druhové
identifikaci. Ukazky elektroforeogramu restrikéni analyzy po amplifikaci primery SC1-SC2 a NS1-ITS2
jsou na obr. 14.
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Obr. 14: Ukdzka restrikcniho stépeni amplifikované oblasti rDNA za pouZiti primert (A) NS1-1TS2 a (B) SC1-5C2
pro vybrané vzorky. Po strandch vynesen délkovy standard 100 bp (M) a délkovy standard 20 bp (M1).

Po amplifikaci primery ITS1-ITS4 a S$tépenim amplikonu enzymem Haelll, ktery jako jediny
z poutzitych jiz zminénych restriktdz dokdazal odliSit vice neZ jednu skupinu, byly analyzované vzorky
rozdéleny do 3 skupin s pracovnim oznacenim C, B, X. Dalsi analyzované druhy S. exiguus CCY 26-16-
1, S. kluyveri CCY 21-5-1 a S. wickerhamii CCY 21-41-1 jsou podle nasich vysledkd snadno odlisitelné
od ostatnich druh( (Stépenim oblasti 5,8S ITS rDNA restriktazou Haelll) a predstavuji ¢tvrtou skupinu
s pracovnim oznacenim J. Vysledky ITS-PCR-RFLP analyzy jsou souhrnné uvedeny v ramci
dendrogramu na obr. 15.

Metoda ITS-PCR-RFLP je v literatufe popisovana jako vhodna metoda pro identifikaci kvasinek
izolovanych z rGznych potravinovych matric (Querol a Fleet, 2006; Le Jeune et al., 2006). Nicméné je
v pfipadé druhové identifikace rodu Saccharomyces vhodna pouze k odliseni tohoto rodu od jinych
nesaccharomycetnich kvasinkovych rodd (na zakladé velikosti ITS-PCR amplikonu). Za ucelem
druhové identifikace rodu Saccharomyces bylo nutné hledat jiné metody.
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Haelll (ITS1-1TS4) Pracovni oznaceni skupin
—_— & Podle LSU-DGGE

|

0
1000
-eo000
20000
10000

Bt b b ( \ ‘ | 9455103 2166 S. pastorianus 1
_| | | l | 5121 21-64 S. pastorianus 1
||| s90 21-11-3 S cerevisiae 3
| ‘ | ‘ 592 21-12-3 S cerevisiae 1
[[]] s 2146-1 S cerevisiae 1
\ | \ | 5106 2153-2 S paradoxus 4
| | | \ 5102 21-6-7 S. pastorianus T 3
| \ | | 88 21-11-3 S cerevisiae 3
| | | \ s84/578  21-31-6 . bayanus 1
| | | \ s71 21-31-10  S. bayanus 1
[ ||| 8581 213113  S.cerevisiae 1
' | | ‘ s95/s74  2142-1 S cerevisiae 1 skupina C
1 | | | | s10 214-77 S. cerevisiae 1
| ‘ | sm 214-81 S cerevisiae 1
| | | s12 214-11 S. cerevisiae 1
[|]] 18 214-113 S cerevisiae 1
‘ ‘ | s123 21471 S. cerevisiae 1
[| || s125 214-55 S cerevisiae 1
‘ ‘ | 5133 21-4-93 S. cerevisiae 1
] [ || s132 2158-1 S mikatae 4
[| s136 2157-2 S kudriavzevii 1
\ \ \ 5138 2153-1 S paradoxus 4
[[|] s114 214-26 S cerevisiae 1
| | | 5115 21-15-2  S. cerevisiae (S. willianus) 1
L ‘ | | 5117 2121-2 S cerevisiae (S. oviformis) 1
| | | | 5122 21-9-1 S. exiguus (Kazachstania exigua) 3
[ ||| s83675 214-96 S cerevisiae T 1
_| | ‘ | | s127 21-57-1 S. kudriavzevii 1
' ' || s89 21-21-43 S cerevisiae 2 .
1N R 2148-1 S, cerevisiae 2 skupina X
| | || 5118 21-21-16  S. cerevisiae (S. oviformis) 2
— | | | s73/s77  21-13-1  S.bayanus 5
| | | 5134/s86  21-31-5  S.bayanus 5
l l | 587 216-3 S. pastorianus 5
| | ‘ 5105 48-79 S. bayanus var. uvarum 5 skupina B
| | ‘ 5104 48-80 S. bayanus var. uvarum 5 P
| ‘ | 582 48-82 S. bayanus/S pastorianus 1
| | | 580 Ll S. bayanus 5
| | ‘ s79/5116  21-15-5 S. cerevisiae (S. willianus T) 5
l l | 5120 21-6-1 S. pastorianus 5
I | ] 5135 26-16-1 S, exiguus (C. holmii)
‘ | 5119 21-5-1 S. Kluyveri (Lachancea kluyveri) skupina J
| 5129 2141-1 S wickerhamii (KI. wickerhamii)

Obr. 15: Dendrogram sestaveny na zdkladé vysledki ITS-PCR-RFLP analyzy sbirkovych kmeni kvasinek a jejich
rozdéleni do skupin. Pracovni oznaceni skupin 1 — 5 je rozdéleni kmenu podle LSU-DGGE a bude popsdno
v kapitole niZe. Toto rozdéleni je uvedeno pro lepsi srovndni. Kmeny s pracovnim oznacenim s135, s119 a s129
tvorily na DGGE gelu samostatné profily odlisné od skupin 1 — 5.

4.2.1.2 PCR-fingerprinting

Metoda PCR-fingerprinting se vyuZivana k detekci hypervariabilnich opakujicich se DNA sekvenci.
Tato metoda byla aplikovana za ucelem srovnani taxonomické pribuznosti mezi druhy rodu
Saccharomyces. Pouzita byla metoda rep-PCR, ktera vyuziva oligonukleotidl kratkych opakujicich se
sekvenci (GAG)s, (GTG)s, (GAC)s a primer M13, ktery byl zaroven pouZit i v rdmci metody RAPD.
Nejlepsiho odliSeni bylo dosazeno pouzitim primerd (GAC)s a M13. Aplikaci téchto metod
a srovnanim fingerprintl v programu BioNumerics 6.5 byly analyzované kmeny rozdéleny do péti
skupin. Vysledky jsou uvedeny v ramci dendrogramu na obr. 16.

Na zakladé vysledkd analyz je moiné konstatovat, Ze pouZité primery azvolené amplifikacni
techniky sefadily testované kmeny do péti skupin (obr. 16). S. wickerhamii (CCY 21-41-1) a S. kluyveri
(CCY 21-5-1), které byly fazeny do skupiny J podle ITS-PCR-RFLP tvofi samostatnou skupinu.
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S. exiguus (CCY 26-16-1) se podle vyslednych fingerprintll podoba skupiné 5. Vzorky skupiny Il

s pracovnim oznacenim s102, s88, s90, s122 ukdazaly velmi vysokou genetickou podobnost.

Aplikace metody PCR-fingerprinting za pouZiti vySe zminénych primer( vedla k lepsimu odliseni

ve srovnani s metodou ITS-PCR-RFLP. Nicméné metody rep-PCR a RAPD neposkytly jednoznacnou

druhovou a kmenovou miru odliSeni rodu Saccharomyces; pouze seskupily dané kmeny na zdkladé

jejich genetické podobnosti. Navic metody doprovazi sloZitd interpretace dat (zejména pfi vétSim

mnozZstvi vzorkd), kterd vyZaduje fadu zkusenosti (slabé zény na gelu apod.). TaktézZ je nutné vzorky

pfipravit v jedné sérii (tedy za pouziti stejné PCR smési, jedné elektroforetické detekce), coZ je opét

problémové pfianalyze vétsiho mnozstvi vzorkd, kde limitaci je pocet vzork( pfi elektroforetické

detekci.
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Obr. 16: Dendrogram sestrojeny na zdkladé PCR-fingerprint( ukazujici genetickou podobnost analyzovanych

sbirkovych kmend.
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4.2.1.3 Druhoveé specifické primery (multiplexni a touchdownovd PCR)

Vroce 2011 Muir et al. navrhli druhové specifické primery a to za ucelem identifikace druh(
S. cerevisiae, S. bayanus, S. paradoxus, S. kudriavzevii, S. mikatae a S. arboricolus. V ramci této prace
byly pouzity 4 pary téchto druhové specifickych primerl a to primery prodruh S. cerevisiae,
S. bayanus, S. paradoxus, S. kudriavzevii. Sekvence jednotlivych primer( jsou uvedeny v tab. 17
(str. 58). PoufZiti druhové specifickych primer0 je zaloZeno na strategii vzniku jednoho PCR produktu
o znamé velikosti odpovidajici prislusnému druhu (viz tab. 18). VSechny vySe zminéné primery byly
pridany do reakcéni smési pro PCR a testovany proti genomové DNA vSech analyzovanych vzork( (jako
multiplexni PCR). Aby nedoslo k nespecifické amplifikaci spojené se vznikem nespecifickych produktd,
byla metoda provedena jako touchdownova PCR. Princip metody je zaloZeny na tom, Ze v prvnich
cyklech je nastavena vyssi hybridizacni teptota nez optimalni hybridizac¢ni teplota zvolenych primer(.
Primery pak hybridizuji méné efektivné, ale s vyssi presnosti. V dalSich krocich se teplota hybridizace
snizZuje, coz zajisti dostatecnou koncentraci PCR produktu (Muir et al., 2011). Teplotni a ¢asovy profil
reakce je uveden v pfiloze 6.

Tab. 18: Velikosti PCR produkt( po amplifikaci DNA druhové specifickymi primery; amplifikovany gen a jeho
charakteristika (Muir et al., 2011).

DI st Amplifikovany gen Popis genu
(Primery) PCR produktu (bp) P Ve Pisg
(prirrf;;rsi:velilgze R2) 150 mex67 Zapojeny v exportu mRNA
(primi.rf?t;?);lfl R1) 275 dbp6 Dead box protein 6
udri ”
(prirsr;erL)I/irlLZ‘:Izi‘;IR7) 660 pril Polypeptid p48 DNA primazy
S. paradoxus Zapojeny v transportu proteinu
74 1
(primery Spar F2, R1) 0 sec3 z ER do Golgiho aparatu

Na zakladé vysledkd touchdownové PCR za pouziti ¢tyf part druhové specifickych primer( byly
analyzované kmeny identifikovany nasledovné: 28 kmen( bylo zarazeno jako S. cerevisiae,
5 testovanych kmeni bylo identifikovano jako S. bayanus, 3 analyzované vzorky jako S. paradoxus.
Zadny kmen nebyl identifikovan jako S. kudriavzevii. 7 kmend, které nebyly za pouZiti vy$e popsanych
primerd amplifikovany, pravdépodobné patfi mezi druhy S. pastorianus nebo S. mikatae.
Pro identifikaci druhu S. pastorianus nebyly navrzeny druhové specifické primery, nebot se jedna
o pfirozeny hybrid druh( S. cerevisiae a S. bayanus. Vysledky jsou souhrnné uvedeny v tab. 20
a ukdzany v ramci dendrogramu na obr. 17.

Pouziti druhové specifickych primerQ je rychlé a vhodné kidentifikaci nékterych druh( rodu
Saccharomyces, jako je S. cerevisiae, S. bayanus, S.paradoxus. Nicméné identifikaci druhl
S. kudriavzevii a S. mikatae za pouziti druhové specifickych primerd bude nutné jesté dale testovat.
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Multiplex-PCR
Druhové specifické primery
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"582 (S. bayanus/S. pastorianus 48-82)
s73/s77
587 S. pastorianus (?)
s120
s135 (S. exiguus 26-16-1)
s119 (S. kluyveri21-5-1)
$129 (S. wickerhamii21-41-1)

Obr. 17: Dendrogram sestrojeny na zdkladé vysledkd ziskanych amplifikaci templdtové DNA druhové
specifickymi primery za pouZiti multiplexni PCR. TFi skupiny byly amplifikovdny druhové specifickymi primery
a byly identifikovdny jako S. bayanus, S. cerevisiae a S. paradoxus. 7 vzorki nebylo amplifikovdno za pouZiti

druhové specifickych primerd.

4.2.1.4 LSU-DGGE

Pouzité sbirkové kmeny byly analyzovany metodou denaturacni gradientové gelové elektroforézy
(DGGE). Metoda DGGE se casto vyuziva ke studiu ekologie komplexnich mikrobidlnich ekosystém{
(Cocolin et al., 2013). Diky tomu, Ze metoda je zaloZena na separaci PCR amplikon(l stejné velikosti
na zakladé odlisnosti v sekvenci (Ercolini, 2004), byla dand metoda vyuzita k seskupeni shirkovych
kmen( rodu Saccharomyces.

Za ucelem amplifikace byla zvolena oblast D1/D2 LSU rDNA, kterad poskytuje stejny fragment
po PCR provsechny druhy rodu Saccharomyces (250 bp), taktéZz byva nejcastéji sekvenovana
a amplifikovany uUsek se nejc¢astéji vyuzivd k DGGE analyze. Ukazky vyslednych elektroforeogramu
jsou uvedeny na obr. 18. Timto zplsobem byly sbirkové kmeny rozdéleny do 5-ti skupin. Rozdéleni
do skupin se shodovalo s rozdélenim po ITS-PCR-RFLP (viz kapitola 4.2.1.1) s tim rozdilem, Ze skupina
C byla jesté dale délena na 3 skupiny (1, 3, 4 —viz. tab. 20). Kmeny s pracovnim oznacenim s119, s129
a s135, které se neradi do komplexu Saccharomyces sensu stricto, byly odliSné od sebe i od ostatnich
kmen (od skupin 1 —5).
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Obr. 18: Vysledny DGGE elektroforeogram detekce amplifikované oblasti D1/D2 LSU rDNA u pouZitych
shirkovych kment délenych na zdkladé rozdilnych sekvenci. s8 — Kluyveromyces lactis.

4.2.1.5 Interdelta polymorfismus — kmenovad identifikace S. cerevisiae

Ke kmenové identifikaci izolovanych kmen0 S. cerevisiae byly zvoleny primery 81-62 a 62-612
amplifikujici delta oblasti rDNA druhu S. cerevisiae. Primery byly testovany na sbirkovych kmenech
rodu Saccharomyces. Delta oblasti jsou v literatufe popisovany jako vhodné genetické markery
pro identifikaci polymorfizmd, protoze jejich pocet a lokalizace ma intraspecifickou variabilitu
(Franco-Duarte et al., 2011).

Ve srovnani s rep- a RAPD-PCR tato metoda vykazuje mnohem vyssi variabilitu meazi
analyzovanymi kmeny S. cerevisiae. Na zakladé ziskanych vysledk( Ize Fici, Ze aplikované primery 61-
32 jsou vhodné pro kmenové odliSeni druhu S. cerevisiae. Tyto primery poskytly mensi pocet
fragment( neZ primery 62-612. Interpretace vysledk( je v tomto pfipadé snadnéjsi. Navic primery 61-
02 amplifikovaly pouze kmeny spadajici doskupin 1, 2, 3 (rozdéleni podle LSU-DGGE)
a neamplifikovaly DNA izolovanou z kvasinek skupiny 4 a 5 (taktéZ podle LSU-DGGE), které
taxonomicky odpovidaji druhiim S. bayanus a S. paradoxus (zatazeni na zakladé vysledk( amplifikace
DNA druhové specifickymi primery; viz kapitola 4.2.1.3). Primery 62-612 poskytovaly vétsi mnoZstvi
fragmentl po PCR a nékteré fragmenty byly velmi nizké intenzity. Navic tento par primeru kromé
DNA druhu S. cerevisiae amplifikoval i DNA druhu S. paradoxus. Amplifikaci delta oblasti rDNA druhu
S. bayanus nebyl za pouZiti obou parQ primerd generovan Zadny fragment. Vysledné fingerprinty,
stejné jako v predchozich pfipadech, byly vyhodnoceny v programu BioNumerics 6.5. Vysledny
dendrogram ukazujici podobnost sbirkovych kmen( je uveden na obr. 19. Nékteré kmeny, zafazené
klasickou taxonomii jako kmeny rozdilné, jsou po molekularni kmenové typizaci za pouziti obou pard
primerG shodné (sk. 3 podle LSU-DGGE; vzorky s pracovnim oznacenim s90, s 102, s 88 a s122).

Metoda amplifikace delta sekvenci je relativné snadno aplikovatelnd, financné a ¢asové ne pfilis
narocna a zda se byt vhodna kidentifikaci vétsiho poctu vzorkd. Primery 61-62 se ukazaly byt
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vhodnéjsi ke kmenové identifikaci druhu S. cerevisiae nez testovany par primer( 62-612 a nezZ vyse
popsané metody rep- a RAPD-PCR. Metoda taktéZz poskytuje dostateénou miru kmenového odliseni
druhu S. cerevisiae.

Interdelta-PCR (d1-d2)  Interdelta-PCR (d2-d12)

]

—1m

]
g

—1sm
—1mm

B
— T all '| : '|| | 5106 21-63-2 S paradoxus 4
E i mn 5132 21661 S mikatae 4|1
il | $138 21-53-1 S. paradoxus 4
| | I | ” ||| | | ||| | |H|| s93 21-46-1 S. cerevisiae 1
E il K § | BRI sB3/s75 21-4-96 S. cerevisiae T 1
||| I || | | | | || | s10 21-4-77 S. cerevisiae 1
|l [ | [ T s80 21-11-3 S. cerevisiae 3
‘ .l | (L 5102 21-6-7 $. pastorianus T 3
| N il = 21-11-3 S, cerevisiae ‘ 3
] ||| | | [ || ||| || 5122 21-9-1 S. exiguus (Kaz. exigua) 3
] — |||I | ] | | || | || 592 21-12-3 S. cerevisiae 1
T leeybodod | s91 21-48-1 S. cerevisiae 2
E [ ] | )W 5118 21-21-16 S, cerevisiae (3. oviformis) 2
| )] [l | 82 48-82 S. bayanus/S.pastorianus 1
IV FIE | IS <2 21-4-11 S cerevisiae 1
=5 =] SR | s 21212 S. cerevisiae (S. oviformis) 1
) B [Pl <t 21-4-81 S cerevisiae 1
b B Merne 1] sz 21-57-1 S, kudriavzevii 1
Il | I 11l s84/s103  21-6-6 $. pastorianus 1
| l ' ” | ” s121 21-6-4 S. pastorianus 1 ]
| [N T s13 21-4-113 S cerevisiae 1
—I: || I | ' | | | ||| ” ' | s114 21-4-26 S. cerevisiae 1
IR ll s8g 21-21-43 S cerevisiae 2
I O L 2 21-67-2 S kudriavzevii 1
| '| || | ||” H | sm 21-31-10  S. bayanus 1
LI | WIBT) | sesis74 21421 S cerevisiae 1
1| PN 5123 21-47-1 S cerevisiae 1
W Tl T | sB5/s81 21-31-13 S cerevisiae 1
i .| | | “ | || | ' | sB4/s78 21-31-6 S. bayanus 1
E | | || | El ||||| s115 21-15-2 S. cerevisiae (S. willianus) 1
THE || || s125 21-4-55 S cerevisiae 1
el ] 17 [CEl Rl  st13a 21483 S cerevisiae 1
s105 48-79 S. bayanus var. uvarum 5
s104 48-80 S. hayanus var. uvarum 5
sB0 T S. bayanus 5
s73/s77 21-131 S. bayanus 5
s79/s116 21-15-5 S. cerevisiae (S. willianus T) 5 m
sB7 21-6-3 S. pastorianus 5
s129 21-41-1 S. wickerhamii (KI. wickerhamii)
s135 26-16-1 S. exiguus (C. holmii)
s134/s86 21-31-5 S. bayanus 5
s118 21-5-1 S. Kluyveri (L. kluyveri)
s120 21-B-1 S. pastarianus b5}

Obr. 19: Kmenovd podobnost identifikovanych sbirkovych kmen( (dendrogram sestrojeny na zdkladé UPGMA
klastrové analyzy). DNA nékterych kmenu neposkytuje po amplifikaci delta primery Zaddné amplikony z ddvodu
absence delta sekvenci, které se vyskytuji u druhu S. cerevisiae.
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4.2.1.6 Souhrn a zhodnoceni aplikovanych identifikacnich technik

K tomu, aby bylo mozné primyslové aplikovat vybrané autochtonni kmeny S. cerevisiae, bylo
dalezité nalézt vhodnou metodu odliSeni rodu Saccharomyces od nesaccharomycetnich kmen(
a metodu kmenové identifikace druhu S. cerevisae, kterd by byla rychla, relativné nendrocna jak
Casove, tak laboratorné, a jejiz vysledky by byly snadno reprodukovatelné a interpretovatelné.
Nicméné najit vhodnou metodu identifikace druhl rodu Saccharomyces neni obecné snadny ukol,
protoze pramyslové pouzivané kmeny rodu Saccharomyces spadaji do komplexu Saccharomyces
sensu stricto a jak jiz bylo feceno, biologickd pribuznost ¢ini druhovou identifikaci kmen( komplexu
velmi obtiZznou. Byla tedy vyuZita fada molekularnich typizacnich metod, jejichz vyhody a nevyhody
jsou stru¢né charakterizovany v tab. 19.

Tab. 19: Pouzité metody — stru¢né zhodnoceni.

METODA POUZITY PRIMER/Y POZNAMKA

ITS-PCR-RFLP odliseni saccharomycetnich
a nesaccharomycetnich druh(

PCR-RFLP ITS1-ITS4 Y, . .
Haelll — odliSeni dvou skupin: S. cerevisiae
a S. bayanus
GTG
( )s Seskupeni druht do pfislusné skupiny na zakladé
) L (GAC)s
PCR-fingerprinting (rep-PCR) (GAG)s genetické podobnosti
M13 primer Slozita reprodukovatelnost
PCR-fingerprinting (RAPD) M13 primer Slozita reprodukovatelnost

Vhodné pro druhovou identifikaci nékterych druh(

Druhové specifické . . .
P komplexu Saccharomyces sensu stricto, jako je

Touchdownova PCR

primery S. cerevisiae, S. bayanus, S. paradoxus
Identifikace kmen( S. cerevisiae; jiné druhy nejsou
amplifikovany kvli absenci delta oblasti
61-62 62-612 v porovnani's §1-62
| [ta-PCR
nterdelta-PC 62-612 amplifikuje i druh S. paradoxus, interpretace dat je

sloZitéjsi z divodu generace vétsiho mnozstvi
slabych fragment
Pouze pro seskupeni stejnych druht
LSU-DGGE NL1(GC)-LS2 (pro identifikaci vzorky nutno sekvenovat nebo
pouZit vySe zminéné metody)

Souhrnné vysledky molekularni typizace sbirkovych kmend, dfive identifikovanych pouze
na zakladé fyziologickych a morfologickych charakteristik, jsou uvedeny v tab.20. OdliSnosti
v identifikaci s pouZitim fyziologickych test( (v tabulce jsou zvyraznény) mohou byt zplsobeny tim,
Ze druhy komplexu Saccharomyces sensu stricto jsou si natolik podobné, Ze jejich identifikace
fyziologickymi testy je zfejmé v nékterych pripadech ne zcela jasnd kvali potencidlni moZnosti
zkresleni dat kultivaénimi podminkami. Navic nékteré druhy jsou odlisitelné jen v ramci nékolika malo
fyziologickych charakteristik.

Kombinace vyse zminénych aplikovanych molekuldrnich metod umozZnila rychlou, relativné
jednoduchou a snadno opakovatelnou identifikaci kmen( S. cerevisiae. Nékteré studie (Schuller et al.,
2004; Maqueda et al., 2010; Ortiz et al., 2013) uvadi aplikaci restrikéni analyzy mitochondridlni DNA
nebo karyotypizace za ucelem odliseni riznych kmen0 S. cerevisiae. Tyto metody jsou laboratorné
narocné jak z hlediska ¢asu, tak obtiZnosti provedeni metody a navic vysledky jsou ovlivnény sloZitosti
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interpretace dat kvili velkému pocétu vzniklych fragmentl po restrikéni analyze mtDNA. Naopak
testované metody zaloZené na typizaci delta sekvenci za pouZiti PCR jsou vhodné ke kmenové
identifikaci a to diky rychlosti provedeni, ne tak slozité interpretaci dat a snadnéjsi opakovatelnosti
v porovnani napf. s karyotypizaci studovanou metodou PFGE. Autofi Schuller et al. (2004) uvadéji,
Ze typizace delta sekvenci mGze odlisit druh az na kmenovou uroven, stejné jako jiz zmiriované RFLP
mtDNA a PFGE. Z tohoto dlivodu mohou byt aplikované molekularni techniky jednodussi a rychlou
alternativou k doposud vyuzivanym metoddm RFLP mtDNA a PFGE.

Kombinace metod ITS-PCR-RFLP spolec¢né svyuZitim druhové specifickych primer( pro druh
S. cerevisiae ainterdelta polymorfismus je vybornym nastrojem kmenové identifikace druhu
S. cerevisiae. Metoda ITS-PCR-RFLP odlisuje saccharomycetni kmeny od kmen({ nesaccharomycetnich
jiz na zakladé velikosti amplikonu, tedy bez pouziti restrikénich endonukleaz. Amplifikace izolované
DNA za poutziti specifického paru primeru pro druh S. cerevisiae umoznuje identifikovat a odlisit
druhy rodu Saccharomyces (primery amplifikuji pouze druh S. cerevisiae). Kmenova identifikace
odlisnych druhl S. cerevisiae pak muzZe byt provedena za pouZiti paru primeru 31-62. Amplifikace
DNA timto parem primerl umozZnila odlisit kmeny S. cerevisiae a metoda byla vyuZita k odliseni
izolovanych kmen.

U vybranych kmen (celkem 16) byla nakonec provedena sekvenace oblasti ITS a D1/D2 LSU rDNA
(velikost amplikonu byla 1500 bp). Ziskané sekvence byly vyhodnoceny za pouZiti databaze NCBI
Blast. Nciméné z dlivodu vysoké podobnosti sekvenci byly jednotlivé sekvenované kmeny zarazeny
pouze jako S. cerevisiae.
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Tab. 20: Souhrn pouZitych sbirkovych kmenu identifikovanych fyziologickymi testy a strucné vyhodnoceni

aplikovanych molekuldrnich metod.

Fyziologické testy

Molekuldrni metody

Sk. €. | Prac.oznac. ccy
Druh ::Ll:l 'T:;tﬁf' D"ég;z D-spec di1-d2 d2-d12* Druh
s10 21-4-77 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s11 21-4-81 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s12 21-4-111 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s13 21-4-113 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s92 21-12-3 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s93 21-46-1 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s114 21-4-26 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s115 21-15-2 S. cerevisiae (S. willianus) C C 1 SC A A S. cerevisiae
s117 21-21-2 S. cerevisiae (S. oviformis) C C 1 SC A A S. cerevisiae
s121 21-6-4 S. pastorianus C C 1 SC A A S. cerevisiae
5123 21-47-1 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
Sk-1 5125 21-4-55 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s133 21-4-93 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
S75/s83 21-4-96 S. cerevisiae T C C 1 SC A A S. cerevisiae
S78/s84 21-31-6 S. bayanus C C 1 SC A A S. cerevisiae
$81/s85 21-31-13 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s94/s103 21-6-6 S. pastorianus C C 1 SC A A S. cerevisiae
S95/s74 21-42-1 S. cerevisiae C C 1 SC A A S. cerevisiae
s71 21-31-10 S. bayanus C C 1 SC A A S. cerevisiae
5136 21-57-2 S. kudriavzevii C C 1 SC A A S. cerevisiae
s127 21-57-1 S. kudriavzevii C C 1 SC A A S. cerevisiae
s82 48-82 S. bayanus/S. pastorianus B B 1 N A A hybridni kmen
s89 21-21-43 S. cerevisiae C X 2 SC A A ?
Sk. 2 s91 21-48-1 S. cerevisiae C X 2 SC A A ?
5118 21-21-16 S. cerevisiae (S. oviformis) C X 2 SC A A ?
s88 21-11-3 S. bayanus C C 3 SC A A S. pastorianus ?
Sk 3 s90 21-11-1 S. cerevisiae C C 3 SC A A S. pastorianus ?
5122 21-9-1 S. exiguus (Kaz. exigua) C C 3 SC A A S. pastorianus ?
s102 21-6-7 S. pastorianus T C C 3 SC A A S. pastorianus ?
5106 21-53-2 S. paradoxus C C 4 SPAR N A S. paradoxus
Sk. 4 s132 21-58-1 S. mikatae C C 4 SPAR N A S. paradoxus
5138 21-53-1 S. paradoxus C C 4 SPAR N A S. paradoxus
s80 "T" S. bayanus B B 5 SB N N S. bayanus
s86/s134 21-31-5 S. bayanus B B 5 SB N N S. bayanus
s87 21-6-3 S. pastorianus B B 5 N N N S. pastorianus
Sk.5 s104 48-80 S. bayanus var. uvarum B B 5 SB N N S. bayanus
5105 48-79 S. bayanus var. uvarum B B 5 SB N N S. bayanus
s120 21-6-1 S. pastorianus B B 5 N N N S. pastorianus
s73/s77 21-13-1 S. bayanus B B 5 N N S. pastorianus
s79/s116 21-15-5 S. cerevisiae (S. willianus T) B B 5 SB N N S. bayanus
s129 21-41-1 S. wickerhamii (KI. wickerhamii) J J 6 N N N S. wickerhamii
Sk. J s119 21-5-1 S. kluyveri (L. kluyveri) J J 7 N N N S. kluyveri
s135 26-16-1 S. exiguus (C. holmii) J J 8 N N N S. exiguus

1C, B, X, J — znaci pracovni oznaceni skupin
21 -5znadi pocet vytvorenych skupin
3sc-s. cerevisiae, SB — S. bayanus, SPAR —S. paradoxus. ? — druhové nezarazeno
4 or . ops .
A — amplifikuje, N - neamplifikuje
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4.2.2 Identifikace izolovanych kmend S. cerevisiae

V ramci predchozich kapitol byla popsana aplikace ridznych identifikacnich metod s cilem najit
metodu, kterd by byla vhodna k odliseni druh(l komplexu Saccharomyces sensu stricto a ke kmenové
identifikaci druhu S. cerevisiae. Nékteré tyto metody byly aplikovany za Ucelem identifikace
izolovanych kmenu S. cerevisiae.

V pribéhu let 2009 — 2011 bylo celkové izolovano a precisténo 120 kmenl rodu Saccharomyces.
Kvasinky byly izolovany ze spontanné kvasenych mostl a bobuli odrid uvedenych v kapitole 4.1.2,
tedy ze Sauvignonu a Rulandské modré, oboji pochdzejici z integrované a ekologicky osetfené vinice.
Souhrn poctu izolatl a zdroj jejich izolace je uveden v tab. 21.

Tab. 21: Pocet izoldtu rodu Saccharomyces sp.

. L. Pocet izolath Saccharomyces sp.
Odrtida Rocnik - —
Integrovana Ekologicka
Bobule/Most Bobule/Most
Sauvignon 2009 1/14 1/11
Rulandské modré 2010 0/14 0/17
Sauvignon 2011 0/20 0/17
Rulandské modré 2011 1/14 0/10
Celkem 120

Kvasinky rodu Saccharomyces byly odliseny od ostatnich izolat( (od nesaccharomycetnich kmen()
na zdkladé velikosti amplikonu (amplifikaci oblasti 5,85 ITS pomoci PCR), ktery je prorod
Saccharomyces dlouhy 880 bp. K druhové identifikace byly pouzity druhové specifické primery
pro druh S. cerevisiae. Velikost fragmentu po PCR byla 150 bp; jiné druhy rodu Saccharomyces
neposkytuji pti amplifikaci rDNA za pouZiti tohoto péaru druhové specifickych primert zadny fragment
(viz kapitola 4.2.1.3). Dale byl kcharakterizaci pouZity primer M13 v metodé rep- a RAPD-PCR.
Ke kmenové charakterizaci byly pouzity primery 81-62. Aplikaci tohoto paru primer( bylo ziskano
od tfi do osmi odlisnych fragmentd na kmen s jednim opakujicim se fragmentem o velikosti okolo
1000 bp. Na druhou stranu, par primer( 62-612 poskytl zna¢né vice fragmentd v ramci jednoho
vzorku a nékteré fragmenty byly velmi nizké intenzity. Malé mnoiZstvi fragment(/vzorek je
pripisovano prokazané nizké podobnosti primerl 61-62 k sekvencim genomu S. cerevisiae (Xufre et
al.,, 2011).

Vsechny vysledné elektroforeogramy byly vyhodnoceny v programu BioNumerics 6.5.
Dendrogram, sestrojeny nazakladé UPGMA analyzy a zndazorfujici genetickou podobnost
identifikovanych kmena S. cerevisiae, je na obr. 20 spolec¢né s vyslednymi fingerprinty. Kombinaci
této dvojice paru delta primert bylo odliseno 45 rlznych kmen( S. cerevisiae. Za poutziti primeru M13
a metody rep-PCR byly izolaty rozdéleny pouze do tfi skupin, za pouZiti RAPD techniky do ¢tyf skupin
(obr. 20).

Vétsina izolatd a identifikovanych kmenu S. cerevisiae pochdazela ze spontanné fermentovanych
mosta. Jak jiz bylo feceno, autofi Fleet et al., 2002; Raspor et al., 2006 aj. uvadéji, Ze je totiz slozité
izolovat populace rodu Saccharomyces z bobuli z divodu jejich vyskytu ve velmi nizké koncentraci (>
10 -100 CFU-cm™) a to za poutziti standardnich kultiva¢nich technik. Nicméné inokulaci bobuli
v tekutém sladinovém médiu po dobu deseti dnl se podafilo izolovat tfi kmeny rodu Saccharomyces
(viz tab. 21).
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Obr. 20: Dendrogram izolovanych kmenu S. cerevisiae zaloZeny na vyslednych PCR-fingerprintech ziskany
amplifikaci delta sekvenci a sestrojeny na zdkladé UPGMA klastrové analyzy. Zdroj izolace jednotlivych kmend je
uveden v tabulce ramci prilohy 3.

Soucastné byly identifikovany i komercéné dostupné kmeny (S. cerevisiae BS6; S. cerevisiae M1157,;
S. cerevisiae/S. bayanus s181; S. cerevisiae/S. kudriavzevii Challenge Ybes), které vinar také béiné
pouziva k zakvaseni mostl, autochtonni kmen S. cerevisiae 1-09, ktery byl izolovan vroce 2009
z ekologicky osetfenych bobuli odridy Sauvignon. Autochtonni kmen S. cerevisiae 1-09 byl vybran
na zdkladé vhodnych technologickych vlastnosti jako startovaci kultura (viz kap. 4.2.3)
a pred samotnou aplikaci v fizeném kvasném procesu byla srovnana jeho genetickd podobnost
s komercéné dostupnymi vySe zminénymi kmeny (obr. 21).
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Obr. 21: Vysledny elektroforeogram srovndni izolovaného kmene 1-09 s komercnimi kmeny pouZivanymi
v poslednich letech v prislusném vinarstvi. Ke kmenové identifikaci byla vyuZita metoda typizace delta sekvenci
za pouZiti primerd 61-62. 1 — kmen S. cerevisiae BS6; 2 — S. cerevisiae M1157 (Vitilevure C); 3 - S. cerevisiae/s.
bayanus s181 (Challenge); 4 — S. cerevisiae/S. kudriavzevii (Challenge Ybes); 5 — autochtonni kmen 1-09. M —
délkovy standard 100 bp, jednotlivé zony v markeru jsou popsdny na pravé strané elektroforeogramu.

4.2.3 Screening oenologickych vlastnosti vybranych izolovanych kment S. cerevisiae

Pfi aplikaci novych kmen( vevinarstvi musi byt stanovena fada kritérii, které zarudi,
Ze selektované kmeny budou mit Zadouci technologické vlastnosti ovliviiujici pozitivné vysledny
charakter vina. TaktéZz se kmeny musi adaptovat nardzné stresové podminky, nebot je obecné
znamo, Ze ne vSechny kmeny maji schopnost adaptace vici specifickym podminkdm mostu a vina.
Proto byva testovana rada kritérii zahrnujici alkoholovou toleranci, schopnost vysoké fermentacni
aktivity, rlst pfivyssich koncentracich sacharidd, rezistenci k SO,, nizkou produkci H,S. Dale pak
rezistence ke kilerovym toxinidm a stim spojend Zadouci pozitivni kilerova aktivita a schopnost
flokulace (Nikolaou 2006; Comitini et al.,, 2011; Suarez-Lepe a Morata 2012; Ortiz et al., 2013).
VSechna tato kritéria byla popsana v kapitole 2.4.1.4.

Vysledky izolace, identifikace a charakterizace kmen( byly shrnuty do €lanku Suranska et al.,
Identification of indigenous Saccharomyces cerevisiae strains isolated from Moravian wines
and screening of their oenological properties for their potential application as the starter culture,
odesldno do tisku (viz ptiloha 3). Data, kterd nejsou soucdsti publikace, jsou uvedena kompletné
vtextu vtéto kapitole. Vybrané testované oenologické charakteristiky nékterych kmen( jsou
uvedeny na obr. 23.

V rdmci predchozich kapitol (4.2.1. a 4.2.2.) byly izolovany, precistény a identifikovany kmeny
S. cerevisiae. Celkové bylo identifikovano 45 odliSnych kmen( S. cerevisiae z celkového poctu 120
izolovanych kmenU rodu Saccharomyces (viz kapitola 4.2.2). U téchto kmenG byly testovany vyse
zminéné oenologické (technologické) vlastnosti. Navic byl testovan i komeréné dostupny kmen
S. cerevisiae BS6, ktery se ve vinarstvi bézné pouziva k zakvaseni mostd, a ktery byl pouZzity jako kmen
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kontrolni pfi testovani novych kmen(. Tento kmen je podle vysledki kmenové typizace odlisny
od kmen( izolovanych (obr. 21). Testovany pak byly néasledujici vlastnosti: tolerance vici ethanolu,
osmotolerance, SO, tolerance, flokulace, utilizace kyseliny jablecné a octové, schopnost produkce
kyseliny octové, H,S produkce a testovani vybrané glukosiddzové enzymové aktivity a byla také
stanovena killerova aktivita. Vysledky oenologickych vlastnosti testovanych izolovanych kmen( jsou
souhrnné uvedeny v pfiloze 3 v tab. 2.

Kmeny S. cerevisiae jsou v prvni fadé zodpovédné za fermentaci sacharidd a produkci alkoholu.
Idedlni kmeny by mély byt schopné iniciovat a dokoncit fermentaci. To vSe souvisi s tzv. fermentacni
silou, tedy metabolismem sacharid(i, ktera je spojena se schopnosti kmene odoldvat stresu
souvisejicim s fermentaci mostu (Barrajon et al., 2011). Méfenim zdkalu byly stanoveny rlstové
kfivky, z nichZ byly vypocitdny mérné rdstové rychlosti (u) (viz pfiloha 3, tab. 2). Testovan byl
potencial kmenu rist za podminek vysokého osmotického stresu, na ktery musi kvasinky, pfedevsim
kvlli vysoké pocatecni koncentraci sacharidl, prizplsobit svlj metabolismus hned v pocatecnich
fazich kvaseni. Schopnost odoldvat osmotickému stresu byla testovana v médiu s 40 a 50% glukdzou.
Obecné plati, Ze vysoka koncentrace sacharid(l v mostu mUZe inhibovat metabolismus kvasinek a vést
(stejné jako v ptipadé vyssi koncentrace ethanolu) k vlieklé fermentaci (Ortiz et al., 2013). VSechny
nami testované kmeny byly schopny rlst v pfitomnosti 40 a 50% glukdzy. V pritomnosti 40% glukdzy
pouze 4 kmeny (W1, X, L a 1-09) ukazaly vyssi mérnou rlstovou rychlost (i) nez kontrolni komercné
dostupny kmen S. cerevisiae BS6. Zajimavosti je, Ze vétsina testovanych kmen( (34) rostla l1épe v 50%
glukdze v porovnani s kontrolnim kmenem BS6.

S procesem fermentace postupné narlstd koncentrace ethanolu. Aby kmeny mohly dokondit
alkoholové kvaseni, je nezbytné adaptovat se taktéZ na vzristajici koncentraci alkoholu. Hlavnim
mistem toxického puUsobeni ethanolu vicéi burfikdm kvasinek je cytoplazmatickd membrana,
kde dochdzi ke zméné organizace, permeability a ndsledné inhibici glukézového transportu a tedy
k poklesu fermentacni rychlosti (Tofalo et al., 2009). To vSe vede k jiz zmifované vleklé fermentaci.
Testovana byla tedy schopnost kmen(l rdst ve 12, 14, 15, 16 a 17 obj. % ethanolu. 18 izolatl
z celkového poctu 45 mélo lepsi rlst ve 12% ethanolu nez kontrolni kmen BS6; 29 izolatl rostlo 1épe
v pfitomnosti 14% ethanolu, 2 kmeny (A1, A3) nerostly ve 14% ethanolu vibec. 4 kmeny (W, X1, 2-09
a 10-09) rostly v 16% ethanolu a Zadny kmen (ani kontrolni) nerostl v pfitomnosti 17% ethanolu.
Kontrolni kmen S. cerevisiae BS6 prokazal nejvyssi toleranci v pfitomnosti 14% ethanolu.

PFi nizSich koncentracich, jak v pfitomnosti alkoholu (12, 14 %) tak i glukézy (40 %), je v porovnani
s izolaty rlst komeréniho kmene BS6 dobry, nicméné pfi vyssich koncentracich je schopnost kmene
BS6 odoldvat stresiim nizsi nez u fady izolatd. To mizZe byt zplsobeno mnoha faktory, zejména pak
schopnosti kmene rychle se adaptovat na dané stresové podminky. Taktéz odolnost k danym
stresovym podminkdm je kmenové zavisla. Kompletni vysledky osmo- a etanolové tolerance jsou
uvedeny v tab. 2 v pfiloze 3.

Dale byla testovana schopnost kmen( flokulovat. Flokulace je ve fermentacnim prdmyslu Zadouci,
zejména pfiprodukci vina, nebot predstavuje snadnou a levnou cestu oddéleni bunék
od fermentacniho média. Nicméné je Zadouci, aby burky pretrvavaly v prokvaseném mostu ve formé
suspenze do té doby, dokud nebude dokoncen kvasny proces a aZ posléze sedimentovaly (Janderova
a Bendova, 1999). Vysledky flokulaéniho testu (hodnoceny vizudlné na zakladé shlukovani bunék
a sedimentace) ukazaly, Ze 91 % izolovanych kmenU je schopno setrvat v klidu v suspenzi po dobu
delsi nez 10 minut. Naopak kmen S. cerevisiae B ukazal silnou flokulaéni schopnost, coZ se projevilo
i pfi kultivaci kmene v béiném tekutém sladinovém médiu, kdy bunky nebyly rovnomérné
rozdistribuovany v médiu, nybrZ tvofily shluky v podobé pravidelnych geometrickych tvar( (diskd,
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kulicek, tycCinek) (viz obr. 23). Flokulace je obecné ovlivhéna chemickym slozenim média (pH,
dvojmocné ionty), podminkami fermentace (O,, sacharidy, teplotou rlistu a koncentraci alkoholu)
a zejména pak intenzitou exprese genu zapojenych do procesu flokulace (flo1, Lg flol, flo5, flo8, flo9
a flo10). Proces flokulace je kmenové zavisly (Soares, 2010).

VétsSina kvasinek je senzitivni k vy$sim koncentracim SO,, ktery byvd v procesu pouzivan jako
antioxidant a antimikrobidlni cinidlo. Kmeny pro technologickou aplikaci by mély byt odolné a rist
i pfivysSich koncentracich SO,. VSechny analyzované kmeny byly tolerantni k SO, coz dokazoval
narust kultury do druhého dne.

DuleZitou roli pti produkci vina hraji enzymy, které nemusi nutné pochazet z bobuli, ale mohou
byt produkované nékterymi kmeny kvasinek (Strauss et al., 2001). Proto byly izolované kmeny
spolec¢né s kontrolnim kmenem testovany na pfitomnost B-glukosidazové aktivity. Na rozdil
od nékterych autor( (Delcroix et al., 1994; Comitini et al., 2011) nebyla uizolovanych kmenl
detekovana B-glukosidazova aktivita. Lze tedy fici, Ze produkce extracelularnich enzymi je opét
kmenové zavisla.

Sudrez-Lepe a Morata (2012) uvadi, Ze kvasinky by taktéz mély byt selektovany podle schopnosti
degradovat kyselinu octovou a jable¢nou. Vysledky testl ukazaly, Ze 91 % izolatd je schopno rlst
na agarovém meédiu obsahujicim kyselinu jable¢nou jako jediny zdroj uhliku a 98 % izolat( je schopno
rast na médiu obsahujicim kyselinu octovou. Na druhou stranu schopnost produkce kyseliny octové
byla detekovana u 29 % izolovanych kmen. Vysledky jsou opét uvedeny v tab. 2 v pfiloze 3.

Jednou z negativnich vlastnosti ovliviiujicich nepfiznivé organolepticky charakter vina je schopnost
nékterych kmenu produkovat vysoké mnozstvi H,S (Suarez-Lepe a Morata, 2012). Produkce H.S byla
testovana na specifickém médiu obsahujicim bismut jakoZto indikator. 15 izolatl (29 %) produkovalo
H,S a zbylé kmeny produkovaly H,S v malém mnozstvi. Jeden kmen (B) H,S neprodukoval.

Byla testovana i killerova aktivita' izolovanych kmend. Zajem o kmeny kvasinek produkuijicich
killerové toxiny vzristd, protoze jak uvadi Zagorc et al. (2001), pokud jsou tyto kvasinky pritomny
v prokvaseném mostu, mohou dominovat fermentaci. Jestlize killerové kmeny navic vykazuji jesté
dalsi pozitivni oenologické charakteristiky, produkované vino mlzZe byt vyborné a fermentacni proces
je tzv.sdm chranény. Pro posouzeni killerové aktivity byl zvoleny kfizovy killerovy test,
tzn. Ze vSechny identifikované izolované kmeny byly testovdny na specifickém tuhém médium proti
vybranym izolovanym kmentm S. cerevisiae (1-09, L, I, A, A4, M, F) a proti komerénim kmenim
(S. cerevisiae BS6 a VQ51). lzolované kmeny byly vybrany z hlediska vhodnych oenologickych
vlastnosti (viz pfiloha 3). Kmen VQ51 by mél byt podle protokolu dodavaného producentem killer-
senzitivni, nepredpokladali jsme u néj tedy killerovu aktivitu. Nicméné proti nékterym kmendm (I, F)
prokazal silnou killerovu aktivitu. Obdrzena data (tab. 22) byla statistisky vyhodnocena v programu
MiniTab. Vysledny dendrogram ukazuje procentudlni podobnost jednotlivych testovanych kmenu
ve smyslu produkce killerovych toxint (obr. 22). Mezi izolaty byly identifikovany pouze dvé pocetnéjsi
skupiny kmenQ, které vykazovaly stejnou aktivitu vici testovanym senzitivnim kmen(m. Prvni

*Killerova aktivita byla testovana na YPD médiu (0,3% kvasni¢ni extrakt, 1% pepton, 0,5% glukdza, 2% agar) obsahujicim 0,003% methylenovou
modF. K900 ml pldy bylo pted sterilizaci pfidano 100 ml citrat-fosfatového pufru (26,7 ml 0,1 M kyseliny citronové a 23,3 ml 0,2 M hydrogen
fosfore¢nanu sodného a 50 ml vody). pH média bylo upraveno kyselinou citronovou na hodnotu 4,5. Po sterilizaci byla do zchlazeného média
zamichana kultura senzitivniho kmene a po zatuhnuti byly na povrch agarové plotny oc¢kovany ¢arkou vidy 4 testované kmeny. Pfitomnost killerové
aktivity byla detekovéna jako zéna kolem kolonie zplUsobena odbarvenim média (Vadkertiova a Slavikovd, 1995).methylenovou modr. K 900 ml pady
bylo pred sterilizaci pfiddno 100 ml citrat-fosfatového pufru (26,7 ml 0,1 M kyseliny citronové a 23,3 ml 0,2 M hydrogen fosfore¢nanu sodného a 50
ml vody). pH média bylo upraveno kyselinou citronovou na hodnotu 4,5. Po sterilizaci byla do zchlazeného média zamichana kultura senzitivniho
kmene a po zatuhnuti byly na povrch agarové plotny ockovany ¢arkou vidy 4 testované kmeny. Pritomnost killerové aktivity byla detekovana jako
zéna kolem kolonie zptsobenda odbarvenim média (Vadkertiova a Slavikova, 1995).
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skupina zahrnovala kmeny A, A2, D, K, Q a R, druhd pak kmeny E, E1, P, 20-09. Dalsi izolaty byly
odlisné z hlediska killerovych aktivit proti potencidlnim senzitivnim kmendm a nevykazovaly v tomto
parametru vyznamnou statistickou podobnost (nejvyssi podobnost u dalSich skupin byla 80 %).
Killerova aktivita je vlci testovanym kmenlm kmenové specifickd vlastnost. TaktéZ byly procentualné
zhodnoceny aktivity (silna, slaba azadnd) testovanych kmen( proti vybranym potencidlnim
senzitivnim kmenim (graf 2). Zda se, Ze vici izolatim je nejsenzitivnéjsim kmenem kmen |, proti
kterému vykazovalo slabou nebo silnou aktivitu 61 % testovanych izoladtl. Naopak nejméné
senzitivnimi kmeny se jevi byt kmeny A4 a 1-09, vici kterym vykazovalo aktivitu pouze 31 a 33 %
testovanych kmenQ. Z grafu je taktéz patrné, Ze killer-senzitivni odpovédi jsou u testovanych kmen
vice rozsitené neZ produkce killerovych toxinl. Vétsi rozsifenost kmenl senzitivnich k toxinim
v porovnani s kmeny vykazujicimi killerovu aktivitu uvadi taktéz ve své publikaci Starmer et al. (1987)
a Czaran a Hoekstra (2003).

Podrobné testovani killerovych aktivit si vyZzaduje dalSi experimenty, napf. identifikaci formy
killerovych toxinl (K1, K2, K28, KHR, KHS) pomoci izolace dsRNA (Gulbiniene et al., 2004) apod.,
nebot aktivita je zavisld na mnohych faktorech (napf. pH, teplota). Je tedy otazkou, jak se dané
kmeny projevi z hlediska produkce killerovych toxinli pfi stresovych podminkach, které nastavaji
pfi jejich inokulaci do ¢erstvého mostu.
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Tab. 22: Vysledky testovdni pritomnosti killerové aktivity. (=) killerovd aktivita nedetekovdna; (+) slabd aktivita;
(++) silnd aktivita. Aktivita se projevila tvorbou zény kolem kolonie (viz obr. 23).

POTENCIALNE SENZITIVNi KMEN S. cerevisiae

vQs1 L | A4 A F M

POTENCIALNI KILLEROVY KMEN S. cerevisiae

N<XxEs<c-Hwmpv0z2Zr3

1-09
2-09
5-09
13-09
15-09
20-09
13-10
27-10
25-10

BS6
vVQ51
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Obr. 22: Dendrogram statistického vyhodnoceni podobnosti kmen( z hlediska produkce killerovych toxint proti
vybranym potencidlné senzitivnim kmenum. Data (viz tab. 20) byla vyhodnocena v programu MiniTab.
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Graf 2: Procentudlni zndzornéni killerovych aktivit testovanych potencidlnich killerovych kmeni proti vybranym
potencidlné senzitivnim kmenim (viz osa X).
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Produkce kyseliny octové. Kmeny J, K — vysoka produkce kys. octové; E, 1-09 — slaba produkce;
Q- Zadna produkce.

Utilizace kyseliny jablec¢né

™
ﬂ
Produkce H,S. B— Zadna produkce (-);

1-09 - slabad produkce (+); U — stfedni
produkce (++)

Testovani killerové aktivity. (<) neni; (+) stfedni; (++) silna. Pfitomnost killerové aktivity — odbarveni
média kolem kolonie.

Obr. 23: Vysledky testovdni oenologickych vlastnosti izolovanych a identifikovanych kmen( S. cerevisiae.

Selekce kmenU kvasinek nabizi lepsi cestu ziskat kmeny S. cerevisiae (nebo i jiné vybrané kmeny)
s vlastnostmi, které mohou zlepSit senzoricky profil, technologické vlastnosti a pomoci zachovat
regiondlni charakter vin (Sudrez-Lepe a Morata, 2012). Testy provedené za ucelem stanoveni
vlastnosti, které mohou ovlivnit fermentaéni proces a schopnost kvasinek adaptovat se na dané
stresové podminky, ukdzaly odliSnosti mezi jednotlivymi kmeny. U nékterych kmen( byla dokonce
zaznamendna lepsi adaptace na stresové podminky nez u kontrolniho kmene S. cerevisiae BS6. Pokud
tedy srovname vsechny testované kmeny, pouze 15 ze 45 (A, A4, F, F1,1,J, L, M, R, S, X1, Z, 1-09, 2-
09, 27-10) je vhodnych k poufZiti jakoZto startovaci kultura (viz pfiloha 3). Za ucelem dalsiho testovani
(v laboratornim a pozdéji i v provoznim méfitku) byl vybran autochtonni kmen S. cerevisiae 1-09.
Tento kmen byl izolovan z bobuli Sauvignon, které byly péstované ekologicky. Autochtonni kmen
S. cerevisiae 1-09 zaroven ukdazal velmi podobné vlastnosti jako kontrolni kmen S. cerevisiae BS6.
Kmen 1-09 byl posléze testovan v malém objemu (50 litrl mostu z odridy Sauvignon a 50 litrd
z odrlidy Rulandské modré) v roce 2011 jiz zmifnovanym vinafem, ktery posoudil vliv na vyslednou
senzorickou kvalitu vina ve srovndni s komerénim kmenem BS6. Kmen 1-09 byl vhodny z hlediska
prabéhu kvasného procesu iz pohledu vysledné senzorické kvality vina posouzené vinafem a tudiz
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byl testovan vroce 2012 ve velkoobjemovych tancich ve srovnani s komerénim kmenem BS6.
Vysledky fermentacéniho procesu jsou shrnuty v nasledujici kapitole 4.2.4.

4.2.4 Testovdni autochtonniho kmene ve vinaistvi - identifikace kvasinek
v fizeném procesu fermentace, stanoveni zdkladnich chemickych parametri
a senzorické zhodnoceni vyslednych produkti

Snahou nékterych vinar( neni jen dosahnuti urcitého vysledného charakteru produktu, ktery by
byl snadno odliSitelny od ostatnich, tedy potlacit tzv. uniformitu vin ziskanou pouZitim komercné
dostupnych kmend, ale predevsim zachovat autenticitu (regiondlni charakter). Proto ve spolupraci
s jiz zminovanym moravskym vinarstvim byl aplikovan autochtonni kmen S. cerevisiae 1-09.
Selektovand kultura byla kmenové identifikovdna (viz kapitola 4.2.2), testovana z hlediska
vyhovuijicich technologickych vlastnosti (kapitola 4.2.3) a posléze laboratorné pfipravena k zakvaseni
mostu®. Kulturou byl zao¢kovany most Sauvignon (ekologicky péstovana odrdida) a Rulandské modré
(odrGda integrované a ekologicky osetfend). Most odrlidy Sauvignon byl fermentovan ve velkych
nerezovych tancich o objemu 500 litrd a most odrldy Rulandské modré byl nakvaseny v kadich
o objemu taktéz 500 litr(. Jako srovndni pro zavérecné senzorické zhodnoceni vyslednych vin byl
rovnéz na stejné mnozstvi mostu k zakvaseni pouzity komercni kmen S. cerevisiae BS6. Celkové bylo
tedy zakvaseno 6 mostl (3 kmenem BS6 a 3 izolovanym autochtonnim kmenem S. cerevisiae 1-09).
Technologii procesu si vedl sdm vinaf podle standardnich postup( zavedenych ve vinarstvi.

V pribéhu celého kvasného procesu byl most sterilné odebiran v pravidelnych intervalech a byly
stanoveny zdakladni chemické parametry mostu zahrnujici koncentraci redukujicich sacharid(,
koncentraci ethanolu, pH mostu, celkové titrovatelné kyseliny. Taktéz byl monitorovdn rozvoj
nesaccharomycetni kvasinkové mikrofléry a stanoven celkovy podet kvasinek (CFU-ml™) v danych
fazich pokryvajici cely kvasny proces. Navic izolované kmeny Saccharomyces byly kmenové ovéreny
(zdGvodu moziné kfizové kontaminace komerénim/izolovanym kmenem). Na zavér bylo vysledné
vino senzoricky zhodnoceno zkusenymi degustatory. Z ¢asovych dlvodld a z hlediska predevsim
mikrobiologického zaméreni prace, nebyla u mostl provedena analyza vonnych, tékavych a jinych
latek pomoci analytickych metod jako je napf. GC, HPLC aj.

4.2.4.1 Monitoring kvasinkové mikroflory v priibéhu fizeného kvaseni

Vzorky byly odebirany ze viech prokvasenych mostl v pravidelnych intervalech pokryvajicich cely
kvasny proces, tzn., Ze u bilého vina byl odbér provadén do 22. dne a u mostu odridy Rulandské
modré do 16. dne procesu jeho fermentace. V ramci studie populace béhem fermentacniho procesu
byl stanoven celkovy pocet kvasinek (CFU-mI™), byly izolovény a identifikovany nesaccharomycetni
druhy a kmenové identifikovany izolované druhy rodu Saccharomyces. Kvasinky byly izolovany
a precistény na Cisté kmeny stejnym zplsobem uvedenym v kapitole 4.1. Za ucelem identifikace
kvasinek byla aplikovana metoda ITS-PCR-RFLP za poufZiti 3 restrikénich endonukledz Haelll, Hinfl

? Propagace vinné kvasinky: Nejprve byla pfipravena pida (0,1% kv. autolyzat, 2% glukéza nebo sacharéza). Do prazdnych zkumavek
byla vloZena plynovka, pfidano médium tak, aby byla naplnéna i plynovka a médium bylo cca 1 cm nad plynovkou. Do zkumavek byla
zaocCkovéna Cistd kultura a zkumavky byly kultivovéany 2— 3 dny pfi 28 °C. Do Erlenmayerovych banék byla pfipravena stejnd plda (vidy do
poloviny objemu bariky), do které byl prelity obsah zkumavek (1-2 zkumavky/barika). Erlenmayerovy bariky byly ponechédny na tfepacce
(cca 150 rpm) pfi laboratorni teploté po dobu 2 — 3 dny. K zakvéaseni 10 litrd mostu bylo pouZito 100 — 250 ml pfipravené kultury (v pfipadé
potfeby mdze byt kultura namnoZzena vinafem v daném mostu).
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a Hhal. Restrikéni fragmenty byly srovnany s databdzemi uvedenymi v kapitole 4.1. Nezndmé izolaty
(celkem 16) byly sekvenovany (SeqMe s.r.o). Sekvenovana byla oblast ITS spole¢né s D1/D2 LSU rDNA
(1500 bp dlouhy amplikon).

Celkovy pocet kvasinek (CFU-mI™) je uveden v grafu 3 a grafu 4. U &erveného vina (graf 3) byla
pocatedni koncentrace kvasinek 4 log CFU-mI™ (neinokulovany most). Poté byla k mostu pridana
pfislusna startovaci kultura. Z grafu je patrny rychly narust kultury (jak komercni, tak i autochtonni)
béhem prvnich ¢tyf dnli fermentacniho procesu. Maximalni pocet kvasinek se pohyboval v rozmezi
od 10 log CFU'mI™* do 12 log CFU-mI™ a ligil se podle pouZité startovaci kultury a typu osetieni
odrlidy. Maximalni koncentrace bunék byla detekovdna kolem 7.dne. Poté po devatém dnu
dochazelo k odumirani a sedimentaci bunék. Podle namérenych dat je patrné, Ze autochtonni kmen
S. cerevisiae 1-09 je schopny se rychle adaptovat na stresové podminky (vysoka koncentrace
sacharidd, limitace dusikem apod.), kterym jsou bunky pfiinokulaci mostu vystaveny
pfi velkoobjemové fermentaci. TaktéZ byl narust kultury S. cerevisiae 1-09 velmi rychly, coz ukazuje
na hladky prabéh fermentace (nedoslo kvleklé fermentaci vyvolané napt. limitaci dusiku apod.).
Prabéh kvasného procesu z hlediska narustu biomasy autochtonni kultury S. cerevisiae 1-09 je
srovnatelny s narustem biomasy komercni kultury S. cerevisiae BS6. Celkovy pocet kvasinek byl
sledovanan i v pribéhu kvaseni bilého vina Sauvignon (graf 4). Narust biomasy obou pouZitych kultur
byl velmi rychly. Maximalni koncentrace bunék byla pozorovana kolem sedmého dne a pohybovala
se mezi 11 — 12 log CFU-mI™. Priibéh byl srovnatelny u obou pouZitych startovacich kultur.
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Graf 3: Celkovy pocet kvasinek (CFU-ml™") detekovany v priibéhu kvasného procesu Fizené produkce erveného
vina Rulandské modré (integrovand a ekologickd produkce). PouZita byla komercni (BS6) a autochtonni (1-09)
startovaci kultura. Stanoveni bylo provedeno 3x; standardni smérodatné odchylky nebyly vyssi neZ 10 %.
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Graf 4: Celkovy pocet kvasinek (CFU-m[™ 1) detekovany v priibéhu kvasného procesu fizené produkce bilého vina
Sauvignon (ekologickd produkce). PouZita byla komeréni (BS6) a autochtonni (1-09) startovaci kultura.
Stanoveni bylo provedeno 3%; standardni smérodatné odchylky nebyly vyssi nez 10 %.

vvvvv

1. orientalis, C. valida, C. vini, Z. bailii a béiné se vyskytujici druh H. uvarum. Z mostl byl izolovan
taktéz druh I scutulata var exigua, dale pak P. membranifaciens a P. kluyveri. Nékteré izolaty byly
zarazeny i po sekvenaci (nizka podobnost) pouze rodové — Pichia sp. Jak jiz bylo popsano v kapitole
4.1.2.2, druhy rodu Pichia jsou si zfejmé natolik podobné a tudiz jejich druhova identifikace je sloZita.
Pfitomnost téchto druh(l v jednotlivych odbérech fermentovanych mostd je uvedena souhrnné
v tab. 23.

VSechny izolované kmeny identifikované metodou ITS-PCR-RFLP jako rod Saccharomyces byly
identifikovany kmenové specifickymi primery pro druh S. cerevisiae (viz kapitola 4.2.1.3) a vSechny
druhy S. cerevisiae byly podrobeny typizaci delta Useki za ucelem kmenové identifikace tohoto druhu
(kontroly rlGstu kmene béhem procesu) aposouzeni vedeni procesu fermentace bez kfizové
kontaminace komerc¢ni kulturou S. cerevisiae BS6 nebo naopak nami izolovanym kmenem
S. cerevisiae 1-09. Vysledky jsou ukdzdny vramci dendrogramu na obr.24. Izolované kmeny
S. cerevisiae byly rozdéleny do dvou vétSich skupin, kdy prvni skupina je tvofena kmeny izolovanymi
z mostlh zakvasenych komercni kulturou a druha skupina kmeny autochtonni kultury. Lze tedy fici,
Ze dany proces probihal bez kfizové kontaminace. Navic je zdaného dendrogramu patrné,
Ze v pfislusnych mostech se nevyskytoval pouze kmen S. cerevisiae, ktery byl pouzit k zaockovani
mostd, ale i kmeny jiné. Napf. u mostl kvasenych pridavkem komercni kultury S. cerevisiae BS6 byly
identifikovany tfi skupiny odliSnych kmen(. Jedna skupina (viz oznaceni Il) nédlezela komerénimu
kmenu. Dvé skupiny (IV, VI) tvotici odlisné kmeny, byly taktéZ identifikovany i u mosta zakvasenych
autochtonnim kmenem. Jeden kmen nalezZel do skupiny VI a byl izolovan z mostu odrlidy Rulandské
modré oSetfované integrované.
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Tab. 23: Identifikované kmeny (metodou ITS-PCR-RFLP) izolované v pribéhu rizeného kvasného procesu
za pfidavku kultury kvasinek. B znaci most odebirany ihned po vylisovdni — tedy bez pridavku startovaci kultury.

KOMERCNI KULTURA S. cerevisiae BS6

RULANDSKE MODRE

Den Integrovana Ekologicka
B Z. bailii, H. uvarum C. valida, C. vini, Z. bailii, H. uvarum, Pichia sp.
1 H. uvarum, |. occidentalis, C. valida H. uvarum, Z. bailii, C. valida
3 H. uvarum, S. cerevisiae, P. membranifaciens H. uvarum, Z. bailii, C. valida, Pichia sp., S. cerevisiae
5 S. cerevisiae S. cerevisiae
7 S. cerevisiae C. valida, S. cerevisiae
9 S. cerevisiae S. cerevisiae
12 Z. baili, thdq' > ce'r ev'lsme, S. cerevisiae, P. membranifaciens
P. membranifaciens, Pichia sp.
14 Z. bailii, S. cerevisiae, Pichia sp. C. vini, C. valida, S. cerevisiae
16 S. cerevisiae S. cerevisiae
AUTOCHTHONNI KULTURA S. cerevisiae 1-09
RULANDSKE MODRE
Den Integrovana Ekologicka
B I. orientalis, H. uvarum, I. scutulata var exigua H. uvarum, I. scutulata var exigua
1 H. uvarum, I. scutulata var exigua H. uvarum, I. scutulata var exigua
3 H. uvarum, I. orientalis, S. cerevisiae I. orientalis, H. uvarum, S. cerevisiae
5 S. cerevisiae S. cerevisiae
7 Z. bailii, S. cerevisiae C. valida, I. orientalis, S. cerevisiae
9 S. cerevisiae, P. kluyveri S. cerevisiae
12 C. valida, S. cerevisiae S. cerevisiae
14 C. valida, S. cerevisiae, Pichia sp. S. cerevisiae
16 S. cerevisiae S. cerevisiae
AUTOCHTHONNI KULTURA S. cerevisiae 1-09 + KOMERCNI KULTURA . cerevisiae BS6
SAUVIGNON - Eko
Den S. cerevisiae 1-09 S. cerevisiae BS6
B H. uvarum, |. orientalis H. uvarum, Pichia sp.
0 H. uvarum, |. orientalis H. uvarum, P. membranifaciens
2 H. uvarum, I. orientalis, Pichia sp., S. cerevisiae | H. uvarum, P. membranifaciens, Pichia sp.
4 S. cerevisiae, Pichia sp. S. cerevisiae, P. membranifaciens
6 S. cerevisiae, Z. bailii C. vini, Z. bailii, S. cerevisiae, P. membranifaciens
8 S. cerevisiae, Z. bailii, P. membranifaciens S. cerevisiae, P. membranifaciens
10 S. cerevisiae, P. membranifaciens, Pichia sp. 5 cerewsme,' . S.C utulata var exigud,
P. membranifaciens
13 S. cerevisiae, P. membranifaciens Z. bailii, S. cerevisiae, P. membranifaciens
15 S. cerevisiae, P. membranifaciens S. cerevisiae, Pichia sp.
17 S. cerevisiae, C. vini, Z. bailii S. cerevisiae
20 S. cerevisiae S. cerevisiae
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Obr. 24: Vyhodnoceni kmen( S. cerevisiae izolovanych v prubéhu kvaseni. Kontrola kvasného procesu z hlediska
rozvoje startovaciho kmene S. cerevisiae a mozné kfizové kontaminace mezi mosty kvasenymi komerénim
kmenem BS6 a autochtonnim kmenem 1-09. Izolovand rDNA kvasinek byla amplifikovdna primery 61-62.

Popis zkratek: R — Rulandské modré; S — sauvignon; E — eko, | — integr.; M — most; K — komercni kultura; N —
autochtonni kultura; Cisla znaci jednotlivé odbéry. Tzn. napr. RIM5 K znaci kmen izolovany z mostu odridy
Ruladské modré, 5. odbér a most byl zakvasen komercni kulturou. 5. odbér pak predstavuje 12. den
fermentacniho procesu. Jednotlivé dny jsou pro lepsi prehled uvedeny v tabulce vpravo.

4.2.4.2 Stanoveni zakladnich chemickych parametrii — posouzeni priibéhu fermentacniho
procesu

Odebirané vzorky mostl byly sledovany i z hlediska zakladnich chemickych parametrd. Podle

0.1.V. Compendium of International methods of wine and must analysis byly stanoveny nasledujici
charakteristiky: koncentrace redukujicich sacharid(l a alkoholu, pH mostd, celkové titrovatelné
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kyseliny®. Zakladni chemické parametry byly sledovéany z déivodu kontroly pribéhu kvasného procesu
a posouzeni vhodnosti pouziti autochtonni kultury pfivelkoobjemové fermentaci. Stanovenim
zédkladnich chemickych parametr(l, jako je spotfeba sacharidi a narust koncentrace etanolu lze
posoudit vedeni kvasného procesu a schopnost danych startovacich kultur rychlé adaptace
na pocatecni stresové podminky.

Pfivyrobé bilého vina byl pokles koncentrace sacharidi doprovazen ndarustem koncentrace
ethanolu, pricemz tento jev byl pomalejsi nez u cerveného vina. Ve vsech ptipadech byla koncentrace
alkoholu vyssi uvina pfipraveného za pouziti komeréni startovaci kultury BS6, nicméné rozdily
se pohybovaly vrozmezi do 2 obj. % alkoholu (graf5 a graf6). Zgrafi 5 a 6 je taktéZ patrné,
Ze pribéh fermentacniho procesu pfti aplikaci autochtonniho kmene je velmi podobny jako v pfipadé
pouzité komercni startovaci kultury.
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Graf 5: Zmény v koncentraci redukujicich sacharidi a etanolu v pribéhu rizeného kvasného procesu vyroby
bilého vina Sauvignon (ekologickd produkce). Most byl zakvasen komercni (BS6) a autochtonni (1-09) kulturou.

3 Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii: Nejprve byly pfipraveny roztoky | (24 g bezvodého Na,COs, 16 g NaHCOs, 144 g bezv.
Na,S04; 12 g vinanu sodno-draselného a 800 ml vody), Il (4 g CuSO,-5H,0, 24 g bezv. Na,S0O4, 200 ml vody), lll (25 g molybdenanu
amonného rozpusténého v 450 ml vody, 21 ml H,SO,, 3 g Na,HAsO,-7H,0 rozp. ve 25 ml vody). Roztok Il byl ponechan 48 hodin pfi
laboratorni teploté ve tmé. Redukujici sacharidy ve vzorku byly stanoveny néasledovné: k 1 ml vzorku mostu bylo pfidano 0,5 ml roztoku |
a 0,5 ml roztoku Il. Po desetiminutovém provafeni a zchlazeni vzorku bylo pfidano 0,5 ml roztoku Ill. VSe bylo dikladné promichano
a doplnéno vodou na objem 10 ml. Spektrofotometricky byla mérena absorbance pfi vinové délce 720 nm. Kalibrace vychazela z glukdzy.
Stanoveni koncentrace alkoholu: Koncentrace alkoholu byla stanovena pyknometricky — destilaci. Cisty pyknometr byl zvaien, poté
doplnén vodou po znacku a zvazen. Do destilacni bariky bylo dano 20 ml mostu, most byl zneutralizovan 0,1 M roztokem hydroxidu
sodného na fenolftalein, bylo pfidano 20 ml vody a kousky pemzy. Po oddestilovani % objemu byl pyknometr doplnén vodou a zvaZen. Poté
byl stanoven % obsah alkoholu v daném vzorku.

Stanoveni celkovych titrovatelnych kyselin: Roztok mostu byl zahtfaty na 80 °C, zchlazen a poté potenciometricky titrovan odmérnym
roztokem KOH do pH 7. Ze spotfeby byla vypocitana koncentrace celkovych titrovatelnych kyselin, ktera byla vitazena na kyselinu vinnou.
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Graf 6: Zmény v koncentraci redukujicich sacharidi a etanolu v pribéhu fizeného kvasného procesu vyroby
Cerveného vina Rulandské modré. Most byl zakvdsen komercni (BS6) a autochtonni (1-09) kulturou.

Z hlediska zmén pH (viz graf 7, 8) béhem fermentacniho procesu nebyl u odridy Rulandské modré
pozorovan vyrazny rozdil pfi inokulaci mostu komercni (BS6) a autochtonni (1-09) startovaci kulturou.
Naopak u mostu pripraveného z odrlidy Sauvignon byl v Sestém dnu zaznamenan mirny pokles pH
u mostu inokulovaného autochtonni kulturou oproti komercni kulture, kdy doslo k mirnému narustu
pH.
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Graf 7: Zavislost pH odebiranych mosti odriidy Rulandské modré péstované na integrované a ekologicky

oSetrované vinici a zakvasené rozdilnymi kulturami kvasinek na ¢ase. 1-09 znaci izolovany kmen; BS6 komercné
dostupnou kulturu.
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Graf 8: Srovndni pH odebiranych mosti odridy Sauvignon péstované na ekologicky oSetfované vinici
a zakvasené rozdilnymi kulturami kvasinek: 1-09 znaci izolovany kmen; BS6 komercné dostupnou kulturu.

Co se tyce celkovych titrovatelnych kyselin vztaZzenych na kyselinu vinnou, tak u bilého vina
(Sauvignon) byla zavislost tohoto parametru podobna bez ohledu na pouZité startovaci kulture
(viz graf 9). Na druhou stranu u odrlidy Rulandské modré i pres to, Ze vysledna kyselost mostu byla
na konci fermentace velmi podobna, byl pribéh koncentrace kyselin pfi pouziti obou kvasinek odlisny
(graf 10). Zatimco u kmene S. cerevisiae 1-09 byl pokles celkovych titrovatelnych kyselin postupny,
u kmene S. cerevisiae BS6 doslo ke skokovému poklesu titrovatelnych kyselin az v poslednich dnech
fermentace.
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Graf 9: Zmény celkovych kyselin vztaZenych na kyselinu vinnou v zdvislosti na ¢ase fermentace.
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Graf 10: Zmeény celkovych kyselin vztaZenych na kyselinu vinnou v zavislosti na ¢ase v prubéhu fermentace.

Podle zakladnich parametrd pouzivanych k rychlému zhodnoceni pribéhu fermentacniho procesu
je moiné konstatovat, Ze oba pouzité kmeny jsou si fyziologicky podobné. To je taktéz v souladu
s testovanymi oenologickymi vlastnostmi popsanymi v ramci kapitoly 4.2.3, kdy autochtonni kultura

byla vlastnostmi podobna komeréni kultufe. Autochtonni kulturu je tedy moZné pouzZit jako
startovaci kulturu pfi velkoobjemové fermentaci.
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4.2.4.3 Senzorické zhodnoceni findlnich produktii

Na zavér byly jednotlivé finalni produkty zhodnoceny senzoricky. Senzorického hodnoceni se
z dlivodu obtiZnosti rozeznat rozdily a posoudit celkovy charakter vina z hlediska aplikace komercni
a izolované autochtonni kultury ucastnili odbornici a vysSkoleni degustatofi (celkem 5 osob, obr. 25).
Zavére¢né zhodnoceni vyprodukovanych vin probihalo ve specializované laboratofi urcené
pro senzorické hodnoceni potravin pfi FCH VUT v Brné. Senzoricky byla hodnocena vSechna vina,
tedy Rulandské modré (integr + eko) a Sauvignon (eko) oboji zakvasené jak komercni, tak
autochtonni kulturou. Byla pouzita 100 bodova stupnice, kterd se béiné vyuzivd pfisoutézinim
hodnoceni vin. Vysledky senzorického hodnoceni byly statisticky zpracovany a jsou uvedeny v grafech
11a12.

Na zakladé vysledkl senzorického hodnoceni se testovana vina v nékterych posuzovanych
parametrech neliSila a v nékterych se lisila jen mirné (graf 11 a 12). Hodnotitelé posuzovali vina velmi
kladné. Na zdkladé osobitého a origindlniho charakteru vysledného produktu by vysledkem mohlo
byt podani Zadosti certifikatu VOC (vino originalni certifikace) vinafem.

Obr. 25: Ukdzka senzorického hodnoceni vyslednych produkti profesiondlnimi hodnotiteli vin.
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Graf 11: Souhrnné vysledky senzorického zhodnoceni findinich produktt cerveného vina odridy Rulandské
modré integrované produkce. Jednotlivé parametry byly senzoricky hodnoceny péti osobami. Smérodatné
odchylky nebyly vétsi nez 10 %.
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Graf 12: Souhrnné vysledky senzorického zhodnoceni findinich produkt( cerveného vina odridy Rulandské
modré ekologické produkce. Jednotlivé parametry byly senzoricky hodnoceny péti osobami. Smérodatné
odchylky nebyly vétsi neZ 10 %.
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4.3 Identifikace kvasinek izolovanych z ru¢né vyrabénych syrt

Problematika této ¢asti disertacni prace byla feSena na Biotechnické Fakulté na Univerzité
v Lublani ve Slovinsku vramci ¢tyf a pll mésicniho studijniho pobytu. Cile prace vychazely
z evropského projektu SEE-ERA-NET Plus Project ERA-195/01 (PSALAB) s nazvem ,,Conservation and
standardisation of traditional technologies of fermented milk products based on autochthonous
microbiota”. Zamérem casti projektu byla identifikace a charakterizace pfirozené se vyskytujici
kvasinkové mikroflory izolované z tradi¢nich syrd vyrabénych v zemich zapadniho Balkdanu (WBC).
Navic byla zavedena semi-kvantitativni metoda pfimé detekce kvasinek a plisni v potravinach.

WBC je evropsky region sdlouholetou zkusenosti s produkci tradicnich mlécnych produktd
vyrabénych spontanni fermentaci z kravskych, ovcich a kozich mlék. RGzné spontanné fermentované
mlécné produkty, jako jsou bilé syry zrajici v solném nalevu a Cerstvé mékké syry aj., jsou vyrabény
v domacnostech z nepasterizovaného mléka bez pouziti komercni startovaci kultury. Samotné
startovaci kultury tedy tvofi mikroorganismy ptirozené se vyskytujici v cerstvém mléce.
Mikroorganismy, zahrnujici jak BMK, plisné, tak i kvasinky, pfispivaji k udrinosti, k tvorbé aroma
a textury, coz ve vysledku dodava syru unikatni charakteristiky. Senzorické vlastnosti téchto syr( tedy
zavisi na jeho pfirozeném mikrobialnim sloZeni (Irlinger a Mounier, 2009; Goli¢ et al., 2013).

Rucné vyrabéné syry byly odebrany ve tfech oblastech v Srbsku (Juzna Morava, Golija a vychodni
horska oblast) pracovné znacenych BG a ve tfech oblastech v Chorvatsku (Zagorje, Prigorje
a Bilogorsko-Podravska oblast) oznacené jako ZG. Lokality odbéru vzorkd jsou znazornény na obr. 26
a 27 a popsany i s charakteristikou syrd souhrnné v tab. 24 a 25.

Na zakladé povédomi spotrebitell o tradiéné ruéné vyrabénych syrech roste v Evropé trh s témito
fermentovanymi produkty. Nicméné dvé tendence, které mohou vést jak k potencidlni ztraté
diverzity produkt(, tak i mikrofléry, mohou interferovat s tradici. Spotrebitelé maji striktni poZadavky
na Cerstvost, zdravi a bezpecnost potravin. To vSechno spojené s prisnéjsi evropskou legislativou
bezpecnosti potravin (HACCP) ma za nasledek snizeni flexibility produkce a potladeni az zanik
regionalnich rucné vyrabénych fermentovanych produkt(l. TaktéZz existence malych a stfednich
podnik( vede k agresivni strategii v konkurenci s velkymi firmami, ¢imz dochazi ke ztraté tradi¢niho
»2know-how", coZz ve vysledku vede ke ztraté kvality a diverzity. Ocekava se, Ze pfinejmensim 30 %
tradi¢nich vyrobkl spadajicich pod kulturni bohatstvi se wvytrati, coZ ssebou ponese i ztratu
mikroorganism( s potencialnimi inovacnimi technologickymi vlastnostmi.

Vyse popsané bylo motivaci izolace, identifikace a uchovani pavodni kvasinkové mikrofléry
izolované ztradicné vyradbénych syr(l. Tato kapitola je rozdélena na dvé ¢asti: (1) Genotypova
a fenotypova identifikace pfirozenych kvasinek vsyrech a (2) Zavedeni pfimé semi-kvantitativni
identifikaéni metody. Obé casti byly nebo budou publikovany formou ¢lankd v impaktovanych
Casopisech ajsou tedy uvedeny v pfiloze 4 a 5. Vramci kapitol budou komentovany s odkazem
na danou pfilohu.
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Obr. 27: Zndzornéni mist odbéru syru v Srbsku a Chorvatsku. Jednotlivé zkratky jsou popsdny v tabulce niZe.
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Tab. 24: Popis lokalit a charakteristika syri pouZitych v 4.3.1.

Oznaceni . Nadmofiska Druh syru vees o 1s
Lokalita Ly - Pouzité mléko
vzorku vyska m/m Stari
BGGOS 1000 bily polotyrdy ) kravskev N
10 dni povarené, odstfedéné
Golija, Ivanjica bily polotvrdy kravské
BGGO7 Srbsko 1000 60 dni povarené, odstfedéné
bily polotvrdy kravské
BGGO11 900 10 dni povarené, odstredéné
Juzna Morava, P ,
BGLE1 Leskovac 260 bllé Z‘:kky ne aks':c?a\ll'iszkoevané
Srbsko v P
BGAL2 Juzné Morava, 310 bily mekky kravske
) 1den nepasterizované
Aleksinac bily mékky kravské
BGAL3 Srbsko 310 y meKy e
10 dni nepasterizované
BGVLL Juzna Morava, Vlasina 1307 bily polotyrdy krav'ske '
Srbsko 33 dni nepasterizované
Beljanica bily polotvrdy ovCi
BGBU1
GBU Srbsko 800 3 dny nepasterizované
Glavicak bily mékky kravské + ovci
BGRE2 Srbsko 1005 10 dni nepasterizované
Prigorje, Sveti Ivan oy .
262 zelina 90 bll\{ ?::ky ne airt?a\:iszkc?vané
Chorvatsko P
Prigorje, Karlovac bily mékky kravské
2G3 Chorvatsko 112 1den nepasterizované
767 Zagorje, Novi Marof 150 bily mékky krav'ske '
Chorvatsko 1den nepasterizované

Tab. 25: Charakteristika syri a jejich vedlejsich produkti pouZitych v 4.3.2. Oblast L1 je na mapé (obr. 27)

zndzornéna jako BGRE2; oblast L2 jako BGBU1.

Oznaceni vzorku Lokalita l\jy?:kzxj':: Dr::‘é;},ru Pouzité mléko
L1
o (C1 v sy o
Syr, (C1L1) Glavicak, hory Beljanica bily slyr Zr?“c' ovci
Syrovatka (WL1) ey 1005 v solném nélevu . ,
Solny nalev (BL1) Nejblizsi mésto Despotovac 1 den nepasterizované
¥ Vychodni oblast Srbska
L1
Syr (C10L1) G.Iayvlvc'ak, vhory Beljanica 1005 bily mekk}/ syr ovq /
Nejblizsi mésto Despotovac 10dna nepasterizované
Vychodni oblast Srbska
L2
Syr (C3L2 .. - .
S ro\\//;Eka (V\)ILZ) Bucina, hory Beljanica bilv polotvrdy kravské (20 %)
y Nejblizsi mésto Despotovac 800 yp ¥ ovCi (80 %)

Solny nalev (BL2)

Vychodni oblast Srbska

3dny

nepasterizované
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4.3.1 Genotypovd a fenotypovad identifikace pfirozené se vyskytujicich kvasinek v syrech

Vysledky této ¢dasti prace byly publikovany v odborném casopise a jsou uvedeny v pfiloze 4 Goli¢
et al., International Journal of Food Microbiology, 2013. Publikace je zaméfena na identifikaci
komplexni mikrofléry syri; cast tykajici se BMK byla vypracovana na jinych pracovistich pracovniky
zapojenymi do projektu a neni tedy soucasti disertacni prace. Naopak jeji soucasti je ¢ast vénuijici se
analyze kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismu.

Obecné neni pfitomnost kvasinek v syrech jen vysledkem znehodnoceni produktl, ale pfedevsim
diky jejich proteolytické a lipolytické aktivité ptispivaji ke zrani syrQ (Irlinger a Mounier, 2009). Taktéz
mohou podporovat funkci startovacich kultur a jinych prospésnych mikroorganismu. Diky snadné
adaptaci nékterych druh( k substratu bohatému na proteiny, sacharidy a organické kyseliny byvaji
Casto detekovany v mlécnych produktech. Soucasné nékteré druhy jsou schopny rlst pfivysoké
koncentraci soli, nizké teploté, pH a vodni aktivité (Lopandic et al., 2006). Pfitomnost kvasinek
v syrech je Zadouci z hlediska jejich prispévku ke zrani syrt a produkci organoleptickych latek (Viljoen
et al., 2003). Na druhou stranu vsak mUze vést i ke znehodnoceni produktt (Corbo et al., 2001).

V této casti prace byly kvasinky izolovany celkem z osmnacti syrl pochazejicich z Chorvatska
aze Srbska. V3esti chorvatskych syrech nebyly kvasinky detekovany. Z dvanacti syrl, jejichz
charakteristiky jsou popsany v tab.24 bylo izolovano celkem 433 izolatl, které byly jedenkrat
precistény a ddle podrobeny identifikaci. Celkovy pocet kvasinek v jednotlivych vzorcich uvedeny
v grafu 13 se pohyboval v rozmezi 3,1 - 7,5 log CFU-g™* v zavislosti na lokalité a stadiu zrani. Obecné
jsou kvasinky dominantni béhem prvotnich stadii zrani ndsledované bakterialni dominanci. Pocty
kvasinek v syrech mohou byt ovlivnény mnoha faktory, jako jsou druh mléka a jeho oSetfeni, krmeni
zvitat, lokalita, postup vyroby syru apod. (Corsetti et al., 2001).

Celkovy pocet kvasinek

log CFU-g™!

& 5 /T g 2/ 3 g ¥ B B
@ ® o 6 g g 5 o % ~ ~ ~
g g 8 =] =3 s3] =3 8 [=3]
o
GOLIJA JUZNA MORAVA VYCHODNI OBLAST CHORVATSKO
Syry

Graf 13: Celkovy pocet kvasinek (log CFU-g_l) izolovanych ze syrd.

Izolované kmeny byly identifikovany molekularni metodou ITS-PCR-RFLP. Za pouziti tfi restrikénich
endonukledz Haelll, Hinfl a Cfol, sofwaru BioNumerics 6.6 a UPGMA klastrové analyzy byly kvasinky
rozdéleny do 21 skupin. Dendrogram a velikosti vyslednych restrikénich fragmentl jsou uvedeny
vramci publikace uvedené v priloze 4. 92 kmenU spadalo do skupiny blizce pfibuznych druhl
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D. hansenii a C. zeylanoides. K odliseni téchto dvou druhl byly pouZity dalsi dvé restrikéni
endonukledzy — Ddel a Msel.

16 druhi bylo identifikovano tradi¢nimi fyziologickymi testy (viz tab. 26, str. 96) a 68 izolovanych
kmen( bylo podrobeno sekvenaci (sekvenace oblasti D1/D2 LSU rDNA a oblasti ITS spole¢né s D1/D2
oblasti). Sekvence byly vyhodnoceny za poufZiti databaze NCBI Blast avloZeny do archivu EMBL
nukleotidovych sekvenci. Sekvence jsou dostupné pod ENA ID: HE660050 — HE660085; HE799657 —
HE799676; HF545658 — HF545672. lzolované identifikované druhy byly uloZeny ve sbirce
pramyslovych mikroorganismt ZIM, Slovinsko (oznaceni kmen( ZIM 2394 —Z7IM 2498). Ukazka
sekvence vloZzené do databdze BLAST prodruh Y. lipolytica (uloZené ve sbirce kvasinek ZIM
pod sbirkovym cislem ZIM 2409) je v pfiloze 6.

Identifikovano bylo celkem 20 druhl kvasinek, z nichz 12 druh( bylo zastoupeno minoritné, tzn.,
Ze vyskyt ve vzorku byl nizsi nez 2 %. Procentudlni zastoupeni identifikovanych dominantnich druh
je zndzornéno v grafu 14; celkové schéma v podobé bublinového grafu je uvedeno v pfiloze 4.

V kazdém vzorku bylo detekovano od tfi do sedmi druhi (i s druhy minoritné zastoupenymi).
Identifikovany byly jak druhy béiné se vyskytujici v syrech (napf. D. hansenii, Y. lipolytica, KI. lactis,
G. geotrichum aj.), tak i druhy, které mohou ukazovat na nedostatecné hygienické podminky béhem
produkce syrG (C. parapsilosis, Trichosporon sp. aj.). lIdentifikovany byly nasledujici druhy:
D. hansenii, ¢tyfi druhy rodu Candida, jmenovité C. zeylanoides, C.deformans, C.pararugosa,
C. parapsilosis, dale Y. lipolytica, K. lactis, P. exigua, P. fermentans, P. membranifaciens, S. cerevisiae,
T. delbrueckii, T. quercuum, Tr. gracile, Tr. ovoides, W. anomalus, Metschnikowia sp. a kvasinkovity
mikroorganismus G. geotrichum. Taktéz byly izolovany basidiomycetni druhy Cr. curvatus
a R. mucilaginosa. Dendrogram ukazujici genetickou podobnost jednotlivych identifikovanych druhd
sestrojeny v programu BioNumerics 6.5 a velikosti restrikénich fragmentd jsou uvedeny v ramci
pfilohy 4.

Procentualnizastoupeniidentifikovanych druhii v jednotlivych vzorcich

100% i i =7 amf =% i i=? md = il
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GOLIJA JUZNA MORAVA VYCHODNI OBLAST CHORVATSKO

Graf 14: Procentudlni zastoupeni dominantnich druhu kvasinek (distribuce > 2 %) v jednotlivych vzorcich.
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Druh D. hansenii byva velmi casto izolovan ze zrajicich syrG a diky produkci antimikrobialnich
metabolitl mUze sniZit riziko znehodnoceni syrl zplsobené druhy rodu Clostridium (Fatichenti et al.,
1983). Podle ziskanych vysledk(i byl druh D. hansenii dominantné zastoupeny u nékterych syri
vyrobenych v Srbsku (BGGO11, BGLE1, BGAL2 a v syrech pochézejicich z vychodni oblasti). U syrd
pochdzejicich z Chorvatska nebyl detekovan a predominantnim druhem byl druh Y. lipolytica. Ackoli
autofi Fadda et al. (2004) a Gardini et al. (2006) uvadi, Ze Y. lipolytica je béiné rozsifeny druh
spojovany s vyrobou syrd, nebyl tento druh izolovany ze vSech analyzovanych vzork( a jeho vyskyt
byl predominantni jen usyrll pochazejicich z Chorvatska. TaktéZ Bonetta et al. (2008) detekovali
tento druh pouze u nékolika malo vzork( syrd. Autofi Eliskases-Lechner a Ginzinger, 1995 a Prillinger
et al.,, 1999 uvadi, Zei pres to, zeY. lipolytica je povaZovana za béiné se vyskytujici druh casto
izolovany ze syrd, neni dominantnim druhem izolovanym ve stadiu zrani syr(l. Toto tvrzeni je
v souladu se ziskanymi vysledky, kdy Y. lipolytica byla predominantni u jednodennich syrli (ZG2 -
100 %, ZG3 — 95.9 %).

Zajimavosti je detekce nedavno popsaného druhu T. quercuum (0,4 %, izolovany ze vzorku
BGGO5) (Wang et al., 2009). Z nékterych syr byl taktéZ izolovany kvasinkovity mikroorganismus
G. geotrichum pftirozené pfitomny v ¢erstvém mléce. Tento druh je zajimavy diky mnoha odliSnym
metabolickym draham, kdy vysledné produkty pfispivaji k chuti a aroma mnoha typU syr( (Boutrou
a Guéguen, 2005).

Z jednoho vzorku (ZG7) byl izolovan druh C. parapsilosis, ktery jak uvadi Jacques a Casaregola
(2008) je povazovan za oportunitniho patogena, a ktery kvali nizké schopnosti preZivat v syrech
(adaptovat se na podminky) byva jen zfidka detekovan. Nicméné, Suzzi et al. (2003) a Alessandria et
al. (2010) taktéz izolovali tento druh z ruéné vyrabénych syrd a Delavenne et al. (2011) z ovciho
mléka. lzolovany byly i aerobni druhy jako Cr. curvatus (BGAL2) a R. mucilaginosa (BGLE1, BGAL2,
BGAL3). Vyskyt basidiomycetnich kvasinek, jak uvadi Ayres (1970) a ndsledné i Pereira-Dias et al.
(2000) neni ojedinély, nékteré druhy byvaji ¢asto nalezeny v cerstvém mléce. Izolovany byly taktéz
dva druhy rodu Trichosporon zpUsobujici mykdzu vlast (Sugita, 2011). VySe popsané druhy mohou
byt indikatory nedostatecnych hygienickych podminek, kdy zdroje kontaminace jsou spojené
s prostfedim produkce mlécnych vyrobk(l a ¢asto pochazeji ze Spatné sanitovanych stén, podlah,
vybaveni, rukou nebo taky ze slaného roztoku, ktery se pouziva k soleni syr(i (Viljoen et al., 2003).

Souhrnné lze fici, ze diverzita kvasinek se jevi byt zavisla i naregionu; nékteré kmeny byly
izolovany jen ze syr z urcitych oblasti. Nejvice rozsitenymi druhy byl jednoznacné druh D. hansenii
(u Srbskych syrQ) a V. lipolytica u syrG pochdazejicich z Chorvatska. Tyto druhy byly taktéz druhy
dominantnimi.

Pavodni vysledky ziskané vramci této studie ukazaly, Ze ruc¢né vyrabéné tradi¢ni chorvatské
a srbské syry jsou bohaté na populaci Zzddoucich kmen( kvasinek. Jak autofi Gori et al., 2012; Ferreira
a Viljoen, 2003 uvadi, nékteré druhy kvasinek, jako je napf.D. hansenii, G. geotrichum
nebo Y. lipolytica mohou byt pouZity jako startovaci kultury. Izolované autochtonni kmeny byly
uloZeny ve sbirce pramyslovych mikroorganismid ZIM za Gucelem mozZné pozdéjsi aplikace jakozto
startovaci kultura. Aplikace kmen( s vhodnymi technologickymi vlastnostmi pfi vyrobé zrajicich syrQ
vede ke kontrole procesu s moznym docilenim poZzadované textury a chutovych vlastnosti. Prvotnim
predpokladem pro aplikaci kmenG v prdmyslu je vsak ziskani znalosti mikrobidlni diverzity danych
ruéné vyrabénych tradi¢nich produktl z prislusnych oblasti. Navic izolace kmen( z urcité geografické
lokality mlze byt eventudlné vysledkem produkce originalnich syrd sdanym regionalnim
charakterem. Predpoklada se, Ze kmeny budou schopny produkovat organolepticky aktivni latky,
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bioaktivni slouceniny a zdravi prospésné latky. To vSak vyZaduje dalsi fyziologické a ndsledné
i technologické testovani prislusnych kmenu.
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Tab. 26: Vysledky fyziologickych testu reprezentativnich kmenu po trech tydnech. F — fermentacni testy;

C, N —asimilacni testy; T, O — rdst pfi riznych podminkdch; M — testy produkce.

Pf — P. fermentans; Yl - Y. lipolytica; KI — K. lactis; T — Torulaspora sp.; Td — T. delbrueckii; Cc — Cr. curvatus; Wa — W. anomalus; Rm
— R. mucilaginosa; Dh — D. hansenii; Tg — Tr. gracile; Gg — G. geotrichum; Cz — C. zeylanoides; Sc — S. cerevisiae; Cp — C. parapsilosis.
+ pozitivni, — negativni, w — slaby rust; 0 — test neproveden.

REPREZENTATIVN{ DRUHY KVASINEK

Pf Yl Kl T Td C Wa Rm Dh Tg YI Gg Cz Sc Cp Cp

F1 D-glukdza + - + + + - + - - - - - - + + +
F2 D-galaktéza - - + - - - - - - - - - - - +
F3 Maltdza - - + - - - + - - - - - - + - -
F5 Sachardza - - + + + - - - - - - - - + - -
F8 Laktéza - - - - - - + - - - - - - - - -
Cc1 D-glukdza + + + + + + + + + + + + + + + +
C2 D-galaktéza - - + + + + + + + + - + - - + +
c3 L-sorbdza - + + - - - - + - - - + + - + +
c4 D-glucosamine - - - - - - - - - - - - - -
c5 D-ribdza - - - - - + + + - + + - - + +
c6 D-xyléza + - + - - + + + - + - + - - + +
c7 L-arabinéza - - - - - + - + - + - - - - + +
c8 D-arabinéza - - - - - + - + - - - - - - -
(o] L-rhamndza - - - - - + - - + - - - - - - -
c10 Sachardza - - + - - + + + + - - - - + + +
Cc11 Maltdza - - + - - + + + + - - - - + + +
C12 a,a-trehaldza - - + + + + + + + + - - + + + +
C13 Mea-D-glucosid - - + - - + + - + - - - - - + +
C14 Celobidza - - + - - + + - + + - - - - -
C15 Salicin - - + - - + + - + - - - + -

Cl6 Arbutin - - + - - + + - + + - - + -

Cc17 Melibiéza - - - - - - - - + - - - - - - -
C18 Laktdéza - - + - - + - - + - - - - - - -
C19 Rafindza - - + + + + + + + - - - + - -
C20 Melezitéza - - + - - + + + + - - - - - + +
c22 Skrob - - - - - - + - - _ - - - _ _ _
Cc23 Glycerol + + + - + + + + + + + + + + + +
C24 Erythritol - + - - - + + - - - + - - - - -
C25 Ribitol - - + - + + + + + - + + - + +
C26 Xylitol - - + - - + + + + - - - - -

Cc27 L-arabinitol - - - - - + - + - - - - - - - -
c28 D-glucitol - + + + + + + + + + - + + - + +
C29 D-mannitol - + + + + + + + + + + + + - + +
C30 Galaktikol - - - - - + - - - - - - - - -
C31 myo-inositol - - - - - + - - + - - - -
C32 D-glucono-1,5-lactone  + + - - - + + - - + - + - + +
C33 2-keto-D-glukonat - + - - + + 0 + + + - + - + +
35 D-glukondt - + 0 - - + + - - + + - - + + +
C36 D-glukuronat - - - - - + - - + + - - - - - -
c37 D-galakturonat - - - - - + - + - + - + -

C38 DL-laktat + + + + + + + + + + + + - +

€39 Sukcinat + + + - - + + + + + + + + . + +
C41 Methanol - - - - - - - - - - - - - - - -
C42 Ethanol + + + - - - + + + + + + - + + +
N1 Dusitany - - - - - - + + - - - _ _ _

N2 Dusi¢nany - - - - - + + + - - - - - - -
N3 Ethylamin + + + - - - + + - w + + + - + +
N4 L-lyzin + + + + + + + + + + + + + - + +
N5 Cadaverin + + + - + + - + - - - + +
T1 pfi25°C + + + + + + + + + + + + + + +
T2 pfi 30 °C + + + + + + + + + + + + + + + +
T3 pti 35 °C + + + + + + + + + + +
T4 pfi 37 °C + + + + - + + + - - - - + + +
01 0.01% cyclohex. + + + + + + + + + + + + + - + +
02 0.1% cyclohex. - + + + + + + + + + + + + + + +
03 1% kys. octova - - - + + - - - - - - - - - - -
04 50% glukdza - - w + + - + w + - - - + + +
06 10% NaCl + + + + w - + w + - + - + N + +
o7 16% NaCl - - w - - - + - w - - - + - + +
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4.3.2 Zavedeni pfimé semi-kvantitativni identifikacni metody

Za ucelem ptimé detekce komplexniho mikrobiadlniho ekosystému zahrnujiciho kvasinky a plisnég,
byly aplikovany metody pfimé analyzy DNA, které nejsou zdvislé na predchozi kultivaci
mikroorganismd a analyzuji kompletni ekosystém sestavajici z Zivych kultivovatelnych, Zivych
nekultivovatelnych a mrtvych bunék. K detekci kvasinek byly pouzity metody pfimé identifikace: LSU-
DGGE a nové navrzena metoda zaloZzend na konstrukci knihovny z metagenomové DNA. Tyto metody
byly srovnany s kultivacné zavislou metodou ITS-PCR-RFLP. P¥i aplikaci nové metody se vychazelo
z faktu, Ze techniky zaloZené na klonovani jsou povazovany za nepostradatelny nastroj pfi studiu
bakteridlni ekologie, nicméné jejich pouziti ve studiich zabyvajicich se eukaryotickou mikroflérou bylo
doposud znaéné omezeno. Navic vétSina metod pfimé analyzy DNA (napf. DGGE/TGGE) izolované
z daného prostiedi postrada informace o poméru kazdého druhu ve vzorku, coz je dllezitym krokem
pfi posouzeni druhové dominance apod.

Jako matrice byly zvoleny syry a jejich meziprodukty. Mikrobidlni komunity syrd jsou totiz
v porovnani s jinymi matricemi (napf. most) méné komplexni v souvislosti s rozmanitosti kvasinek
a tudiZ se podle Jany a Barbier (2008) stavaji idedlnim systémem pfi testovani novych metod. Stejné
jako v predchozi ¢asti disertacni prace byly zvoleny tradi¢né vyrabéné syry pochdzejici ze dvou
oddélenych farem lokalizovanych ve vychodni ¢asti Srbska (znaceny L1 — lokalita 1; L2 — lokalita 2).
U téchto syra, vyrabénych z nepasterizovaného mléka bez pridavku startovaci kultury, jsme ocekavali
vySsi diverzitu v porovnani s komercéné dostupnymi syry. Specifikace syrl a jejich meziproduktd jsou
uvedeny v tab. 25. Plvodni vysledky, které byly odeslany k recenznimu fizeni do mezinarodniho
impaktovaného casopisu, jsou uvedeny v ramci ptilohy 5 a v této kapitole jsou shrnuty.

Z hlediska produkce syrd je dulezZité charakterizovat cely mikrobidlni ekosystém sestavajici
z kvasinek, protoZe nékteré druhy metabolicky aktivnich kvasinek nemusi rlst na klasicky
pouzivanych médiich, anebo jejich fyziologicky stav jim nedovoluje soutézit s jinymi druhy (Quigley et
al., 2011). Taktéz vyrazné nizsi koncentrace urcitych druhd ve vzorku v porovnani s druhy pocetné
dominantnimi nemusi byt vidy detekovany. Vyrazné nedostatky metod spojenych s kultivaci resi
pravé metody zaloZené na detekci celkové DNA pfimo extrahované z prostiedi vzorku (Cocolin et al.,
2013). Jak jiz bylo zminéno, tyto metody casto postradaji informaci o poméru druhl ve vzorku
a soucasné maji vyssi limit detekce nez metody zdavislé na kultivaci. Na zdkladé téchto limitaci
a za UCelem kvantifikace byla zavedena metoda ITS genomova knihovna spojend s ndslednou
restrikéni analyzou, ktera umoZznuje stanovit druhové procentudlni zastoupeni, a u které se ocekava,
Ze detekéni limit metody bude nizsi z hlediska jeji vyssi citlivosti neZz u LSU-DGGE.

Nové navrzena metoda (obr. 28) je zaloZend na souboru DNA klonl zkonstruovanych in vitro
vloZzenim ITS amplikon( do klonovaciho plazmidu. Tento metagenomovy pfistup zacind izolaci
celkové DNA zevzorku, naslednou amplifikaci Useku ITS rDNA, klonovanim do plasmidu
a transformaci do hostitelské bakterie E. coli DH5a. Rekombinantni DNA je posléze reamplifikovdna
a podrobena restrikéni analyze. Oblast ITS rDNA byla vybrana z divodu existence rozsahlé databaze
ITS restrikénich profilh mnoha druh( kvasinek. Navic v dnesSni dobé je taktéZ dostupna Siroka
databdze sekvenci oblasti ITS kvasinkové rDNA a diky vyhledani sekvenci poZzadovanych druh( se daji
nasledné za pouziti programu pDRAW32 simulovat velikosti restrikénich fragmentl, ¢ehoz bylo
vyuzito pri identifikaci nezndmych amplikon(. To vSe snizuje finan¢ni a ¢asovou naroc¢nost spojenou
se sekvenaci vétsiho poctu vzorkl. Na zavér je mozné sekvenovat pouze neznamé vzorky. Aplikovana
metoda byla srovndna s metodou LSU-DGGE a klasickou ITS-PCR-RFLP.

97



@ﬂ

1ZOLACE
CELKOVE DNA

Jl LIGACE /._
AMPLIFIKAC% |:> Purifikovany PCR
Oblast 5.8S ITS rDNA il

\C6 produkt PGEM-T Easy Vektor
Primery ITS1-ITS4 \ /
/
J 3

TRANSFORMACE
do £. coliDH5a
Modro-bila selekce

REAMPLIFIKACE pozitivnich klont

g ovéreni amplifikace

A — —— —. . .- po— =

oA G
RESTRIKCNI ANALYZA
ITS-RFLP B o arceliarrrenottoaara it foar ca
Restriktazy Haelll, Cfol, Tnl, Ddel Btetis e frégmentu SROVNANI . :> . | SEKVENACE
S Iabo'ra’tornl neznamyich vzorkd
databazi |

LA

!

)

4

1)
f 1

Obr. 28: Schematické zndzornéni pracovniho postupu nové navrZené primé detekce kvasinek v potravindch —
metoda ITS-genomovd knihovna.

V praci bylo analyzovano celkem 7 vzork(, z toho 3 vzorky syrd a vzdy po dvou vzorcich syrovatky
a slaného nalevu. Kvasinky byly kultivovdny na YPD médiu a zaroven byla ze vzorkd pfimo izolovana
celkova DNA. Celkovy pocet kvasinek (graf 15) v analyzovanych vzorcich syr( se pohyboval v rozmezi
od 4 do 6 log CFU-g™", kdy koncentrace bunék byla nejvy$si u 10-ti denniho syru, co? poukazuje
na metabolickou aktivitu kvasinek béhem procesu zrédni. U jednodenniho a ttfidenniho syru byly
koncentrace srovnatelné (4 log CFU-g™). U meziproduktti se koncentrace vyznamné lisily.

Kvasinky byly morfologicky rozdéleny do skupin a 78 izolat( bylo identifikovano metodou ITS-PCR-
RFLP za poutiti stejnych restrikénich endonukleaz jako v kapitole 4.3.1. Reprezentativni vzorky (vzdy
jeden zpfislusné skupiny vzniklé vyhodnocenim restrikénich profilll za pouZiti programu
BioNumerics 6.6 a UPGMA klastrové analyzy) byly déle identifikovany tradi¢nimi fyziologickymi testy
a podrobeny D1/D2 LSU rDNA sekvenaci. Pfiprava vzorku na sekvenaci oblasti D1/D2 LSU rDNA
(amplikon dlouhy 250 bp) probihala klonovanim do plazmidu. Ziskané a vyhodnocené sekvence byly
vloZeny do databaze sekvenci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) a jsou uvedeny
pod identifikacnimi Cisly HE660050 — HE660085. Kmeny byly taktéZ uloZeny ve sbirce primyslovych
mikroorganism0 ZIM, Slovinsko a jsou dostupné pod sbirkovymi Cisly ZIM 2394 — 2498.

Co se tyce diverzity izolovanych druhd (identifikované metodou ITS-PCR-RFLP), tak druh
D. hansenii a C. zeylanoides byly predominantnimi druhy; na druhou stranu KI. lactis byl izolovan
pouze z lokality L1, kde ve vzorcich WL1 a BL1 byl nedominantné zastoupeny (relativni zastoupeni
druhu bylo kolem 90 % u obou vzorkd). Druhy Y. lipolytica a G. geotrichum byly detekovany pouze
u syru pochazejiciho z lokality L2. VSechny detekované druhy se nachazely i usyrd zpracovanych
v Casti 1 (kapitola 4.3.1). Plisné nebyly kultivacnimi technikami detekovany.
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Metodou LSU-DGGE byly detekovany druhy, které byly zaroven identifikovany kultivaéné zavislymi
metodami. Ziskané LSU-DGGE pasy byly z gelu extrahovany, precistény, reamplifikovany, pfipraveny
na sekvenaci (klonovani do plasmidu) a sekvenovany. Vysledky DGGE gelu, stejné jako tabulka se
sekvenovanymi druhy a druhy detekované v jednotlivych vzorcich, jsou uvedeny podrobné
v pfiloze 5. Nejvice zastoupenymi druhy byly D. hansenii a Kl. lactis. C. zeylanoides se vyskytovala
témér ve vSech vzorcich, nicméné intenzita pasd na gelu nebyla tak vysoka jako u predchozich dvou
druhd. Kromé kvasinkovych druhl byla detekovana i plisert Cladosporium sp. a z dlvodu pouZziti
univerzalnich eukaryotickych primerd i rostlinnou DNA (Arabidopsis sp., Ramularia sp.). Autofi
Cocolin et al. (2013), Prakitchaiwattana et al. (2004) a Delavenne et al. (2011) uvadi detekéni limit
metody DGGE 10° CFU-ml™ (g™'). U testovanych vzorké se detekéni limit metody LSU-DGGE
pohyboval v rozmezi 10% — 10° CFU-mI™ (g7%). Podle ziskanych vysledkd by viak detekéni limit mohl
korelovat s pfitomnosti dominantnich druh(. Napfiklad u vzork C1L1, B1L1 se koncentrace
mezi dominantnimi druhy a druhy méné zastoupenymi lisila 10 — 100 x, ve vzorku byly identifikovany
vSechny druhy detekované taktéZ metodou ITS-PCR-RFLP. Jestlize se vSak koncentrace zastoupenych
druh lisila v porovnani s dominantnimi druhy 1000 x, druhy minoritné zastoupené nebyly metodou
DGGE detekovany.

Aplikace metody zalozené na konstrukci ITS genomové knihovny spojené s restrikéni analyzou
umoznila stanovit relativni zastoupeni druhG vdaném vzorku. Relativni zastoupeni druhi
identifikovanych jak kultivaéné zavislou ITS-PCR-RLFP metodou, tak i nové aplikovanou metodou
nezdvislou na kultivaci je uvedeno v grafu 16 a souhrnné v pfiloze 5 v tabulce 4. Touto metodou byly
detekovany vsechny druhy, které byly identifikovany metodou ITS-PCR-RFLP. Navic nékteré druhy
byly identifikovdny vyhradné touto metodou, coZ poukazuje na jejich nizké zastoupeni ve vzorku,
nemoznost kultivace ¢i nizkou viabilitu bunék. Jedna se o nasledujici druhy: Cr. albidus, H. uvarum,
F. globisporum a S. cerevisiae. Taktéz byly identifikovany i plisné Cladosporium cladosporioides,
Alternaria alternata a Eurotium amstelodamii, které ve studii tykajici se mikrofléry ¢erstvého mléka
a specialnich syr detekovali i Lavoie et al. (2012). Korelac¢ni analyza (viz graf 17) obou pfistupl (ITS-
PCR-RFLP a ITS genomové knihovny spojené s restrikéni analyzou) ukazala, Ze obé metody jsou jen
Castecné konzistentni (Pearsonliv koeficient je 0,55 -—stfedni hodnota shody), coZ potvrzuje
Castecnou odlisnost obou pfistupd. NavrZena nekultivaéni metoda nese fadu dalsich vyhod. Metoda
se zda byt citlivéjsi nez béZné pouzivané techniky aplikované pfti studiu mikrobialni ekologie (v nasem
pfipadé LSU-DGGE a klasicka ITS-PCR-RFLP). Celkem 17 druhi bylo identifikovano metodou ITS
genomové knihovny; metodou LSU-DGGE bylo identifikovano 10 druhli a metodou ITS-PCR-RFLP
8 druh(. Takté? detekéni limit metody je nizéi a to do 10° CFU-mlI™ (g7) a na rozdil od LSU-DGGE byly
detekovany i minoritné zastoupené druhy, jejichz koncentrace se liSila 1000 x. Na vyssi senzitivitu
taktéZz poukazuje skutecnost, Ze ve vzorku WL1 bylo identifikovdano témér dvakrat vice druh( nez
u kultivaéni metody ITS-PCR-RFLP a nekultivacni LSU-DGGE. Navic znacné vyssi Shannon(v-WienerQv
index diverzity (H) u vétsiny vzorkl (6 ze sedmi, viz graf 18) potvrzuje taktéz vyssi citlivost metody.

Na druhou stranu vsak muzZe provazet nové navrienou metodu i fada nevyhod. Jednd se
napf. o extrakci DNA, kterd je mnohdy spjata s vyskytem pfirozenych sloucenin, jako jsou tuky, soli,
apod., coZz mizZe ve vysledku inhibovat PCR. Nutnym krokem je tedy izolace DNA v dostatecné
koncentraci a vysoké kvalité. Acinas et al. (2005) taky poukazuje na nedostatky a mozné zkresleni dat
béhem amplifikace metodou PCR (upfednostiiovani DNA zastoupené ve vyssi koncentraci). Taktéz je
nutné zminit i G¢innost klonovani, kterd nemusi byt stoprocentni.
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Celkovy pocet kvasinek
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Graf 15: Celkovy pocet kvasinek v jednotlivych vzorcich rozdélenych podle lokalit. Pro syry v log CFU'g_l
a pro meziprodukty v log CFU-m[™ ! Smérodatné odchylky nebyly vétsi jak 10 %.
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Graf 16: Relativni zastoupeni kvasinkovych druhi identifikovanych: 1 — kultivacné zavislou ITS-PCR-RFLP
metodou; 2 — semi-kvantitativni metodou ITS genomové knihovny, kterd je nezdvisla na predchozi kultivaci.
LOK1 (L1) a LOK2 (L2) znaci lokality odbéru.
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Graf 17: Korelace mezi relativnim zastoupenim druh( stanovenym metodou ITS-PCR-RFLP (osa X) a metodou
ITS genomové knihovny (osa Y). R’ regrese. Hodnota Pearsonova koeficientu je r = 0,55, p hodnota je 0,008.
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Graf 18: Grafické zndzornéni porovndni metod z hlediska klasickych index( diverzity.

Kompletni charakterizace mikrofléry kvasinek a vlaknitych hub v syrech a jejich meziproduktech
umoznila komplexnéjsi identifikaci téchto komunit. Relativni zastoupeni druh( identifikovanych
kultivacni ITS-PCR-RFLP metodou a nekultiva¢ni ITS genomovou knihovnou spojenou s RFLP je
uvedeno v tab. 4 v pfiloze 5 spole¢né s metodou LSU-DGGE. Vyssi diverzita populaci byla sledovana
u matric z lokality L1, Glavicak. Navic nékteré druhy jako je K. lactis, C. pararugosa, T. delbrueckii
a Tr. ovoides byly izolovany jen ze syrG zoblasti L1, Glavi¢ak. Na druhou stranu G. geotrichum
a Y. lipolytica byly detekovany v syrech pochazejicich zlokality L2, Bucina. Druhy D. hansenii
a C. zeylanoides byly ptitomny ve vSech vzorcich syr(. Tyto druhy byly predominantni taktéz
i u dalSich syr(i pochazejicich ze Srbska a analyzovanych v ramci ¢asti 1.

Z vysledkl vyplyvd, Ze kultivacné nezavisla metoda ITS genomova knihovna, se jevi byt citlivéjsi
v porovnani s kultivaénimi technikami a s nekultivac¢ni LSU-DGGE. Metoda nabizi moZnost detekce
vys$Si druhové diverzity nez pfi aplikaci klasickych izolaénich metod. Tato studie zaloZena na analyze
sekvenci DNA obdrzené primo ze vzorku nabizi novy pohled na mikrobialni diverzitu a otevird nové
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perspektivy pfi pfimé komplexni analyze kvasinek a plisni ve vzorcich. | ptes to, Ze techniky zaloZené
na kultivaci kvasinek jsou stale povaZovany za standardni metody identifikace, nové navrzena metoda
pfimé detekce kvasinek by mohla byt jeji alternativou. Nicméné tato prvotni studie vyZzaduje jesté
dalsi testovani a je potreba ji jesté aplikovat na dalsi komplexnéjsi systémy apod.
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5 ZAVERY

V praci byly identifikovany kvasinky izolované z bobuli a spontdnné kvasenych mostd
pfipravenych z bobuli pochazejicich z konvencni, integrované a ekologické produkce.
K identifikaci jak saccharomycetnich, tak i nesaccharomycetnich kmenl byly pouZity
metody zaloZzené na PCR (ITS-PCR-RFLP, sekvenace, LSU-DGGE). Nalezeny byly druhy
béZné se vyskytujici na bobulich a v mostech.

V prabéhu kvasného procesu byla porovnana kvasinkova populace u mostl pfipravenych
z integrované a ekologicky oSetfenych bobuli. Korelace mezi relativnim zastoupenim
izolovanych druh(l z mostl pfipravenych zintegrované oSetfenych bobuli a mostl
z ekologicky oSetfenych bobuli ukdzala rozdily mezi integrovanou a ekologickou produkci
ve vztahu ke kvasinkové populaci. Rozdily byly vsak zfejmé v prabéhu kvasného procesu,
coz mUze ukazovat na rozdilné kmenové zastoupeni, odlisny obsah urcitych latek v mostu,
ktery mGze mit vliv na kvasinkovou populaci a na sekundarni mikroflére, ktera do procesu
vstupuje pfi zpracovani bobuli na most a ze sklepa.

Za Ucelem zavedeni vhodné metody k identifikaci kmenu S. cerevisiae byla aplikovana
fada molekularnich typiza¢nich metod (PCR-RFLP; PCR-fingerprinting, druhové specifické
primery, LSU-DGGE aj.). | ptes to, Ze identifikace komplexu Saccharomyces sensu stricto je
obtizna, byla zavedena metoda kmenové identifikace druhu S. cerevisiage. Metoda ITS-
PCR-RFLP za pouZiti primer( ITS1 — ITS4 dokazala odlisit rod Saccharomyces od ostatnich
nesaccharomycetnich druhl. Druh S. cerevisiae je moiné od ostatnich druhli komplexu
Saccharomyces sensu stricto odliSit druhové specifickymi primery, které amplifikuji pouze
rDNA tohoto druhu. Amplifikaci delta oblasti rDNA druhu S. cerevisiae za poufZiti primert
61-62 je pak mozné odlisit jednotlivé kmeny. Tato kombinace metod umoznila komplexni
analyzu izolatl S. cerevisiae a to dokonce az na kmenové Urovni.

Aplikaci metod popsanych vySe byly kmenové charakterizovany druhy rodu
Saccharomyces izolované v prlibéhu let 2009 — 2011 z bobuli a spontanné kvasenych
mosth. Amplifikaci delta sekvenci byly odliseny kmeny S. cerevisiae. Z celkového poctu
120 izolatl radicich se druhové jako S. cerevisiae bylo identifikovano 45 odlisSnych kmend.
Byly zavedeny metody ke stanoveni vybranych oenologickych vlastnosti k posouzeni
vhodnosti kmenl pro vyrobu vina (alkoholovd tolerance, osmotolerance, killerova
aktivita, schopnost flokulovat, produkce H,S aj.). 15 kmenQ S. cerevisiae z celkového
poctu 45 testovanych kmen( ukazalo lepsi technologické vlastnosti nez komercné
dostupny kmen S. cerevisiae BS6.

Jeden izolovany autochtonni kmen S. cerevisiae 1-09 (izolovany z ekologicky osetfenych
bobuli odrlidy Sauvignon) byl zaveden do praxe vramci velkoobjemové fermentace.
Kvasny proces byl monitorovdn z hlediska rozvoje kvasinkové populace zahrnujici
saccharomycetni i nesaccharomycetni druhy. Stanoven byl celkovy pocet kvasinek
a jednotlivé izolaty byly identifikovany. V pribéhu fermentacniho procesu byly u mostu
stanoveny zakladni chemické parametry, jako je pH, koncentrace redukujicich sacharidu
a ethanolu, celkové titrovatelné kyseliny, ¢imzZ byl posouzen dany fermentacni proces.
Na zakladé vysledk( autochtonni kmen S. cerevisiae 1-09 ukazal podobny fermentacni
profil jako kontrolni komeréné dostupny kmen S. cerevisiae BS6.
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Na zavér bylo provedeno senzorické zhodnoceni vyslednych produktl. Vysledek
senzorického hodnoceni ukdazal, Ze izolovany kmen S. cerevisiae 1-09 se jevi byt vhodny
k zakvaseni mostl a k produkci vin z hlediska vysledného senzorického charakteru,
ktery se vyrazné neodliSoval od vin pripravenych inokulaci mostl komeréni kulturou.
Ziskané vysledky mohou byt podkladem pro ziskani VOC certifikatu (vino originalni
certifikace).

V dalsi ¢asti prace byla izolovana, kvantifikovana a identifikovana kvasinkovd mikrofléra
ze vzork( tradicnich rucné vyrabénych syrl pochazejicich ze Srbska a Chorvatska.
Kvasinky byly identifikovany metodou ITS-PCR-RFLP, stejné jako v pripadé identifikace
vinnych kvasinek, ddle pak tradi¢nimi fyziologickymi testy a sekvenaci.

Identifikovany byly druhy béZné spojované s prostiedim syrl. U syrl pochazejicich
ze Srbska byl predominantnim druhem druh D. hansenii, naopak u syrQ vyrobenych
v Chorvatsku byl detekovdn jako predominantni druh Y. lipolytica. Taktéz byly z nékterych
vzorkl izolovany i druhy C. parapsilosis a Trichosporon sp., které ukazuji na nedostatecné
hygienické podminky pti vyrobé syr(.

Vybrané izolované a identifikované druhy byly zarazeny do sbirky primyslovych
mikroorganismu ZIM, Slovinsko.

Dale byla zavedena nova metoda ITS genomova knihovna spojena s restrikéni analyzou
klond. Tato metoda nebyla dfive pouZita za Uucelem charakterizace kvasinek/plisni i pres
to, Ze se jedna o Siroce pouzivanou techniku charakterizace bakteridlni diverzity zejména
v prirozenych prostfedich. Metoda je kultivacné nezavisld, odpada tedy ¢asova narocnost
spojena s izolaci a ziskem Ccistych kultur kvasinek.

Navrzend metoda byla srovndna s kultivacné zavislou ITS-PCR-RFLP metodou pomoci
korelacni analyzy. Vysledky korelacni analyzy naznacuji, Ze metody ITS genomova
knihovna spojend s RFLP a ITS-PCR-RFLP nejsou zcela konzistentni, pficemz rozdily
pravdépodobné vychazeji z odlisnych pristupl (kultivacné nezavisla/zavisla metoda).
Navrzenou metodu doprovazi fada vyhod. Metoda je semi-kvantitativni, umoznuje
stanovit relativni zastoupeni druhl ve vzorku. Za zminku stoji i nizsi limit detekce
v porovnani s LSU-DGGE a ITS-PCR-RFLP.

Metoda ITS genomova knihovna umoznila stanovit az 2 krat vice druh( nez kultivacné
zavisld ITS-PCR-RFLP, coZ potvrzuji i stanovené diverzitni koeficienty. Metoda se jevi byt
vhodna pro rychlou detekci komplexnich mikrobidlnich systém( zahrnujicich kvasinky
a plisné.

| pres to, Ze techniky zaloZené na kultivaci kvasinek jsou stale povaZovany za standardni
metody identifikace, nové navrzend metoda pfimé detekce kvasinek by mohla byt jeji
alternativou. Je vsak nezbytné dale metodu ovérit na dalSich systémech a na vétSim
souboru vzork( a matric.



6 SOUHRN

V rdmci prvni ¢asti predloZené disertacni prace byly identifikovany kvasinky izolované z mostl
pfipravenych z konvencéné (Veltlin zeleny), integrované a ekologicky (Sauvignon a Rulandské modré)
oSetfenych bobuli. Za ucelem identifikace byla volena metoda ITS-PCR-RFLP, sekvenace, LSU-DGGE.
Izolovany byly druhy H. uvarum, S. cerevisiae, Pichia sp., Candida sp. aj, které se béiné vyskytu;ji
v mostech. V dalsi ¢asti prace byly zavedeny metody, které jsou nezbytné pro selekci a naslednou
aplikaci kmen( S. cerevisiae jakozto startovaci kultury pfi vyrobé tradi¢nich moravskych vin. Jedna
se o izolaci a zisk Cistych kmend, jejich identifikaci, kterd predstavuje komplikovany krok v dlsledku
sloZitého odliseni jiz samotnych druhl komplexu Saccharomyces sensu stricto (zahrnuje vinarské
kmeny), dale se jednd o charakterizaci pfisluSného kmene (stanoveni oenologickych neboli
technologickych vlastnosti) a o ovéreni kmene v praxi pti velkoobjemové fermentaci. Kombinace
molekuldrnich typizacnich metod zahrnujicich ITS-PCR-RFLP, PCR-fingerprinting, druhové specifické
primery umozZnila identifikovat nékteré druhy komplexu Saccharomyces sensu stricto. Navic
amplifikace delta oblasti rDNA kvasinek za pouZiti paru primeru 61-62 umozZnila kmenovou
identifikaci druhu S. cerevisiae. Jednotlivé identifikované autochtonni kmeny S. cerevisiae byly
testovany na vhodné oenologické vlastnosti, které jsou nedilnou soucdsti zavedeni pfislusného
kmene do praxe. Na zakladé dobrych technologickych vlastnosti (osmotolerance, alkoholova
tolerance, nizkda produkce H,S apod.) byl vybran kmen S. cerevisiae 1-09 izolovany ze samotnych
bobuli pochazejicich z vinice. Tento kmen byl posléze testovan v malém objemu mostu a nasledné
i pfi velkoobjemové fermentaci. Na zakladé sledované chemické a posuzované senzorické analyzy
byla na zavér posouzena vhodnost kmene pro vyrobu konkrétniho vina. Vina pfipravena inokulaci
mostu autochtonnim kmenem S. cerevisiae 1-09 se vyznamné neliSila od vin, ktera byla pfipravena
inokulaci mostu komercéné dostupnym kmenem. Aplikace selektovanych autochtonnich kmend
pfi vyrobé vin nabizi moZnost zachovani autenticity neboli originality daného produktu. Na zakladé
zajmu o selekci autochtonnich kmen( i jinymi moravskymi vinafstvimi byla navazana dalsi
spoluprace. Zavérem lze tedy fici, Ze byl zaveden komplexni proces aplikace selektovanych kmen
ve vinarském pramyslu.

V dalsi ¢asti disertacni préce, ktera byla reSena v rdmci studijniho pobytu na Univerzité v Lublani,
Slovinsko, byla pozornost upfena na kvasinky izolované ztradi¢nich rucné vyrabénych syrid
pochazejicich ze zemi zapadniho Balkanu (Srbsko, Chorvatsko). Za ucelem identifikace pQvodni
mikroflory kvasinek tradicnich syrd, byly aplikovany jak molekuldrné biologické metody, které byly
pouzity i pfi analyze vina (ITS-PCR-RFLP; parcidlni sekvenace), tak i tradi¢ni fyziologické testy.
Kvantifikace kvasinkové mikrofldry a stanoveni diverzitnich koeficientd umoznily analyzu jednotlivych
vzorkd syr(i z hlediska mikrobidlni populace v zavislosti na lokalité jejich pOvodu. lzolované
a identifikované kmeny byly zafazeny do sbirky mikroorganismd ZIM, Slovinsko. V posledni ¢asti
prace byla za ucelem primé detekce komplexniho mikrobidlniho systému zahrnujiciho kvasinky
a plisné, vyuzZita metoda pfimé analyzy DNA, kterd neni zdvisla na predchozi kultivaci
mikroorganismd. NavrZend metoda — ITS genomova knihovna spojenda s restrikéni analyzou —
umoznuje na rozdil od jinych kultivacné nezavislych metod stanovit relativni zastoupeni jednotlivych
DGGE a kultivacné zdavislou ITS-PCR-RFLP. V nékterych pfipadech nové navriend metoda umoznila
stanovit az dvakrat vice druhl, coZ potvrzovaly i stanovené diverzitni koeficienty. Metoda ITS
genomova knihovna spojena s restrikéni analyzou se zda byt alternativou k ITS-PCR-RFLP a jisté by
bylo zajimavé aplikovat metodu na sloZitéjsi systémy, jako je napf. vino.
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Vsechny pouZzité metody véetné nové zavedené nekultivacni techniky identifikace kvasinek lze
vyuzit k jejich detekci z jakychkoliv potravinovych matric a jinych pfirozenych prostredi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Rody

A Aureobasidium sp. o

B. Brettanomyces sp. P. Pichia sp.

C Candida sp. R. Rhodotorula sp.
cr. Cryptococcus sp. Rh. Rhodosporidium sp.
D. Debaryomyces sp. S. Sacchromyces sp.
Dek. Dekkera sp. Sp. Sporidiobolus sp.
G. Galactomyces sp. T Torulaspora sp.
H. Hanseniaspora sp. Tr. Trichosporon sp.
Ha. Hansenula sp. Y. Yarrowia sp.

I Issatchenkia sp. Z Zygosaccharomyces sp.
K. Kloeckera sp. Kaz. Kazachstania sp.
Kl. Kluyveromyces sp. L Lachancea sp.
M. Metschnikowia sp.

Dalsi zkratky

BMK bakterie mlécného kvaseni

G,C guanin, cytosin

PFGE pulzni gelova elektroforéza

DNA deoxyribonukleova kyselina

rDNA ribozomalni deoxyribonukleova kyselina

ITS prepisovany mezernik

ETS vnéjsi pfepisovany mezernik

IGS intergenovy mezernik

NTS nepfepisovany mezernik

LSU velka ribosomalni podjednotka

PCR polymerazova fetézova reakce

RAPD amplifikace polymorfni DNA ndhodna

AFLP polymorfismus délky amplifikovanych fragment

rep-PCR repetitivné polymerazova retézova reakce

DGGE denaturacni gradientova gelova elektroforéza

TGGE teplotni gradientova gelova elektroforéza

bp pary bazi

°C stupné Celsia

M koncentracni jednotka, mol

gPCR polymerazova rfetézova reakce v redlném case

FISH fluorescencni in situ hybridizace

DHPLC denaturacni vysokotlaka kapalinovd chromatografie

dsDNA dvouretézcova DNA

CFU z angl. colony forming units; jednotky tvofici kolonie (KTJ)

ssDNA jednoretézcova DNA

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragment

mtDNA mitochondridlni DNA

5,8S; 18S; 26S oblasti rDNA (ribozomalni podjednotky)

D1/D2 oblast LSU rDNA

MK mastné kyseliny

AMK aminokyseliny

TAG triacylglycerol

ER Endoplazmatické retikulum

| (integr) integrovana produkce

E (eko) ekologicka produkce
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In enology, veasts play an important role in the

characteristics of the final product. They are

predominant in the biochemical interaction with components of must. Rapid identification of the

veast population is necessary for fermentation process monitoring and for obtaining a good qual-
ity wine. The main goal of this study was the isolation and characterisation of the veast micro-

bial community naturally present on grape berries, leaves and occurring during the spontanecus
fermentation process of the white wine Veltlin green from the South Moravian region. Czech Re-
public. The results, based on PCR-RFLP of the 5.8S-ITS region of rDNA, PCR-fingerprinting
using microsatellite oligonucleotide primers (GAG)s, (GTG)s, (GAC)s, and M13 primer, showed
great diversity of the veast population. Including grape berries and fermented must, the follow-
ing yveast species were identified: Hanseniaspora wvarum, Aureobasidium pullulans, Metschnikowia
pulcherrima, Torulaspora delbrueckii, a number of Pichia species such as P. fermentans. P. mem-
branifaciens, P. kluyveri, also Sporidiobolus salmonicolor, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula
mucilaginosa, Rhodotorula glutinis as well as Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces bayanus.
Monitoring of the yeast strains during the wine fermentation process of traditional Moravian wine

can contribute to the improvement of wine quality.

(©) 2012 Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences

Kevwords: wine veasts, identification, PCR-RFLP. PCR-fingerprinting

Introduction

Wine fermentation is a complex microbial ecosys-
tem in which different species of veasts, bacteria and
filamentous fungi coexist and take part in the transfor-
mation process with their metabolic activities (Fleet &
Heard, 1993; Cocolin et al., 2011). Composition of the
yeast population on grape berries plays an important
role in wine fermentation as different genera, species
and strains with their metabolic activities influence
the sensory qualities and organoleptic characteristics
of wine (Fleet et al., 2002).

Even though the main yeast species Saccha-
romyces cerevisiae is responsible for the conver-

*Corresponding author, e-mail: xcsuranska@fch.vutbr.cz

sion of grape must into wine, generally, the fer-
mentation process is not only the action of a sin-
gle species or a single strain of yeast (Martini
& Vaughan-Martini, 1990; Fleet & Heard, 1993).
Yeasts associated with the grape/must ecosystem
are usually classified into 15 different yeast gen-
era including Dekkera/Brettanomyces, Candida, Cryp-
tococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora/Kloeckera,
Kluyveromyeces, Metschnikowia, Rhodotorula, Pichia,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyeces, Zygosaccha-
romyces, and Saccharomyces (Kurtzman & Fell, 1998;
Raspor et al., 2006). Since their metabolic activities
drive the transformation of grape must into wine, it
is essential to understand the behaviour of these mi-

{Presented at the 5th Meeting on Chemistry & Life 2011, Brno. 14 16 September 2011.
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croorganisms and the composition of their population
during fermentation in order to obtain final product
with the desired organoleptic characteristics (Cocolin
at al., 2011).

Classic methods used in yeasts identification are
dependent on physiological and morphological tests
of conventional taxonomy (Naumov, 1996). However,
these phenotypic characteristics tend to be influenced
by culture conditions and lead to incorrect identifica-
tion of yeast strains (Huang et al., 2008). Molecular
biology methods enable rapid and precise identifica-
tion of yeasts at the species or strain level and they
have become an important tool in solving industrial
problems (Le Jeune et al., 2006).

Various molecular techniques such as electrophore-
tic karyotyping, random amplified polymorphic DNA
using polymerase chain reaction (RAPD-PCR) and
PCR-ribotyping have been used by different anthors
for the identification of wine yeast species (Raspor et
al., 2006). In recent years, two molecular techniques:
polymerase chain reaction and restriction fragments
length polymorphism (PCR-RFLP) and sequenced
analysis of ribosomal DNA (rDNA) region includ-
ing the 5.8S internal transcribe spacer (ITS) region,
have proved to be useful approaches to rapid iden-
tification of wine yeast species (Clemente-Jimenez et
al., 2004). Also, PCR-fingerprinting employing single
primers (SPAR), random primers, repeat motifs, and
microsatellite sequences can be used for both inter-
and intra-specific discrimination of yeasts (da Silva-
Filho et al., 2005). PCR-fingerprinting based on the
detection of hypervariable repetitive sequences (mini-
and microsatellite DNAs) is favoured to display ge-
netic variability of even closely related individuals of
microorganisms (Schuller et al., 2004).

Availability of rapid identification techniques, such
as the ones described, permits simple identification of
veast diversity patterns during the early phases of fer-
mentation; the techniques can be useful tools not only
in the determination of the must quality, but also in
the study of possible presence of non-Saccharomyces
species specific for different wine regions (Frezier &
Dubourdieu, 1992).

The aim of this work was to study yeasts pop-
ulation diversity of indigenous yeasts isolated from
grapes, leaves and must in one of the main South
Moravian viticulture regions, Velké Pavlovice. Molec-
ular techniques such as PCR-RFLP and PCR-finger-
printing were employed using single repetitive primers.
The results were confirmed by standard physiological
tests.

Experimental
Yeasts strains, sampling, and yeasts isolation

Yeasts strains used in this study, presented in Ta-
ble 1, were obtained from Culture Collection of Yeasts,
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Bratislava, Slovakia (CCY). Grapes and leaves were
collected at the Velké Pavlovice vineyard (September,
2007) situated in the South Moravian region, Czech
Republic. The samples of grape must were withdrawn
during spontaneons fermentation process in regular
intervals. Yeast strains were isolated from the white
wine variety Veltlin green. The total of 97 yeast strains
were isolated and identified.

Wine fermentation was carried out in a cellar in
Velké Pavlovice during the 2007 vintage following the
standard procedures. The fermentation process was
conducted in a 700 L barrel: 500 kg of grapes were
pressed. The cellar temperature was in the range of
12-14°C and the temperature of fermentation was ap-
proximately 18°C, the must was spontaneously fer-
mented.

Grape berries, leaves, and must were collected into
sterile glasses. The amounts of 15 berries and 10 small
pieces of leaves (approximately 1 em x 1 cm) were in-
oculated into 200 mL (berries) and 10 mL (leaves) of
sterile malt extract medium (MEM) (Brewery Staro-
brno, Czech Republic) and cultivated for ten days.
Then. cultures were inoculated onto Petri dishes with
MEM supplemented with 250 mg L~ of streptomycin
sulphate (Himedia, India) and 2.5 mL L~ of propi-
onic acid. The dishes were incubated at 26°C for 3-5
days.

Yeast populations from must were isolated by fil-
tration of fresh must through a Whatman membrane
filter (Whatman, Germany) and cultivated as de-
scribed above. Single colonies were obtained by the
Koch's dilution method.

Yeasts isolation and PCR-RFLP of ITS re-
grons

Genomic DNA was isolated from cultures using a
commercial kit, UltraClean™ Microbial DNA Isola-
tion Kit (MoBio, USA), according to the manufacture
protocol. Finally, 50 uL of a mixture containing 5-30
ng pL.=1 of genomic DNA was obtained.

Internal transcribed spacers (ITS) (ITS1 and
ITS2) and 5.85 rDNA gene regions were amplified
using specific primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAA
CCTGCGG-3') and ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTG
ATATGC-3') (White et al., 1990). DNA amplification
was carried out in the final volume of 50 pLL containing
0.2 mM of ANTP (Invitek, Germany), 0.5 uL of each
primer (100 pmol uL~!) (VBC Biotech, Germany),
PCR reaction buffer (1X) and 1 pmol min—! of Tag
DNA polymerase (Kapa Biosystems, USA). PCR con-
ditions were as follows: initial denaturation cycle at
94°C for 4 min followed by 25 cycles of amplification,
denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 48°C for
30 s, and extension at 72°C for 1 min; final exten-
sion at 72°C for 10 min. The amplification reaction
was carried out in a PTC-100 thermal cycler (MJ Re-
search, USA). PCR fragments were separated and de-
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tected by electrophoresis on agarose gel (2 mass %)
in TBE buffer (1X) at 5 V em™! for 2.5 h. The gel
was stained with ethidium bromide {10 mg L™!), visu-
alised under UV light (Ultra Lum. Inc., USA) and doc-
wmented by the Scionlmage software (Scion, India).
For RFLP, PCR products were purified by ethanol
precipitation and digested by restriction endonucle-
ases Haelll, Hinfl, Tagl, Alul, Msel, Hhal, and Hpall
(Fermentas, USA) following the manufacturer’s in-
structions. The restriction fragments were separated
on agarose gel (2 mass %) under the same conditions
as the amplified products.

Representative samples, grouped by PCR-RFLP
of ITS regions (one from each created group) were
also identified by standard physiological tests (CCY
Bratislava, Slovakia) according to Yarrow (1998).

PCR-fingerprinting

Selected isolates were identified by the PCR-
fingerprinting method using single repetitive primers
(GAG)5, (GTG)5, (GAC)s, and the random primer
M13 (F-GAGGGTGGCGGTTCT-3'). Awmplification
reaction was performed in 50 pL of the total volume
containing genomic DNA, 0.2 mM of ANTP (Invitek,
Germany), 0.5 uL of primer (100 pmol ul.—!) (VBC
Biotech, GmbH, Germany), PCR reaction buffer (1X),
and 1 wmol min~! of Tag DNA polymerase (Kapa
Biosystems, USA).

PCR-assays for (GAG)s, (GTG)s, (GAC)s: initial
denaturation cycle was set to 92°C for 2 min, followed
by 35 cycles of the amplification step, denaturation
at 92°C for 2 min, annealing at 55°C for 1 min, and
extension at 72°C for 3 min; final extension at 72°C
for 5 min.

PCR-assays for M13: initial denaturation cycle at
95°C for 5 min, followed by 40 cycles of amplification
followed by denaturation at 93°C for 0.75 s, annealing
at 50°C for 1 min, and extension at 72°C for 1 min;
final extension at 72°C for 6 min.

The amplification products were analysed by elec-
trophoresis in agarose gel (1.4 mass %) at 5 V em ™!
for 3 4 h. The gel was visnalised and documented in
the same way as in the previous cases.

Finally, electrophoreograms were processed by the
BioNumerics 6.5 software employing the UPGMA
cluster analysis.

Results and discussion

Yeast strains were isolated from the white wine
variety Veltlin pgreen (Vitis winifera) from Velké
Pavlovice, one of the four wine regions situated in
South Moravia, Czech Republic. The yveasts were iso-
lated from the must during the spontaneous fermen-
tation process (no starter cultures; without SOy addi-
tion). Samples of must were collected in regular inter-
vals during the whole fermentation process. In addi-
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Table 2. Comparison of yveast species isolated from leaves and
grape berries of red and white wine varieties identified
by the ITS-PCR-RFLF method

[dentified species

Matrices White wine Red wine
Veltlin green variety Saint Laurent variety
Aureobasidium pullulans  Aureobasidium pullulans
Leaves Rhodotorula glutinis Hanseniaspora uwvarum

- Rhodotorula glutinis

Hansentaspora wvarum Hanseniaspora wvarum
Grapes Metschnikowia pulcherrima Pichia fermentans
- Torulaspora delbrueckis

tion, the grapes and leaves, as sources of yeast species,
were also used. Apart from the white wine variety
Veltlin green, red wine variety Saint Laurent was also
analysed.

In order to identify the yeasts isolated tfrom the ma-
trices mentioned above, PCR-RFLP of ITS regions as
a rapid method of yeasts identification at the species
level was employed. The ITS1 and ITS4 primmers were
used to amplity the region of tRNA gene repeating
unit which includes two non-coding ITS regions and
the 5.85 rRNA gene. This part of DNA was sufficient
to obtain polymorphisms; in other words, PCR prod-
nucts revealed a wide range of length variation. Size
of the amplified genomic DNA fragments ranged from
390 bp to 830 bp dependent on the yeast genus. There-
fore, after PCR amplification nsing specific ITS1 and
ITS4 primers, some yveast strains were distinguishable
at the genus level, for instance 880 bp for Saccha-
romyces sp., 750 bp for Hanseniaspora sp., 390 bp for
Metsehnikowia sp. (see Table 1). This was the first
criterion to distinguish the Saccharomyces genus from
the other ones.

Then, veasts were characterised at the species
level employing the ITS-PCR-RFLP method. Saccha-
romyces as well as non-Saccharomyces yeasts were
analysed by means of seven restriction enzyines:
Haelll, Hinfl, Tagl, Alul, Msel, Hhal, and Hpall. The
restults based on the PCR-RFLP analysis showed that
the yeast communities present in the samples were
complex and rich in the number of yeast species. A
total number of 13 different species belonging to nine
genera was isolated (Table 1).

Grape berries are the primary source of wine yeast
species. The results of yeast species colonising the
grape berries surfaces of Veltlin green and Saint Lau-
rent varieties from the same sawmpling location are
given in Table 2. Apart from Hanseniaspora uvarum
which is considered as the most frequent species as-
sociated with grapes (Pretorius, 2000) and which was
found in both samples, also Metschnikowia pulcher-
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Table 3. Yeast microbial community isolated from must of the Veltlin green cultivar identified by PCR-RFLP of the 5.85 ITS

region of rtDNA after different times of fermentation ()

t/day Identified species
1 Hanseniaspora uwvarum, Pichia fermentans, Pichia kluyver:
3 Hanseniaspora wvarum, Pichia fermentans, Pichia kluyver:, Pichia membranifaciens
5 Hanseniaspora uvarum, Pichia fermentans, Pichia kluyveri, Sporidiobolus salmonicolor, Rhodosporidium toruloides,
Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae
7 Pichia fermentans, Pichia kluyveri, Pichia membranifaciens, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae
9 Pichia fermentans, Pichia membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae
11 Pichia membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae
13 Pichia membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae
15 Saccharomyces cerevisine
17 Saccharomyces cerevisiae
19 Saccharomyces cerevisiae

rima (Veltlin green variety), Pichia fermentans, and
Torulaspora delbrueckii (Saint Laurent variety) were
identified on the surface of grape berries. Both M. pul-
cherrima and P. fermentans were previously identified
as colnmon yeast species associated with grape berries
(Jolly et al., 2006). Also T. delbrueckii was isolated
from the grapes of an undefined variety as reported
by Renouf et al. (2007).

Yeast microbial community was studied also on
leaves (see Table 2). Black yeast-like fungus Aureoba-
sidium pullulans, which is the most common yeast on
immature grape berries, was isolated from the leaves
surfaces of both wvarieties. A. pullulans is the most
widespread saprophyte in the phylosphere and it is
considered to be a potential biocontrol agent against
grey mould (Schena et al., 2003; Raspor et al., 2006).
Aside from A. pullulans, Rhodotorula glutinis in both
varieties and H. wuvarum only in the Saint Laurent va-
riety were also identified.

Finally, yeast population was monitored during the
fermentation process. In the early stages of the sponta-
neous fermentation process, most Pichia species espe-
cially P. Huyveri, P. membranifaciens, P. fermentans
as well as apiculate ascomycetous yeast H. uvarum
were found in the must. H. wvarum occurred in the
must until the fifth day of wine fermentation and
also on the grapes of both varieties (Table 3). In
addition to Saccharomyces sp., six different species
were found. Basidiomycetous yeasts such as Rh. mu-
cilaginosa, Rhodosporidium toruloides, and Sporid-
iobolus salmonicolor and ascomycetous H. uvarum, P.
Eluyveri, and P. fermentans (Table 3) were also identi-
fied. Brezna et al. (2010) isolated very similar species
(for instance H. wvarum, Rh. toruloides, P. membrani-
faciens, S. cerevisiae, etc.) from the white wine Veltlin
from the Slovakia wine region.

In general, the non- Saccharomyces yeasts naturally
present in wine fermentations are metabolically active
and their metabolites can influence wine quality. Al-
though often seen as a source of microbial spoilage,
there is substantial contrary evidence pointing to pos-
itive contribution of these yeasts (Jolly et al., 2006).

For instance P. membranifaciens and other yeasts of
the genera Candida, Pichia, and Hansenula are capa-
ble of oxidising ethanol, glycerol, and acids resulting in
wines with unacceptably high levels of acetaldehyde,
esters, and acetic acids (Fleet, 2001). Other obligate
aerobes (for instance Rhodotorula sp., Rhodosporid-
iwm sp., and Sporidiobolus sp.) are regarded as indica-
tors of hygiene and of the stringency in avoiding wine
contact with air (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).
On the contrary, as reported by Pretorius (2000),
Hanseniaspora sp. is most predominant during the
initial period of fermentation, until the increase of
ethanol concentration levels up to 3 4 mass % and
it contributes to the wine quality by the production
of some desirable volatile compounds.

Furthermore, Saccharomyces sp., the main yeast
contributing to alcohol formation, was found in later
fermentation phases (since the 5th day until the 19th
day). These strains were not detected by direct agar
plating procedures from grapes and initial must. This
fact was probably caused by too low counts of the Sac-
charomyces sp. population (> 10-100 colony-forming
units per em?) on the grapes and in the early must
(Fleet et al., 2002). At the fitth day of fermentation,
the yeast population was very diverse.

Generally, characterisation of the Saccharomyces
genus at the species level by PCR-RFLP of the ITS
regions is very difficult because of very similar restric-
tion patterns of all species of the Saccharomyces sensu
stricto group (Fig. 1). Therefore, different researchers
reported difficulties in distinguishing the veast species
belonging to the Saccharomyces genus (dos Santos et
al., 2007). The only exception is the application of the
restriction enzyme Haelll. In this case it is possible
to distinguish 5. cerevisiae from S. bayanus (Table 1)
(Esteve-Zarzoso et al., 1999).

PCR-fingerprinting was used to identify the Suac-
charomyees genus at the species level. Besides the ap-
plication of the seven mentioned restriction enzymes,
Saccharomyces yeast strains (amplicon 830 bp) were
analysed by PCR-fingerprinting (rep-PCR with mi-
crosatellite oligonucleotide primers and M13 primer).
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Fig. 1. Phylogenetic relationship of representative yeast species isolated from berries and must of Vitis vinifera, cultivar Veltlin
green in comparison with collection yeast strains (20-1-32 Rh. mucilaginosa, 62-2-4 Rh. toruloides, 19-5-1 Sp. salmonicolor,
20-2-22 Rh. glutinis, 39-31-1 P. Kluyvers, 29-2-T4 M. pulcherrima, No. 92 P. membranifaciens, 39-4-2 P. fermentans, 46-3-15
H. wvarum, 41-17-1 T. delbrueckii, 21-4-96 S. cerevisiae, 21-31-13 S. bayanus). Results are based on the similarity of the

ITS-RFLF patterns.

These methods generated reproducible fingerprints
composed of a number of distributed bands of differ-
ent size and intensity. Similarities in the band patterns
(profiles) were compared and yeasts at the species
level were classified (Fig. 2). In summary, one isolated
strain was identified as S. bayanus and the rest of iso-
lates was classified as S. cerevisiae.

According to our results, some yeast species oc-
curred only on grapes and leaves but they did not
contribute to the fermentation process (A. pullulans,
Rh. glutinis, M. pulcherrima). This may be caused
by the fact that at the beginning of the fermenta-
tion process, these yeasts occur in very low counts,
below the limit of detection of our methods. Con-
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sequently, during the fermentation, they were sup-
pressed by the fast growing yeasts. Oppositely, there
are a number of yeasts (Pichia sp.) which were not
detected on grapes or leaves but they were observed
in fermented must. It is likely that these yeast species
come from the cellar or equipment used for grape pro-
cessing.

Of course, the presented results could be influenced
by the fact that a culture dependent approach was
used and thus fast growing yeasts were selected in the
cultivation in the malt extract medium. Therefore, the
obtained results will be confirmed by the application
of a culture independent method such as denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE).
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Fig. 2. Dendrogram based on the similarity of PCR-fingerprinting patterns of isolates identified as S. cerevisiae and S. bayanus
(isolated from must of the cultivar Veltlin green) compared with the PCR-fingerprinting bands profiles of collection strains

S. cerevisiae CCY 21-4-96 and S. bayanus CCY 21-31-12.

Conclusions

To summarise, molecular methods were emploved
for veasts identification. PCR-RFLP of the ITS re-
gion, PCR-fingerprinting using microsatellite oligonu-
cleotide primers and primer M13 were also applied.
A combination of these methods for rapid and suit-
able identification of non-Saccharomyces and Saccha-
romyces wine veasts at the species level was employed.
Furthermore, it was possible to distinguish all the
yeasts species. To our knowledge, this is the first study
regarding veast diversity in the wine-making proce-
dure in the traditional South Moravian wine region.

Application of molecular technigues in order to
identify microorganisms isolated from different food
matrices (in our case wine production) and environ-
ments offers a number of advantages over traditional
methods particularly speed, precision and simplifica-
tion of data interpretation.

This complex study provides more information
about the yeast communities on the berries and in
grape must. Generally, monitoring of the wine-making
process can help to avoid wine spoilage and to obtain
high quality wine.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of agricultural mode - organic and integrated
farming — on composition of yeast population during spontaneous wine fermentation. To reach this
goal, both culture-dependant (ITS-PCR-RFLP) as well as culture-independent (LSU-DGGE) approaches
of molecular identification techniques were employed to study yeast consortium of Pinot noir and
Sauvignon blanc, both produced by organic and integrated farming. Both methods revealed minor,
however significant, differences in yeast consortium, which were the most evident during initial
stage of must fermentation (the 3™ — 7" day of fermentation). Higher variability of yeast populations
was observed in wines produced by organic farming, which might indicate that restricted application

of chemicals, such as pesticides or fertilizers, may have positive effect on wine-yeast diversity.

139



Introduction

Wine fermentation is complex microbial ecosystem with both yeasts and bacteria taking part in
the transformation process with their metabolic activities (Fleet and Heard, 1993; Raspor et al.,
2006). In general, yeasts predominate during the alcoholic fermentation, where the low pH and
nutritional content of the grape must itself select for yeast growth. A diverse population of yeasts
including species of Hanseniaspora sp. (Kloeckera sp.), Metschnikowia sp., Candida sp. and
Saccharomyces sp. are often present in the initial stages of most wine fermentations. The non-
Saccharomyces yeasts typically grow for several days before the fermentation is dominated by one or
more Saccharomyces cerevisiae strains along with a concurrent increase in ethanol concentration
(Cocolin et al, 2000). The diversity of indigenous yeast strains can result in wines with different
qualities and peculiar flavours (Hensche, 1999; Fleet, 2003; Jolly et al., 2006).

Further, biotechnological approaches to winemaking are used in several aspects of the
fermentation industry, such as formulation and use of selected starter cultures, monitoring of
microbial populations, and control of spoilage yeasts (Pretorius, 2000; Ciani and Comitini, 2011). The
microbial communities composition and their proportions on grapes and then in must may be
affected by a large number of factors such as climatic conditions, vineyard treatments, geographic
locations grape variety, vintage year and other factors usually related to particular vineyard (Fleet et
al., 2002).

Organic grapes come from vineyards grown under organic farming methods, as defined at
European level by the European Council (EC) Regulation No834/2007 and N0.889/2008 on organic
production (Trioli and Hofmann, 2009). Organic wine is made from grapes grown without application
of synthetic chemicals such as fertilisers or herbicides. On the other hand, in integrated farming
(typically agriculture for Czech Republic wine region) application of small amount of selected

synthetic fertilisers, (those which are considered being gentle to environment) is allowed.
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Since yeast composition is influenced by agriculture techniques employed, it is likely that
composition of indigenous yeast consortium on wine berries from integrated and organic farming will
differ, which, consequently, will influence characteristics of wine produced.

In recent years, two molecular techniques, polymerase chain reaction and restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) and sequence analyses of the ribosomal DNA (rDNA) region
including 5.8S internal transcribed spacer (ITS) region, have proved to be useful for rapid
identification of wine yeast species (Granchi et al., 1999). Apart from culture dependent techniques,
also direct yeasts profiling employing T/DGEE is used (Prakitchaiwattana et al., 2004; Coppola et al.,
2008; Jany a Barbier, 2008).

The main goal of this study was to determine the autochthonous yeast species isolated from
spontaneously fermented musts of Pinot noir and Sauvignon blanc. The grapes of both varieties were
grown under integrated and organic farming according to the procedures allowed by these farming
processes. The yeast communities were determined by culture isolation and on the other hand by
direct DNA profiling using gradient gel electrophoresis (LSU-DGGE). The yeast species isolated by
culture-dependent method was identified by ITS-PCR-RFLP and the representatives were confirmed

by partial ITS sequencing.

Material and methods

Sampling and yeasts isolation and dynamics

Wine fermentation was carried out in the cellar in small vinery in South Moravia (Czech Republic)
during the 2011 vintage following the standard procedures. The fermentation process was conducted
in a 200 L barrel; 100 kg of grapes was pressed. The cellar temperature was in range of 12 — 14 °C and
the temperature of fermentation was approx. 18 °C, the must was spontaneously fermented. We

analysed Pinot noir (red wine) and Sauvignon blanc (white wine).
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Yeast species were isolated from musts during the whole fermentation process. Yeast populations
from must were isolated by filtration of approximately 300 mL of fresh must through Whatman
membrane filter (Whatman, Germany) and cultivated on Malt Extract Medium MEM (Brewery
Starobrno, Czech Republic) at 26 °C for 3 — 5 days. The single colonies were obtained by Koch's
dilution method.

Further, yeast species were also isolated by standard Koch’s dilution method. This method allows

count yeast species.

ITS-PCR-RFLP and partial sequencing

Genomic DNA was isolated from single colonies by commercial kit UltraClean™ Microbial DNA
Isolation Kit (MoBio, USA) according to the manufacture protocol.

The internal transcribed spacers (ITS) (ITS1 and ITS2) and 5.8S rDNA gene regions were amplified
by using specific primers ITS1  (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") and ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990) as described previously by Suranska et al. (2012).

PCR fragments were separated and detected by electrophoresis on 2% (w/v) agarose gel in
1 x TBE buffer at 5V-cm™ for 2 hours. The gel was stained by ethidium bromide (10 mg-mL™),
visualized under UV light (Ultra Lum. INC, USA) and documented by Scionlmage software (Scion,
India). For RFLP, PCR products were purified by ethanol precipitation and digested by restriction
endonucleases Haelll, Hinfl and Tagl (Fermentas, USA) following the manufacturer’s instructions. The
restriction fragments were separated on 2% agarose gel under the same conditions as the amplified
products.

Representative samples, grouped after PCR-RFLP of ITS regions analysis (one from each created
group) were also identified by standard physiological tests (CCY Bratislava, Slovakia) according to
Yarrow (1998) and the identity of representative species were confirmed by partial ITS sequencing
provided by Elisabeth Pharmacons.r.o. (Czech Republic). Sequence similarity searches were

performed using BLAST service of NCBI database.
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LSU-DGGE

Total DNA was isolated from 10 mL of the must sample. The cells were collected by centrifugation
at 10 000 rpm for 4 minutes at 4 °C. After centrifugation, the cells were washed by physiological
buffer and centrifuged again. Further, DNA was isolated by UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit
(MoBio, USA) as described above.

LSU rDNA (D1/D2 region of 26S rDNA gene) was amplified using eukaryotic universal primers NL1
(GC clamp) and LS2 designed by Cocolin et al. (2000). DNA amplification was carried out in the final
volume of 25 plL containing 1 x PCR reaction buffer, 2 mM MgCl,, 0.2 uM of each dNTP, 0.5 uM of
each primer and 0.5 U of Tag DNA polymerase. PCR conditions were as follows: initial denaturation
cycle at 95 °C for 5 minutes, followed by 30 cycles of amplification — denaturation at 95 °C for 1
minute, annealing at 52 °C for 2 minutes and extension at 72 °C for 2 minutes and the final extension
at 72 °C for 7 minutes.

PCR products were separated in sequence-specific manner using INGENYphorU-system (Ingeny,
Netherlands) in the 6% polyacrylamide gradient gel (acrylamide-bisacrylamide 37.5:1) with 30 to 60%
denaturing gradient formed by 7M urea and 40% formamide in a 1xTAE running buffer.
Electrophoresis was performed at a constant voltage 170 V for 6.5 hours at constant temperature of

60 °C. Ethidium bromide (0.5 mg-mL™) stained DNA bands were visualized under UV light.

Statistical evaluation of data

Shannon-Wiener index (H’) and Simpson’s index (D) to estimate general biodiversity and
dominance of the species in each sample were used. Indexes were calculated according to Golic¢ et al.
(2013).

The final restriction fragments of all identified species were grouped by BioNumerics 6.5 software

using UPGMA cluster analysis.
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Results and discussion

The yeast species associated with the fermentation of traditional Moravian wines coming from
Czech Republic were determined by culture-dependent ITS-PCR-RFLP as well as culture-independent
LSU-DGGE technique. The yeast species were monitored during whole fermentation process of white
and red wine production during vintage 2011. The musts were spontaneously fermented; no SO, and
no starter culture were used. Two wine varieties Pinot Noir (Pn; red wine) and Sauvingon blanc (Sg;
white wine) were used. These varieties are typical for traditional wine region of South Moravia,
Czech Republic. Grapes of both varieties were grown under two agriculture techniques — organic (O)
and integrated (l).

Total yeast counts of all the tested wines during whole fermentation process are shown in Figure
1. The yeast counts of the initial fresh musts Sgl and SgO (immediately after berries pressed) were
very similar (approx. 5 log CFU-mL™), whereas the yeast counts for Pnl and PnO differed 10 times.
Interestingly, yeast population detected in PNnO must was the same as in the case of Sgl and SgO (5
log CFU-mL™). On the other hand, the total yeast count for Pnl was significantly lower. Further, from
Figure 1 is evident that the yeast population reached maximum in the 11" day of Sgl; SgO and PnO
musts fermentation (9 log CFU-mL™) and Pnl in the 9" day (10 log CFU-mL™).

As reported Tofalo et al. (2011) the total yeast counts of must from organic berries reached
maximum at 14 day (7 log CFU-mL™). Based on our results our data showed that yeasts population
reached maximum concentration value in 11 day. The divergences can be caused by many factors
including grape, climatic and regional varieties or technology of wine production.

The yeast species were identified by cultivation-based ITS-PCR-RFLP method. ITS amplicons of
rDNA were digested by three restriction endonucleases Haelll, Hinfl and Tagql. The final results
connected by distribution in each sample and relative abundance of identified species are stated in
Table 1 and 2. Besides S. cerevisiae strains, H. uvarum, P. cecembensis, C. zemplinina, P. fermentans,
C. ethanolica, P. membranifaciens, I. orientalis and Z. florentinus were detected in Pinot Noir musts.

The same species were detected also in Sauvignon blanc must. Moreover, T. delbrueckii and
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basidiomycetous yeast species R. mucilaginosa were detected in the first day of the fermentation
process (Sg must). Hanseniaspora uvarum was predominant at the first stages of fermentation for
both varieties and both agriculture techniques. If we compare yeast species isolated from Sauvignon
variety, some species such [. orientalis and C. ethanolica were isolated only from ecologically
treatment variety. On the other hand, I. orientalis was isolated from musts of integrated treated
Pinot noir variety. It is generally accepted that non-Saccharomyces species influence the organoleptic
properties (Fleet, 2003; Jolly et al., 2003b a Ciani et al., 2010). For instance /. orientalis is able to
degrade malic acid and enhance aroma. Further Pichia species, which are generally considered as
contaminants, are able to enhance aroma as [. orientalis and H. uvarum contribute to flavour
complexity (Ugliano and Hensche, 2009; Rojas et al., 2003).

The relative abundance of individual yeast species determined by culture-dependent ITS-PCR-
RFLP is shown in Table 1 and 2. Generally, in Pignot noir red wine as well as Sauvignon noir white
wine, H. uvarum was the most abundant yeast species in the initial stage of wine fermentation
regardless of the mode of agriculture employed. On the contrary, S. cerevisiae appeared sooner in
wines produced by integrated farming (the 3™ day of fermentation) than in organically produced
wine (the 7" day of fermentation) and, moreover, its portion was significantly higher during middle
stage of fermentation in wine produced by integrated farming than in organic farming. Divergences
in composition of yeast consortium between wines produced by integrated and organic farming were
more apparent in case of white wine. SnO revealed higher number of yeast species than Snl and,
similarly, also higher values of ecological coefficients, which may indicate that restriction of chemical
fertilizers and herbicides may enhance diversity of yeast consortium in vineyard and, in consequence,
in spontaneously fermented must.

Correlation between abundance of individual yeast species for wine produced by integrated and
organic farming during entire fermentation is shown in Fig. 2. Interestingly, for both wines, the
difference is the most significant during middle stage of fermentation (between the 3™ and 9™ days)

until S. cerevisiae definitely took over the process. It is likely that the process of fermentation

145



stressed even small divergences in yeast consortium and, therefore, the correlation coefficient
decreased.

Apart from culture-dependant ITS-PCR-RFLP, yeast community was studied also by culture
independent approach composing of direct DNA isolation, amplification of LSU subunit by universal
eukaryotic primers and separation of amplicons by DGGE. Unlike cultivation requiring approaches,
LSU-DGGE enables detection and identification of cells which are none-cultivable. On the other side,
LSU-DGGE does not provide information concerning abundance of individual species and moreover,
the results can be partially influenced by detection of death cells or plant DNA. Therefore, Golic et al.
2013 pointed out that combination of culture-dependant and culture-independent methods of yeast
identification is the most suitable approach to study yeast community in foods and beverages.

Data obtained by LSU-DGGE were evaluated using Software BioNumerics and transformed into
dendrogram which is shown in Figure 3 and additional information including Pearson coefficient and
number of different bands (organic versus integrated farming) are provided in the table 3. Similarly
to results of ITS-PCR-RFLP also data of LSU-DGGE reflect minor, however, significant divergences
between yeast consortiums of must produce by integrated and organic agricultural approach. The
fact, that number of different bands identified by LSU-DGGE was higher than number of different
species identified by ITS-PCR-RFLP, may be attributed to detection of none-cultivable or death yeast
cells. Also in LSU-DGGE, the highest diversity of yeast population was observed in the early-middle
stage of wine fermentation, especially days 3-7 (see Pearson coefficients) and the higher diversity of
yeast population revealed must produce from grapes grown employing organic farming.

To sum up, the result of proposed study indicated that composition of yeast population during
spontaneous production of wine is influenced by mode of agriculture employed. Generally, it seems
that implication of organic farming with strictly restricted application of chemical fertilizers and
pesticides results in higher diversity of the yeast population, which may, in turn, influence sensoric

properties of the wine. Nevertheless, the data of this screening study should be confirmed on
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broader group of samples (wines from various regions grown either using organic or integrated

approach) to support this observation by statistically significant results.
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Figure 1: Total yeasts counts (CFU-mL™) for Sauvignon (A) and Pinot noir (B) variety coming from

integrated and organic vineyard. The standard deviations were not higher than 10 %.
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Figure 2 Time course of correlation between yeast population composition of wines produced by
intergrated and organic farming. The correlation was determined based on the relative abundance of

individual species determined by ITS-PCR-RFLP.
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Figure 3 Dendrograms constructed based on results of LSU-DGGE.
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Table 3: Statistic evaluation of yeast LSU-DGGE profiles. We evaluated differences in yeast population

direct isolated from Sgl x SgO and Pnl x PnO must samples.

20

25

Day of fermentation/Sampling day

1 3 7 9 11 14 16 21
Pearso(r:%c)orrelatlon 36 63 69 76 85 84 87 81
Sauvignon N of different bands 5 4 4 7 5 5 3 3
(tolerance 3 %)
Pearso(r:%c)orrelatlon 93 86 82 93 94 86 89 92
Pignot noir .
N of different bands 0 1 3 0 0 2 0 0

(tolerance 3 %)
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Table 1: Frequency of yeast species occurrence (%) isolated during spontaneous red wine Pinot Noir fermentation.

Yeast species

PINOT NOIR (Pn)

ORGANIC (PnO)

‘ INTEGRATED (Pnl)

Day of fermentation (sampling day)

11 14 16 18 21 23 25

1 3 7 9 11 14 16 18 21 23 25

Hanseniaspora uvarum
Pichia cecembensis
Candida zemplinina

Zygosaccharomyces florentinus
Saccharomyces cerevisiae
Pichia fermentans
Candida ethanolica
Pichia membranifaciens

Issatchenkia orientalis

51° 64 58 33
11 15 8 1
19 12

89 95 94 93 99 97 98

55 46 25 5
8 8 10 2 3 2 5 1 2
10 4

38 53 94 94 92 93 92 99 98 100
15 3 2 2 1
12 11 2 4 1 2
1 2 1
1 2 1 1

No. of different species
SH-W (H")
SIMP (D)

6 6 5 5
205 164 1.65
0.68 0.55 0.59 0.51

2 2 2 3 2 2 2

1.29 050 0.29 033 041 0.08 0.19 0.14

0.20 0.10 0.11 0.13 0.02 0.06 0.04

6 6 5 4 4 4 6 4 2 2 1
1.88 174 167 053 042 051 052 051 0.08 0.14 0.00
0.64 064 063 0.11 0.12 0.15 0.13 0.15 0.02 0.04 0.00

" (%)
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Table 2: Frequency of yeast species occurrence (%) isolated during spontaneous white wine Sauvignon fermentation.

Yeast species

SAUVIGNON BLANC (Sg)

ORGANIC (SgO)

INTEGRATED (Sgl)

Day of fermentation (sampling day)

11 14 16 18 21 23 25

1 3 7

9 11 14 16 18 21 23 25

Hanseniaspora uvarum
Torulaspora delbrueckii
Pichia cecembensis
Rhodotorula mucilaginosa

Saccharomyces cerevisiae

53 37 42 9

29 64

79 89 88 87 97 100 100

73 55 14
10

12 50

10

76 88 93 98 97 96 99 100

Pichia fermentans 4 6 2 3 1 11 18 28 6 4 4
Candida ethanolica 11 10 1 5 8 5 4 3 2
Pichia membranifaciens 11 29 15 7 4 1 10 6 3 6 3 2 2 3 1
Issatchenkia orientalis 14 13 10 8 7 3 5 5
No. of different species 7 6 7 7 5 4 5 5 3 1 1 4 5 5 5 4 3 2 3 3 2 1

SH-W (H)
SIMP (D)

210 222 203 1.84
0.67 0.75 0.71 0.57

1.13 0.67 0.68 0.79 0.22 0.00 0.00
036 0.20 0.22 0.24 0.06 0.00 0.00

1.26 1.84 1.77

1.24 0.70 0.43 0.14 0.22 0.27 0.08 0.00

0.44 064 065 041 0.22 013 0.04 0.06 0.08 0.02 0.00

* (%)
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Abstract

In the present work we isolated and identified various indigenous Saccharomyces cerevisiae
strains and screened them for the selected oenological properties. These S. cerevisiae strains were
isolated from berries and spontaneously fermented musts. The grape berries (Sauvignon blanc and
Pinot noir) were grown under the integrated and organic mode of farming in South Moravia (Czech
Republic) wine region. Modern identification techniques such as PCR-fingerprinting including RAPD
PCR and rep-PCR by M13 primer; species-specific primers and interdelta PCR typing were employed
to differentiate among indigenous S. cerevisiae strains. This combination of the methods provides
rapid and relatively simple approach for identification of yeast of S. cerevisiae at strain level. In total,
120 isolates were identified and grouped by molecular approaches and 45 of representative strains
were tested for selected important oenological properties including ethanol, sulphur dioxide and
osmotic stress tolerance, intensity of flocculation, desirable enzymatic activities and their ability to
produce and utilize acetic/malic acid was examined as well. Further, H,S production as an
undesirable property was screened. The oenological characteristics of indigenous isolates were
compared to commercially available S. cerevisiae BS6 strain which is commonly used by the small
Moravian winery as the starter culture. Finally, some indigenous strains coming from organically
treated grape berries were chosen for their promising oenological properties and these strains will
be used as the starter culture, because application of selected indigenous S. cerevisiae strain can

enhance regional character of traditional Moravian wines.

Introduction

The quality of fermented foods and beverages is partially determined by the microorganisms used
in their production. The secondary character of wine is determined by sensory characteristics that
arise from the direct action of microorganisms on the substrate. The fermentation of grape must into
wine is ecologically complex process, in which bacteria and other microorganisms, especially yeasts,

play crucial role. The strains of Saccharomyces cerevisiae involved in fermentation play an important
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part in the characteristics of the final product and the diversity of S. cerevisiae strains present in
spontaneous fermentation contribute to the chemical composition and sensory qualities of the
resulting wine (Le Jeune et al. 2006).

Therefore, one of the most important technological advances in wine-making was the inoculation
of grape juice with selected cultures of S. cerevisiae (Ciani and Comitini 2011). This approach is based
on the evidence that microbiological control of the fermentation process allows better management
of this alcoholic fermentation. It is know that selected strains of S. cerevisiae suppress any indigenous
non-Saccharomyces species and dominate the fermentation process (Ranieri and Pretorius 2000;
Fleet 2008; Comitini et al. 2011).

Nowadays, novel biotechnological approaches in winemaking are used in several aspects of the
fermentation industry. Apart from the monitoring of the microbial populations and the control of the
spoilage yeasts, the attention is focused also on the selection and utilization of the starter cultures
coming from own vineyard, which can enhance regional character of the wine (Pretorius 2000;
Sudrez-Lepe and Morara 2012). The metabolic peculiarities and the physiological properties of
particular S. cerevisiae yeast may lead to the formation of metabolites and the transformation of
grape substances that may enrich the wine flavor (Suarez-Lepe and Morara 2012). Certain criteria
need to be met in order to guarantee the desirable features of the yeast strains selected. The most
important are: tolerance to ethanol; growth at high sugar concentrations; resistance to sulfur
dioxide; low production of hydrogen sulfide; resistance to killer toxin or some enzymatic activities
(Nikolaou 2006).

Furthermore, only reliable and rapid identification of the yeast species during process and the
quality control enables enologists to assess the role of yeasts as a main protagonist of alcoholic
fermentation or as a contaminant. The utilization of molecular methods enabled rapid and precise
identification of the yeasts at the species or strain level (Le Jeune et al. 2006). Mercado et al. (2010)

reported that Saccharomyces populations are integrated by multiple strains, even in inoculated
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fermentations. Therefore, it is important to have simple and appropriate methods that allow
discrimination at the strain level.

This study is focused on indigenous Saccharomyces cerevisiae strain (i) selection, (ii) identification
and (iii) technological characterization. Yeasts were isolated from grapes and musts during the
production of Moravian wines. We selected two types of wine varieties — Sauvignon blanc and Pinot
noir coming from organic and integrated treated vineyard situated in South Moravia, Czech Republic.
Our objective was also focused on the selection of the identification approaches which will be simple
and suitable for rapid and reliable strain identification. Therefore, isolates of S. cerevisiae were
identified and grouped by several molecular approaches such as ITS-RFLP, PCR-fingerprinting,
species-specific primers and interdelta PCR typing. Combination of these techniques enabled us rapid
detection and identification of different S. cerevisiae strains. Finally, the isolated strains were
screened for selected technological properties important in winemaking process and for further
application as the starter cultures. To sum up, this study has demonstrated importance of selection
of appropriate and rapid identification technique and also determination of some important

oenological properties.

Methods
Yeast species isolation and cultivation

Autochthonous (indigenous) strains belonging to Saccharomyces genus were isolated from grape
berries and also from spontaneously fermented musts in different stages of fermentation process
during the vintage 2009 — 2011. The fermentation process was performed in the cellar which was
separated from common fermentations of commercial wine production. Grapes were collected in
vineyard situated in South Moravia region, Czech Republic. Pinot Noir (Pn) and Sauvignon blanc (Sg)
cultivars of Vitis vinifera cultivated under the organic (O) and also integrated (l) farming procedure

were used.
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Grape berries were collected to the sterile glasses and approximately 15 — 20 berries were placed
into 150 mL of Malt extract medium MEM (Brewery Starobrno, Czech Republic) and cultivated for 10
days at laboratory temperature. After that, culture media (300 pul) were inoculated onto Petri dishes
and incubated at 26 °C for 3 — 5 days.

Yeast populations from must were isolated as described previously (Suranska et al. 2012) and
cultivated on malt extract medium (MEM) supplemented with 250 mg-L™ streptomycin sulphate
(Himedia, India). The single colonies (pure culture) were obtained by Koch’s dilution method.

In total, 120 Saccharomyces sp. strains were isolated and identified. Pure cultures were preserved

on MEM agar under the paraffin oil.

DNA isolation
Genomic DNA was isolated from single colonies by commercial kit UltraClean™ Microbial DNA

Isolation Kit (MoBio, USA) according to the manufacture’s protocol.

ITS-PCR-RFLP

To distinguish Saccharomyces sp. from other isolates, ITS-PCR-RFLP was employed. The internal
transcribed spacers (ITS) (ITS1 and ITS2) and 5.8S rDNA gene regions were amplified by using specific
primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") and ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). DNA
amplification was carries out in the final volume of 50 pL containing 0.2 mM of dNTP, 0.5 ulL of each
primer 100 pmol uL™, 1 x PCR reaction buffer and 1 U of Tag DNA polymerase (Kapa Biosystems,
USA). PCR conditions were as follows: initial denaturation cycle at 94 °C for 4 min followed by 25
cycles of amplification, denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 48 °C for 30 s, and extension at
72 °C for 1 min; final extension at 72 °C for 10 min.

For RFLP, PCR products were purified by ethanol precipitation and digested by restriction
endonucleases Haelll (Fermentas, USA) following the manufacturer’s instructions.

Species-specific primers
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For Saccharomyces cerevisiae species identification, set of pairs of species-specific primers ScerF2
(5"-GCGCTTTACATTCAGATCCCGAG-3") and ScerR2 (5 -TAAGTTGGTTGTCAGCAAGATTG-3") were used
(Muir et al., 2011). DNA amplification was carried out in a final volume of 25 ul containing 0.2 mM of
dNTP (Invitek, Germany), 200 nM of each primer (100 uM) (VBC Biotech, Germany), 1 x PCR reaction
buffer, 1.5 mM MgCl, and 1.25 U Tag DNA polymerase (BioRad, USA) and 0.5 pl of template DNA.
PCR cycling conditions used were: initial denaturation cycle at 94 °C for 4 minutes followed by 30
cycles of amplification, denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 55 °C for 1 min, and extension at

72 °C for 1 min; final extension at 72 °C for 2 min.

PCR-fingerprinting and interdelta PCR typing

In order to distinguish different Saccharomyces cerevisiae strains, PCR-fingerprinting by using M13
primer and interdelta PCR were used. DNA amplification was carried out in a final volume of 25 pl
containing 0.2 mM of dNTP (Invitek, Germany), 200nM of each primer (100 uM) (VBC Biotech,
Germany), 1 x PCR reaction buffer and 1 U Tag DNA polymerase (Kapa, USA) and 0.5 pl of template
DNA.

PCR-assays for rep-PCR by using random primer M13: initial denaturation cycle at 95°C for 5 min,
followed by 40 cycles of amplification followed by denaturation at 93°C for 0.75 s, annealing at
50°Cfor 1 min, and extension at 72°Cfor 1 min; final extension at 72°C for 6 min.

PCR-assays for RAPD-PCR by using random primer M13: initial denaturation cycle at 94°C for 4
min, followed by 35 cycles of amplification followed by denaturation at 94°C for 30 s, annealing at
36°Cfor 45 s, and extension at 72°C for 45 s; final extension at 72°C for 7 min.

The conditions for interdelta PCR typing by 61 (5 -CAAAATTCACCTATATTCTCA-3")and 62 (5°-
GTGGATTTTTATTCCAACA-3"); 52 (5"-GTGGATTTTTATTCCAACA-3") and 012 (5'-
TCAACAATGGAATCCCAAC-3") were as follows: initial denaturation cycle at 94 °C for 4 minutes,
followed by 30 cycles of amplification — denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 49 °C for 1 min

and extension at 72 °C for 2 min. The final extension was at 72 °C for 10 minutes.
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Detection of PCR products

PCR products and restriction fragments were separated and detected by electrophoresis on 2%
(w/v) agarose gel in 1 x TBE buffer at 5 V-cm™ for 2hours. DNA amplified by single repetitive primers
and by delta primers were separated on 1.5% agarose gel for 3 — 4 hours. The gels were stained by
ethidium bromide (10 mg:-mL™), visualized under UV light (Ultra Lum. INC, USA) and documented by
Scionlmage software (Scion, India). Finally, electrophoreograms were processed by the BioNumerics

6.5 software employing UPGMA cluster analysis.

Screening of oenological properties

Some important technological properties such as intensity of flocculation; ethanol, SO, and
osmotic stress were tested. Further, selected properties including some enzymatic activities, ability
to produce and utilize acetic/malic acid were examined. Also H,S production as an undesirable
property was screened. For utilization and production tests — the plates were incubated at 26 °C for 3
days.

To test flocculation properties, yeasts were cultured for 3 days at 26 °C in tubes containing 10 mL
of YPD (2% peptone, 1% yeast extract and 2% glucose) medium under permanent shaking (150 rpm).
Cells were collected by centrifugation and washed with deionized water. After that, cells were
suspended into 10 mL of 50 mM acetate buffer (pH 4.5) enriched by 3 mM CaSO,. The tubes of
suspended cells were mixed for 30 s and the turbidity of yeast suspension was evaluated by naked
eye. Flocculation degree was determined using a subjective scale.

Ethanol tolerance was tested in 5 mL of YPD medium supplemented by 12, 14, 15, 16 and 17%
(v/v) ethanol and the tubes were inoculated by 100 L of cell suspension (cell concentration approx.
5 log CFU-mL™). Inoculated tubes were cultivated at 26 °C for 10 days. The culture density was
measured daily by DEN-1B densitometer (Biosan, Latvia). Specific growth grate z (h™) and the length

of the lag phase t (h) were estimated.
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Osmotolerance of selected strains was tested in 5 mL of YPD medium with 40% and 50% glucose.
The cells density was measured as described above.

The H,S production was evaluated on Biggy agar (Himedia, India). On this medium, the H,S-
negative strains show white colonies while the H,S-producing colonies are brown or dark brown in
color. The following arbitrary scale was used: — no production; + white colonies; ++ light brown; +++
brown; ++++ dark brown/black. The plates were incubated at 26 °C for 3 days.

Malic acid and acetic acid utilization was tested on 0.67% yeast nitrogen base (YNB, Himedia) agar
(2%) plate containing 0.5 % (w/v) of malic acid respective 0.25.

Acetic acid production was screened on CaCO; agar plates (Custer’s chalk medium) containing
0.5% yeast extract, 5% glucose, 0.5% CaCOs; and 2% agar. The acetic acid production by cells was
evaluated as a clear zone surrounding the colonies.

The isolated yeasts were also tested for some enzymatic activities such as S-glucosidase and
glycosidase activities. The activities were determined by agar plating. The plates were incubated at
26 °Cfor 3 to 5 days.

Further, p-glucosidase activity was screened onto selective medium containing 0.67% yeast
nitrogen base (YNB, Himedia), 0.5% arbutin and 2% agar. The pH of the medium was adjusted to 5
before autoclaving. Two milliliters of a filter sterilized 1% ferric ammonium citrate solution was
added to 100 mL media before plates pouring. Colonies showing activity were identified by dark
brown halo around the colonies (Stauss et al. 2001).

Glycosidase activity was determined using the plates with the selective medium containing 0.67%
yeast nitrogen base (YNB, Himedia), 0.2% of rutin and 2% agar. The glycosidase activity was detected

as a clear zone around the colonies (Stauss et al. 2001; Comitini et al. 2011).
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Results and discussion
Selection and identification of Saccharomyces cerevisiae strains

In total, we isolated 120 single colonies of autochthonous Saccharomyces sp. strains. Yeasts were
isolated from Sauvignon blanc (Sg) and Pinot noir (Pn) coming from organic (O) and integrated (I)
farming. The yeast species were isolated from grape berries as well as from spontaneously
fermented must during the vintage 2009 (09), 2010 (10) and 2011 (11). The list of the isolates and
the sources of their isolation are shown in Table 1.

Yeasts of the genus Saccharomyces were distinguished from the other isolates (from non-
Saccharomyces species) by ITS-RFLP (the length of PCR amplicon was 880 bp). Further, for
Saccharomyces cerevisiae species identification we employed species-specific primers ScerF2 and
ScerR2 (Muir et al. 2011). Based on our results, all the isolates belonging to Saccharomyces genus
were identified by species-specific primers as S. cerevisiae (the length of the PCR products was 150
bp) (data not shown).

Further, RAPD and rep-PCR by using random M13 primer were used. The isolates were divided
into 3 groups by rep-PCR and 4 groups by RAPD. Data are presented as the part of the dendrogram
(Figure 1). Two isolates (marked as U, T) exhibited different fingerprinting profile than the rest of the
isolates; these isolates may be hybrids of S. cerevisiae and another species belonging to
Saccharomyces genus. Hence, PCR-fingerprinting techniques using M13 primer are able to group the
species members of Saccharomyces genus but they are not suitable for different strains separation.

In order to distinguish various S. cerevisiae strains, we employed 61-62 and 612-62 primers
amplifying inter-delta sequences. These delta elements are described as appropriate genetic markers
for identification of polymorphisms because the number and location have a certain intraspecific
variability (Franco-Duarte et al. 2011). The primer pair §1-62 generated from three to eight different
fragments per strain with one common band of the size of approximately 1000 bp. On the other
hand, primer pair 612-62 provided significantly more fragments per sample and some of them were

of low intensity. The low number of fragments per sample is ascribed to the weak homology
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exhibited by the primer §1-62 towards the whole sequence of S. cerevisiae genom (Xufre et al. 2011).
However, by combination of these two set of delta primers, we identified 45 different S. cerevisiae
strains. Majority of the isolated and identified S. cerevisiae strains came from spontaneous
fermented musts and belonged to group A (strain A). Further, some authors (Fleet et al. 2002; Raspor
et al. 2006) reported that it is almost impossible to isolate Saccharomyces sp. populations from
berries and initial must by standard direct agar plating procedure due to their low counts (> 10 — 100
CFU-cm™). However, we isolated three strains from grape berries (see Table 1). The electrophoretic
patterns and final dendrogram showing the genetics similarity of various identified S. cerevisiae
strains are shown in Figure 1.

The combination of the modern molecular approaches used in this study for strain identification
seems to be suitable for rapid, reliable, simple and reproducible identification of S. cerevisiae strains.
Recent studies (Schuller et al. 2004; Maqueda et al. 2010; Ortiz et al. 2013) reported application of
mitochondrial DNA restriction analysis or karyotyping in order to distinguish various strains of
Saccharomyces cerevisiae. However, these methods are labor intensive and the results are
influenced by complexity of data interpretation due to high number of generated fragments after
mtDNA RFLP. On the contrary, we employed different approaches to group and distinguish
Saccharomyces at strain level based on consequent employment of PCR-fingerprinting. For instance
Schuller et al. (2004) reported that interdelta PCR typing had very similar resolving power at strain
level as mtDNA and karyotyping, therefore, the combination of the methods utilized in this work can

be considered as simple and rapid alternative to mtDNA or karyotyping.

Screening of selected oenological properties of various Saccharomyces cerevisiae strains

Because not all yeast strains are relevant for the specific conditions and characteristics of wine, a
number of criteria have been proposed for the selection of new yeast strains for use in winemaking
process. One of the most important criterions for high-quality wine production is using of

S. cerevisiae strain with suitable technological properties. Thus, in order to investigate phenotypic
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differences among 45 indigenous S. cerevisiae strains we screened them for the selected
technological properties. Strain S. cerevisiae BS6, which is commercially available, was used as a
control. The complete list of results, summarizing oenological properties which are important for
strain selection and their application in winemaking process, is provided in Table 2. The use of local,
autochthonous, selected strain of S. cerevisiae as starters is rather preferable, since these yeasts are
better acclimated to micro-area conditions of the wine production (Nikolaou et al. 2006) and,
moreover, utilization of the local isolate of S. cerevisiae is likely to raise regional character of the
wine.

Barrajon et al. 2011 reported that high fermentation power is obviously related to the capacity of
the strain to overcome the stress associated with wine fermentation. For this purpose, we tested
osmotic and ethanol stress tolerance.

The major target of ethanol is the membrane, altering the membrane organization and
permeability and consequently inhibiting glucose transport and fermentation rate under enological
conditions (Tofalo et al. 2009). As expected, the physiological differences among the stress tolerant
species S. cerevisiae depended on the strain. The growth parameters of all the tested strains
including specific growth rate and length of the lag phase are listed in Table 2. Eighteen isolated
strains revealed better growth characteristics than control strain BS6 in the presence of 12% ethanol
and 29 showed higher growth rate when exposed to 14% ethanol. Further, four isolated strains (W,
X1, 2-09, 1-09) were able to grow in 16% ethanol but none of the tested strains was able to grow in
the presence of 17% ethanol.

Higher sugar content of the grape must can result in an inhibition of the yeast metabolism and,
therefore, to sluggish fermentation (Ortiz et al. 2013). Therefore, tolerance towards osmotic pressure
is desirable property of the yeast starter culture. All the isolated strains were capable of growing in
the presence of 40% and 50% glucose. Four strains (W1, X, L and 1-09) exhibited higher growth rate
than the control strain BS6 in the presence of 40% glucose. Interestingly, despite the fact that Tofalo

et al. (2009) did not notice any growth of S. cerevisiae strains in the presence of 50% glucose, most of
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our isolates were capable of growing when cultivated in presence of 50%. Moreover, majority of the
screened strains revealed on 50% glucose higher grow rate than the control strain.

Results of flocculation tests showed that, as also reported in other studies (Ubeda et al. 1998;
Ortiz et al. 2013), most of the strains (91 %) remained in suspension after 10 minutes at rest. This is
an important feature when selecting active dried yeasts for vinification, where yeast should ideally
remain in suspension during fermentation (Ortiz et al. 2013).

Enzymes play a definitive role in the production of wine. The enzymatic activities do not only
originate from the grapes itself, but also from yeasts and other microorganisms (Strauss et al. 2001).
Based on our results, tested strains lacked f-glucosidase activity. Unlike the other authors (Delcroix
et al. 1994; Comitini et al. 2011), we did not detect any glycosidase production by S. cerevisiae strains
tested.

As reported by Suarez-Lepe and Morata (2012), yeasts might be selected for their ability to
produce and degrade acetic and malic acid. Our results showed that 91 % (98 %) of our isolates were
able to grow on the agar medium containing malic or acetic acid as a sole carbon sources. On the
contrary, acetic acid production was observed for 29 % of tested strains.

Hydrogen sulphite has negative organoleptic impact on wine due to formation of off-flavours
(Sudrez-Lepe and Morata 2012). Fifteen isolates (29 %) synthesized H,S and remaining strains
exhibited only low H,S production. Only one strain (B) did not produce H,S, however, this strain is not
suitable for application as a starter culture due to strong flocculation properties.

Yeast selection offers the best way to obtain strains of S. cerevisiae or other oenological species
with properties that might improve the sensorial profile, technological properties or regional
character of the wine (Sudrez-Lepe and Morata 2012). The assays to determine yeast properties
which could influence fermentative capacity and the ability to adapt to stressful conditions related to
wine-production process revealed differences for some strains. Some indigenous strains exhibited
better adaption to stressful conditions than control strain. On the contrary, some of them produced

high amount of hydrogen sulphite causing off-flavour. Thus, if we compare all the tested strains, only
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15 (A, A4, F, F1,1,J, L, M, R, S, X1, Z, 1-09, 2-09, 27-10) of them are suitable for further testing as
starter cultures.

Finally, we choose strains 1-09, L and A isolated from berries coming from small winery situated in
South Moravia wine region as a starter culture. This yeast was isolated from grapes which are natural
origin of wine yeast. Based on our results, this strains show proper technological properties which
are very similar to the control S. cerevisiae BS6 strain. Hence, the some strains 1-09, L, A and strain 2-
09 (isolated from must) will be used and tested in large-scale fermentation process by wineries in

South Moravia region.

Conclusions

The present study demonstrated application of appropriate modern molecular techniques which
are suitable for rapid Saccharomyces cerevisiae strain identification and further testing of various
strains for their technological potential. The combination of used modern molecular techniques
including species-specific primers, and interdelta PCR typing enabled us to identify S. cerevisiae at
strain level. Also important physiological characteristic of the yeasts used in this study are suitable
for rapid selection of the different S. cerevisiae strains which can be applied in winemaking process.
Application of the selected strains with suitable technological properties in wine fermentation
process should increase quality of the wine and enhance the regional character of traditional
Moravian wines. Hence, some isolated indigenous strains will be tested in large-scale fermentation

process by small Moravian winery.
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Table 1: Number of Saccharomyces sp. isolates.

Number of Saccharomyces sp. isolates
Grape variety Vintage
Integrated (I) Organic (0O)
Graptle:n(\B) /Must Grapes (B) /Must (M)
Sauvignon blanc (Sg) 2009 1/14 1/11
Pinot noir (Pn) 2010 0/14 0/17
Sauvignon blanc (Sg) 2011 0/20 0/17
Pinot noir (Pn) 2011 1/14 0/10
Total 120
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Figure 1: Dendrogram based on the similarity of PCR-fingerprinting patterns of S. cerevisiae isolates.
S. cerevisiae BS6 — control strain. The description on the right side of the dendrogram is the label of

the isolated S. cerevisiae strains.
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Table 2: Oenological properties of different indigenous Saccharomyces cerevisiae strains and one commercial S. cerevisiae strain BS6 as a control. Pn — Pinot Noir; O, | — organic, integrated; M,
B — must, grape berries; 09—11 — mean year of isolation (2009 — 2011). The grey labelled fields — the strains which physiological properties were better than control strain BS6.

DESIRABLE TECHNOLOGICAL PROPERTIES

UNDESIRABLE

PROPERTIES
Ethanol resistence (%) Osmotolerance
Isolated Sozfrce 12% ethanol 14% ethanol Ethanol (%) 40% glucose 50% glucose util:\z/IaAtion util;::'(ion ) H,S
straif | isolation lag lag lag lag 50 AR GWVCosKase by cculation | production
u (h_l)* phase u (h_l)* phase 15 16 17 u (h'l)* phase u (h'l)* phase tolerance 0.5% 0.25% production activity
t(h) t(h) t (h) t (h)

A PniB-11 0.061 22 0.019 58 + - - 0.037 19 0.029 24 + + + - + ++
Al SgOM-11 0.054 22 - - - - - 0.044 19 0.029 24 + + + - + ++
A2 PnOM-11 | 0.058 24 0.025 59 + - - 0.049 19 0.021 24 + + + + - + +++
A3 PnIM-11 0.055 24 - - - - - 0.037 28 0.013 24 + + + + - + ++
A4 SgIM-11 0.092 24 0.017 39 - - - 0.052 19 0.022 24 + + + + - + ++
B PnOM-10 0.060 24 0.028 85 - - - 0.055 19 0.023 30 + w w w - +H++ -

C SgOM-09 | 0.060 24 0.033 58 - - - 0.057 19 0.020 24 + w + + - + +++
D PnOM-10 0.075 24 0.018 42 - - - 0.054 19 0.014 24 + + + w - + +++
E PnIM-10 0.080 22 0.013 42 - - - 0.051 19 0.020 43 + + + w - + ++++
E1 SgOM-11 0.057 24 0.033 80 - - - 0.051 19 0.020 24 + + + + - + ++++
F SgOM-09 0.097 24 0.019 42 - - - 0.059 19 0.021 35 + + + + - + +
F1 SgiM-11 | 0.073 16 0.017 43 - - - 0.051 19 0.020 24 + + + w ® + ++
G PnOM-10 | 0.058 24 0.018 45 - - - 0.065 19 0.021 28 + + + w - + ++++
H SgIM-09 0.056 22 0.014 42 + - - 0.064 19 0.025 67 + + + + - w 4+
[ SgOM-09 0.090 22 0.063 24 - - - 0.052 19 0.019 51 + + + ++ - + ++
J PnOM-10 0.055 24 0.046 24 - - - 0.058 19 0.024 52 + + + ++ - + ++
K PnIM-10 0.061 14 0.034 68 - - - 0.060 19 0.016 43 + w + ++ - + ++
K1 PnIM-11 0.065 24 0.032 68 - - - 0.060 24 0.022 45 + w 1 - + ++
L SglB-09 0.071 22 0.018 40 - - - 0.071 19 0.019 43 + + + - + ++
M PnOM-10 | 0.061 14 0.017 40 + w - 0.051 19 0.023 51 1 4 1 ++ - + +
N PnIM-10 | 0.068 20 0.023 58 - - - 0.055 19 0.022 45 + + + w - + ++++
0] PnIM-10 | 0.055 20 0.005 150 - - - 0.061 19 0.028 67 1 4 1 w = 1 ++++
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P PnOM-10 | 0.080 24 0.028 50 - - - 0.068 24 0.020 51 + + + w - + +
Q SgOM-09 | 0.078 24 0.014 42 - - - 0.061 19 0.012 43 + + + - - + +
R SgIM-09 0.060 24 0.013 24 - - - 0.062 19 0.018 43 + + + w - + +
S SgIM-09 | 0.063 24 0.011 25 + - - 0.064 19 0.017 43 + + + + - + +
T SgIM-09 0.070 24 0.010 24 + w - 0.065 19 0.017 43 + + + - - + ++
u SgIM-09 | 0.062 22 0.013 42 - - - 0.057 24 0.020 35 + + + - - + ++
\" SgOM-11 0.049 4 0.010 38 - - - 0.064 19 0.022 51 + + + - - + ++
w SgiM-11 | 0.060 20 0.013 24 + + - 0.062 19 0.020 43 + + + - - + +
w1 PnIM-11 0.076 14 0.016 38 - - - 0.077 19 0.020 43 + + + - - + ++++
X SgIM-11 | 0.064 24 0.018 42 - - - 0.072 19 0.022 43 + + + - - + +
X1 PnOM-11 0.075 25 0.016 25 + + - 0.064 19 0.018 51 + + + w - + +
Y SgOM-11 | 0.073 22 0.006 24 - - - 0.065 19 0.022 67 + + + w - + +
z PnOM-11 0.064 16 0.007 24 - - - 0.058 19 0.018 43 + + + + - + +
1-09 SgOB-09 | 0.067 22 0.009 24 + + - 0.071 19 0.021 52 + + + - + +
2-09 SgIM-09 | 0.058 24 0.011 40 + + - 0.064 19 0.016 55 + + + - + +
5-09 SgIM-09 | 0.062 22 0.010 42 - - - 0.065 19 0.024 46 + + + - - + +H++
13-09 SgOM-09 | 0.058 16 0.008 24 - - - 0.063 19 0.021 51 + + + - - w ++
15-09 SgOM-09 | 0.067 22 0.013 24 - - - 0.069 24 0.020 46 + + + - - + +++
20-09 SgOM-09 | 0.059 22 0.006 26 +  w - 0.062 19 0.019 46 + + + - - + +
13-10 PnOM-10 | 0.062 20 0.009 40 - - - 0.060 19 0.020 60 + + + - - w 4+
27-10 PnIM-10 0.065 24 0.003 80 - - - 0.065 19 0.021 44 + + + - - + ++
25-10 PnIM-10 | 0.063 20 0.014 42 - - - 0.060 19 0.020 26 + + + - - + ++
BS6 control 0.064 20 0.012 24 - - - 0.070 24 0.018 26 + + + - - + ++
Positive (%) 100 - 96 - 249 - 100 - 100 - 100 91 98 29 - 91/2 9°/20
Weak (%) - - 4 - - 7 - - - - - - 9 2 38 - 7 31/38
Negative (%) - - - - 76 84 100 - - - - - - 0 33 100 - 2
Note: no glucosidase and glycosidase activities for all tested indigenous strains and also for commercial BS6 strain.
strong positive; for H,S production: positive (+++ and ++++), weak (+ ++). Specific growth rate; standard deviations were not higher than 20 %.
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The goal of this study was the characterisation of indigenous lactic acid bacteria (LAB) and yeasts isolated
from nine white pickled (BG) and nine fresh soft (ZG) artisanal cheeses collected in Serbia and Croatia.
While LAB were present in all of the cheeses collected, yeasts were found in all BG cheeses but only in
three ZG cheese samples. High LAB and yeast species diversity was determined (average H', = 0.4 and
H’y = 0.8, respectively). The predominant LAB species in white pickled (BG) cheeses were Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, and Leuconostoc mesenteroides, while in fresh soft (ZG) cheeses the most dominant

Keywords:
Artisanal cheese LAB species were L lactis, Enterococcus faecalis, and Leuconostoc pseudomesenteroides. Among the 20 yeast species
Microbiota found, Debaryomyces hansenii, Candida zeylanoides, and Torulaspora delbrueckii were found to be predominantin

Lactic acid bacteria BG cheeses, while Yarrowia lipolytica was predominant in ZG cheeses. The characterisation of metabolic and tech-
Yeast nological potentials revealed that 53.4% of LAB isolates produced antimicrobial compounds, 44.3% of LAB strains
showed proteolytic activity, while most of the yeast species possessed either lipolytic or proteolytic activity. In
conclusion, the results obtained in this study showed that the composition of LAB and yeast populations in
white pickled and fresh soft cheeses is region specific. The knowledge gained in this study could eventually be
used to select region specific LAB and yeast strains for the production of white pickled and fresh soft artisanal
cheeses with geographically specific origins under controlled conditions.
© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The Western Balkan Countries (WBC) constitute a distinct geograph-
ical region in Europe with long experience in the production of tradi-
tional dairy foods by spontaneous or controlled fermentation of cow's,
ewe's and goat's milk. In this region, various spontaneocusly fermented
dairy products, such as white pickled and fresh soft cheeses, are
manufactured in households without the use of commercial starter
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cultures. Most of these products are made from unpasteurised milk
and the composition of the “natural starter” depends solely on the
microbiota present in the raw milk or in the local environment. These
microorganisms contribute to preservation, flavour, aroma and texture,
determining unique product characteristics.

Preliminary characterisation of the dominant microbiota in these arti-
sanal dairy products revealed that they contain a considerable diversity of
lactic acid bacteria (LAB) and yeasts. LAB isolated from autochthonous
cheeses have considerable genetic, metabolic and technological potential:
good milk protein coagulation, accelerated acidification, production of
proteinases, exopolysaccharides, aroma and taste precursors, as well as
health-promoting properties (Topisirovic et al., 2006). The dominant
LAB are represented by various lactobacillus species: leuconostocs, en-
terococci, Streptococcus thermophilus and Lactococcus lactis (Randazzo
et al., 2002; Terzic-Vidojevic et al., 2007; Nikolic et al., 2008; Jokovic
et al,, 2008; Chebenova-Turcovska et al.,, 2011). Yeast species usually
represent secondary microbiota in dairy products and among them
Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii and Saccharomyces
cerevisiae are usually found to be predominant (Frolich-Wyder, 2003;
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Cheberiova-Turcovska et al., 2011). Moreover, recent studies have indi-
cated that food borne yeasts D. hansenii and Yarrowia lipolytica could
successfully be used as part of starter cultures for cheese manufacturing,
enhancing flavour development during cheese maturation (Ferreira
and Viljoen, 2003; Serensen et al., 2011).

Considering the significant role of autochthonous microbiota in
the determination of the main features of a cheese, the goal of this
study was the identification and characterisation of LAB and yeasts
associated with the production of artisanal white pickled and fresh
soft cheeses traditionally performed in rural households in the moun-
tain regions of Serbia and lowland regions of Croatia. To our knowl-
edge, this is the most complete study highlighting the phenotypic
and genotypic diversity of LAB and natural yeast isolates from tradi-
tional cheeses in Serbia and Croatia.

2. Material and methods
2.1. Cheese samples

The cheese sampling regions were chosen based on the history of
traditional dairy product manufacturing from different kinds of raw
milk without the addition of any starter culture. Nine white pickled ar-
tisanal cheeses (designated as BG) were collected from three regions in
Serbia: the South Morava region (one-day-old BGAL2, two-day-old
BGLE1, and 10-day-old BGAL3), Golija Mountain ( 10-day-old BGGO5
and BGGO11, and 60-day-old BGGO7) and the mountainous region
of Eastern Serbia (three-day-old BGVL1 and BGBU1, and 10-day-old
BGRE2). Nine one-day-old fresh soft artisanal cheeses (designated
as ZG) were collected from three regions in Croatia: Prigorje (ZGPR1,
ZGPR2 and ZGPR3), the Bilogorsko-Podravska region (ZGBP4, ZGBP5,
and ZGBP6) and Zagorje (ZGZA7, ZGZA8 and ZGZA9). The cheeses
were taken from the households where they were originally produced.
All samples were placed in sterile plastic containers that were
transported to the laboratory immediately, under refrigeration. Micro-
biological analysis of each sample was performed within 24-48 h.

In general, white pickled cheeses manufactured in the rural re-
gions of Serbia are characterised by a mild salty and sour taste; the
curd has a soft consistency with a number of bigger or smaller cheese
holes and a porcelain shine. Briefly, the cheeses are made from fresh
milk by the addition of rennet. The curd forms after 1 to 2 h. After
the whey forms, the curd is drained and then pressed with a weight
for 2 h. The resulting pressed curd is cut into rectangular pieces,
salted, and covered with brine containing 2% (w/v) NaCl. The cheese
ripens from 1 to 60 days at 15-18 °C, kept permanently under the
brine.

The traditional procedure of fresh soft cheese production in rural
lowland regions of Croatia is carried in a similar fashion to that
described above, although without the ripening and without the
addition of salt and brine (Kirin, 2006; Lebo$ Pavunc et al., 2012).
The cheese is kept in a cold place until consumption or sale.

2.2. Isolation and identification of lactic acid bacteria

LAB isolation from the cheese samples was performed essentially
as described by Terzic-Vidojevic et al. (2007). For microbiological
analysis, 20 g of each sample was taken from the cheese interior, ho-
mogenized with a pestle in a sterile mortar, and transferred to 180 ml
of sterile 2% (w/v) sodium citrate solution in a sterile conical flask.
Decimal dilutions of the homogenates were prepared with sterile
0.85% (w/v) sodium chloride and were plated on the media most suit-
able for the isolation of each LAB: a) for presumptive lactobacilli, on
MRS agar pH 5.7 (Merck GmbH, Darmstadt, Germany) at 30 °C and
45 °C for 72 h in aerobic conditions, and in anaerobic conditions in
anaerobic jars with Anaerocult A (Merck, GmbH, Darmstadt, Germany)
for 5 days; b) for presumptive lactococci on M17 agar pH 7.2 (Merck,
GmbH, Darmstadt, Germany) at 30 °C for 72 h (Mannu et al., 2002).
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Thirty to fifty colonies per sample were taken at random from both
MRS (30 °C and 45 °C) and M17 (30 °C) agar plates corresponding to
the highest dilution at which growth occurred. The cell morphology of
all strains of LAB was determined by microscopy (Olympus U-RFL-T,
BX51, GmbH, Hamburg, Germany). After microscopic observations,
the colonies were sub-cultured to purity on an MRS or M17 plate,
and stored at —80 °C in an appropriate medium (GM17 or MRS)
supplemented by 15% (v/v) glycerol. Identification of LAB isolates
based on their phenotypic characteristics and 165 rDNA sequencing,
as well as rep-PCR analysis were performed as described previously
(Veljovic et al,, 2007; Golic et al., 2012). The 16S rDNA region was
sequenced (Macrogen, Amsterdam, The Netherlands), by using primers
UNI16SF and UNI16SR (Jovcic et al, 2009). Rep-PCR analysis was
performed by using (GTG)s primers (Versalovic et al., 1994).

2.3. Isolation and identification of yeasts

For the isolation of yeasts, 10 g of each cheese was diluted in
90 ml of phosphate buffer solution and homogenized in a Stomacher
blender for 60 s. Each cheese was sampled in triplicate. The cheese
suspensions were serially diluted (10~' to 10 %) in sterile PBS.
From each dilution 100 pl of suspension was transferred to YPD agar
plates (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) containing 10 mg/ml of
ampicillin (Roche, Mannheim, Germany). The plates were incubated
at 26 °C for 3-5 days. From each countable plate, the yeast colonies
were inspected by naked eye and grouped according to their
macromorphology (nine plates per cheese sample). To obtain an
abundance of each species the morphotypes were enumerated and
representative colonies from every countable plate were streaked to
obtain a pure culture for further identification. The yeast isolates
were preserved in 10% (v/v) glycerol at —80 °C.

Genomic DNA from pure cultures was isolated using a MasterPure
Yeast Isolation kit (Epicentre, Madison, USA) according to the
manufacturer's instructions. The ITS (ITS1 and ITS2) and 5.8S rRNA
gene regions were amplified using ITS1 and ITS4 primers (White et al.,
1990) as described previously (Cadez et al,, 2002) and were digested
with restriction enzymes Haelll, Cfol and Hinfl. Additionally, for sep-
aration between D. hansenii and Candida zeylanoides, restriction en-
zymes Ddel and Msel were used. The digests were separated on 2.5%
agarose gels. The isolates sharing identical restriction patterns were
grouped by computer using BioNumerics ver. 6.6 (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium).

The final identification of the yeast species was determined by
sequencing the D1/D2 domain of the large subunit rRNA gene or ITS
using primer pairs NL1/NL4 and ITS1/NL4, respectively, (Macrogen,
Amsterdam, The Netherlands) as described by Cadez et al. (2003).
Identified strains were deposited in the ZIM Collection of Industrial
Microorganisms and their nucleotide sequences were deposited in
the GenBank/EMBL/DDBJ database.

2.4. Physiological and technological characterisation of the isolates

Gram-positive and catalase-negative isolates of LAB were
characterised by physiological tests such as growth at 4.0 and 6.5%
(w/w) NaCl in MRS and M17 broth, production of carbon dioxide
from glucose by sub-culturing the isolates in Durham tubes with MRS
broth, L-arginine and esculin hydrolysis, citrate utilisation, diacetyl pro-
duction (only for LAB which coagulated casein), activity in milk and
testing in litmus milk (Veljovic et al., 2007).

Antimicrobial activity of LAB isolates was detected by an agar-well
diffusion assay using L. lactis subsp. cremoris NS1, Lb. plantarum A112
and L. lactis subsp. lactis BGMN1-596 as indicator strains, as described
previously (Lozo et al., 2004 ). Proteolytic activity of LAB isolates was de-
termined by incubating washed cells of the bacteria with casein and by
measuring protein degradation by SDS PAGE, according to Kojic et al.
(1991). Lipolytic activity of yeasts was examined on Tributyrin agar
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(Fluka) with an incubation period of seven days at 26 °C. Further, yeast
isolates were tested for their ability to assimilate galactose, lactose,

=]
DL-lactate and citrate in concentrations of 50 mM and to ferment 2% § S § ‘
(w/v) lactose and galactose at 2.5% of NaCl in liquid media with the ad-
dition of Yeast Nitrogen Base (Difco, BD, NY, USA), as described in @
Kurtzman et al. (2011). The tests were performed in triplicate. 5 : 5
N|d oS
2.5. Statistical analysis E §
Classical ecology indexes were used to obtain species richness (S), 9l =
with the Shannon-Wiener index (H’) indicating general biodiversity
and Simpson's index (D) for evaluating dominance of the species in o
each cheese sample, as follows: % 8
N — |
s=3"H = —3"pjlog,(p);D = 1-3"(py)?
n | H
=™
Where N is the number of species and p; is the number of isolates § g § ‘
belonging to one species in the sample. Clustering was carried out in
Statistica 7.0 for Windows (StatSoft Inc. USA) and in BioNumerics 6.5 -
using the algorithm “Unweighted Pair-Group Average Linkage Analy- % : g
sis”. Distances between the clusters were assessed using “Percent of N =
disagreement”. § E
24 A
3. Results gla 2
8 2
3.1. Enumeration, isolation and identification of lactic acid bacteria from ol =
cheese samples % - ;‘
N |3 <
Eighteen cheeses from specific localities in Serbia and Croatia were
analysed. The viable counts of the main microbial groups present in E -
the cheese samples are shown in Table 1. The total counts of LAB in 2 =3

the nine white pickled (BG) cheese samples, determined on MRS and
M17 agar plates, varied in the range of 8.2 log CFU/g (BGGO5) to 9.5
log CFU/g (BGAL3), while in the fresh soft (ZG) cheese samples the
total LAB counts varied in the range of 3.3 log CFU/g (ZGPR3) to 10.5
log CFU/g (ZGBP5).

The preliminary identification of LAB isolates was based on cata-
lase activity, Gram staining and cell morphology. The results showed
that 717 isolates were Gram-positive and catalase-negative (390
colonies from BG cheeses and 327 colonies from ZG cheese samples)
and they were further characterised by physiological tests. Finally, the
rep-PCR, using (GTG); fingerprinting, was performed and 88 LAB iso-
lates with different fingerprinting profiles were selected for 16S rDNA
sequencing (Fig. S1). The sequences of the strains were deposited in
the EMBL Nucleotide Sequence Database, European Nucleotide Ar-
chive (ENA ID: HE646352-HE646439, Fig. S1).

The predominant LAB species in BG cheeses (based on the physiolog-
ical tests and (GTG)s5 fingerprint analysis of 390 LAB isolates) were L. lactis
(34.10%), Lb. plantarum (16.92%), and Ln. mesenteroides (15.38%), while in
ZG fresh soft cheeses the most dominant LAB species were L lactis
(26.30%), E. faecalis (17.74%), and Ln. pseudomesenteroides (16.82%). Inter-
estingly, Lb. plantarum strains were the only lactobacilli species identified
in ZG cheeses (ZGPR2, ZGPR3 and ZGZA7), as well as in BGVL1 and
BGGO11 cheeses. Lb. plantarum strains were also present in cheeses
BGGO5 and BGGO7 together with Lb. casei and Lb. rhamnosus. Moreover,
cheese BGGO7 contained strains identified as Lb. sucicola and Lb.
helveticus. Thirty-one out of 717 strains were identified either as Strep.
equinus (isolated from cheeses BGAL1 and BGLE1) or Strep. thermophilus
(from cheese ZGBP4). Enterococci species E. faecalis, E. durans and E.
faecium encompassed 214 of 717 analysed strains (29.8%). It appeared
that one out of 88 sequenced strains was identified as Staph. warneri,
hence 87 LAB strains were further characterised. The Ln. mesenteroides/
pseudomesenteroides group represented 146 of 717 strains (20.4%). In ad-
dition, 218 lactococci were found among the 717 isolates (30.4%), belong-
ing to the species L lactis (L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis) and one to L. garviae. Detailed frequency of occurrence of

BGVL1 BGRE2 BGBU1
95 + 006 86 + 023 91+ 009 94+ 005 75+

BGAL3

BGGO11 BGLE1
92 +022 90+ 128 9.2 4+ 003 95+ 04

BGGO7

8.2 + 0.1

BGGO5
Yeast 51 + 012 7.2 4+ 008 41 4+ 027 854009 704+ 013 81+ 009 47 +£ 022 544+ 002 46 + 03

b White-pickled cheeses designated by BG.
© Fresh-soft cheeses designated by ZG.

? Mean values of three replicates.

Lab

Mean counts® (log CFU/g) of lactic acid bacteria and yeasts in white-pickled® and fresh soft® cheeses from Western Balkan.
g g y P
BCAL2

Table 1

179



N. Goli¢ et al. / International Journal of Food Microbiology 166 (2013) 294-300

LAB species, identified by 16S rDNA sequencing in combination with
physiological tests and (GTG); fingerprint analysis of the 717 LAB isolates,
is presented in Fig. 1a.

3.2. The LAB diversity of the cheeses

The general index of LAB (H’.) species diversity and the concen-
tration of dominance (D) were calculated on the basis of the number
of LAB species among 717 isolates, identified by 16S rDNA sequencing
in combination with physiological tests and (GTG)s fingerprint analy-
ses. The results suggest that seven out of 18 cheese samples contained
three LAB genera, Leuconostoc, Lactococcus and Enterococcus, whereas
lactobacilli were isolated from nine cheese samples. The highest
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diversity of LAB species was found in the white pickled cheese
BGGO5 (H', = 0.7), where no fewer than six different LAB species
were identified (Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. rhamnosus, Ln.
mesenteroides, E. durans, E. faecium), and no dominance of any of spe-
cies was scored (D, =0.22). Leuconostocs and lactococci were found
in 15 out of the 18 cheeses and were most abundant in cheeses BGAL3
(30 out of 146 leuconostocs isolated from all cheese samples, 35.29%
of the total number of isolates from the cheese) and BGAL2 (32 out of
218 lactococci isolated from all cheese samples, 69.57% of the total
number of isolates from the cheese, D = 0.53), respectively
(Fig. 1a). Enterococci were found in almost all cheeses except in
ZGZA8. In general, ZGZAS8 showed the lowest observed LAB species
diversity (H'; = 0.22). Only 15 colonies were obtained at all dilutions

Qo - o

BGBU1 BGRE2 ZGPR1 IZGPRZ IGPRY IGBPA IGBPS IGBPE IGIAT IGIAS IGIAS
s, 6 4 3 4 3 L] 4 3

5 4 3 4 ] 3 L] 3 2 3
044 046 041 040 047 029 043 037 022 036
023 043 040 046 039 038 027 049 117 046

74,1

BGGOS BGGO7 BGGO11 BGLE1 BGALZ BGALY BGVL1 BGBUL BGRE2 ZGPR1 ZGPR2Z IZGPRI ZGBP4 2GBPS ZGBPE IGIAT IGIAS IGIA9

6 ] 1 s 0 0 L] 4 ] 0
1.06 . 0 0.68 - 131 .
0.14 1 0.3 0.as

Fig. 1. Relative abundance (%) of lactic acid bacteria (A) and yeast (B) species in the cheese samples. The numbers of frequencies < 5% are not indicated. Diversity indices of species richness
(S), Shannon-Wiener index (H') indicating general biodiversity and Simpson’s index (D) for evaluating dominance are presented for LAB (L) and yeasts (Y) for each cheese sample.
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(14 out of 15 colonies were identified as LAB isolates — 12 leuconostocs,
and 2 lactococci). The highest number of enterococci was identified in
ZGBP5 (31 out of 214 enterococci isolated from all cheese samples,
72.10% of the total number of isolates from the cheese). Only 30 strep-
tococci (4.18% of all isolates) were isolated from BGAL3 (12), BGLE1
(8), ZGBP4 (4) and ZGBP6 (6) cheeses (Fig. 1a).

3.3. Enumeration, isolation and identification of yeasts from cheese samples

As shown in Table 1, total yeast counts determined on YPD agar
plates varied in the range of 3.1 log CFU/g (BGGO11) to 7.5 log CFU/g
(BGLE1). Yeasts were not present in six out of nine fresh soft cheeses
from Croatia. Further, we enumerated yeast colony abundance on
each countable plate and isolated 433 representative isolates from 12
cheese samples. They were further subjected to PCR-RFLP analysis of
the ITS regions of the rRNA gene. Based on the restriction patterns gen-
erated by using three restriction enzymes, 433 isolates were grouped
into 21 groups by using software (BioNumerics 6.6) and UPGMA cluster
analysis (Fig. S2). Among these, 92 strains belonged to closely related
species D. hansenii or C. zeylanoides, which were further separated by
restriction enzymes Ddel and Msel (data not shown). Strains of
Y. lipolytica and Rhodotorula mucilaginosa showed heterogeneous restric-
tion profiles. The sizes of restriction patterns are presented in a supple-
mentary table available online (Table S1). Altogether, sixty-eight strains
isolated from different cheese samples were identified by sequencing of
either the D1/D2 region of the LSU rRNA gene or by sequencing the ITS re-
gions together with the D1/D2 region. The sequences of the strains were
deposited in the EMBL Nucleotide Sequence Archive (ENA ID: HE660050-
HE660085, HE799657-HE799676, HF545658-HF545672). The species
representatives were also characterised by traditional physiological tests
(data not shown). Altogether, 20 yeast species were isolated, 17 of them
from white pickled cheeses produced in Serbia (BG) and eight from
fresh soft cheeses produced in Croatia (ZG).

In each cheese sample, three to seven yeast species were present,
with the exception of a single species found in cheese ZGPR2. Candida
parapsilosis, an opportunistic pathogen rarely found in cheese (Jacques
and Casaregola, 2008), and S. cerevisiae were found only in the fresh
soft cheese ZGZA7. Two Trichosporon species, Tr. gracile and Tr. ovoides,
which are, respectively, usually associated with animals and humans
(the causative agent of white piedra) (Sugita, 2011), were isolated
from two white pickled cheese samples, BGLE1 and BGRE2, and
one fresh soft cheese, ZGPR3. Further, the recently described species
T. quercuum, found in the oral cavities of healthy Tibetans and in oak
trees in China (Wang et al, 2009), was isolated from white pickled
cheese BGGO5. These species indicate that these artisanal cheeses are
produced in poor hygienic conditions.

In just three out of the nine samples of fresh soft cheeses (ZG), seven
different species of yeast were present. Among them, Y. lipolytica
and C. zeylanoides predominated in two and one cheese samples,
respectively.

3.4. The yeast diversity of the cheeses

To estimate the yeast species diversity, the general index of yeast
species diversity (H'y) and index for evaluating dominance (D) were
calculated and are presented in Fig. 1b. The diversity of yeasts was the
lowest (H'y = 0.25) in cheese BGCO5, as only four yeast species were
isolated, and among them T. delbrueckii predominated (96.5%) (Fig. 1b).
Interestingly, the highest yeast diversity (Hy = 1.48) was found in a
white pickled cheese from the same geographic location, preserved in
brine for 60 days (BGGO7), and among six yeast species Y. lipolytica
predominated (68.6%).

Yeast species composition in fresh soft cheeses differed from white
pickled cheeses, as in two out of three cheese samples Y. lipolytica
predominated (ZGPR2 and ZGPR3) (Fig. 1b). In the third, fresh soft

cheese ZGZA7, C zeylanoides and Galactomyces geotrichum represented
a majority of yeasts (51.5% and 42.5%, respectively).

3.5. Technological characteristics of the isolates

The best activity in milk was mainly exhibited by lactococcal
strains isolated from white-pickled BGBU1 and fresh soft ZGBP5
cheeses (53.5% and 44.2% strains of total number of isolates from
the cheeses, respectively). They formed the curd during 4 to 6 h of
incubation. Out of 87 LAB isolates the ability to degrade [> casein
was found in 23 lactococci, 13 lactobacilli, 19 enterococci and three
leuconostocs strains (data not shown). A large number of lactococci
and enterococci strains from BGBU1 (79%) and 58.7% of lactobacilli
strains from ZGPR2 produced acetoin, while 76% of isolates (lactococci,
enterococci and leuconostocs) from BGRE2 and ZGBP4 were able to uti-
lize citrate. From ZGZA9 and ZGPR3 35% and 23.5% isolates, respectively,
mainly enterococci were characterised as diacetyl producers. In addi-
tion, two lactococcal strains, one from BGALI and one from BGLE1, as
well as five enterococci, four from BGGO11 and one from ZGPR2
showed the aggregation phenotype, characterised by the clumping of
the cells. Bacteriocin activity was determined in 11 lactococcal and
five enterococcal strains.

Technological properties, such as extracellular lipolytic activity, assim-
ilation or fermentation of lactose and galactose and assimilation of
DL-lactate and citrate at 2.5% salt concentration, of 61 yeast strains were
determined (Suppl. Table S2). The predominating species in fresh soft
cheeses from Croatia, Y. lipolytica and G. geotrichum, were characterised
by extracellular lipolytic activity. On the other hand, the predominating
yeast in young white pickled cheeses from Serbia, D. hansenii, was
characterised by the ability to assimilate major carbon sources found in
cheese. Nevertheless, all yeast species could assimilate at least one carbon
source, suggesting their active growth in the cheese environment.

4. Discussion

Strict EU food safety legislation has resulted in lower flexibility in
food production and will eventually lead to the disappearance of a
number of geographical and artisanal dairy products and their related
indigenous microorganisms. The comprehensive evaluation of LAB
and yeast diversity obtained in this study highlights the strong influ-
ence of unique production processes, such as the use of unpasteurised
milk, the absence of starter culture, and the use of homemade rennet
and brine, on the microbial ecology of the cheeses. Interestingly, the
species composition of LAB and yeasts in the studied cheeses differed
from similar styles of soft cheeses produced elsewhere, pointing to
the importance of natural contamination by resident flora from
specific geographical localities (Renye et al., 2011; Lavoie et al,
2012; Laurencik et al., 2008; Martin-Platero et al., 2009). Moreover,
the proportion between lactic acid cocci and rods differed in the
analysed cheeses in correlation with the ripening time. The highest
LAB species diversity was recorded in 10-day-old cheese BGGO5
(H'L = 0.7). Lactobacilli represent the dominant LAB in the 10-day-old
white-pickled cheeses such as BGGO5 and BGGO11, 60-day-old BGGO7
and 33-day-old BGVL1, while lactococci, leuconostocs and enterococci
constitute the dominant bacterial population in the artisanal one-
day-old fresh soft cheeses, which is in accordance with previously pub-
lished results (Ayad, 2001; Jokovic et al., 2008). It seems that the higher
degree of dominance of leuconostocs and enterococci (D approximately
of 0.5) caused the lower diversity of LAB species found in fresh soft
cheeses ZGBP5 and ZGZA9, as proposed previously by Cordero-Bueso et
al. (2011). Regarding yeast species, the isolated yeast microbiota was
diverse and region specific. In general, yeasts were present in all
white pickled cheeses, but only in three out of nine fresh soft cheeses.
The most widespread species occurring in white pickled cheeses from
Serbia was D. hansenii, and in fresh soft cheeses from Croatia Y. lipolytica
was most widespread. Interestingly, the results showed that the
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opportunistic pathogen C. parapsilosis, isolated from ZGZA7 fresh soft
cheese, as reported previously, assimilates galactose, lactate and citrate
at 10% w/v NaCl, and had lipolytic activity, which means that it was
metabolically active in the cheese (Suzzi et al., 2003; Alessandria et al.,
2010; Delavenne et al., 2011). The diversity of yeast species in the stud-
ied cheese samples was generally higher than LAB species diversity
(average H'y = 0.8), although a high dominance of T. delbrueckii
(BGGOS5), Y. lipolytica (BGGO7, ZGPR2) and D. hansenii (BGGO11,
BGLE1, BGAL2, BGAL3) was noticed.

Regarding the technological and functional potential of the LAB
and yeasts isolates, the results obtained revealed that lactococci and
lactobacilli, present in both types of cheeses, mostly contribute to
the milk acidifying activity, while leuconostocs and enterococci pro-
duce typical flavour components such as acetaldehyde, acetoin and
diacetyl and have beneficial effects in cheese making (Moreno et al.,
2006). In general, the occurrence of yeasts in cheeses may contribute
positively to flavour development during the stage of maturation or,
on the other hand, may lead to product spoilage (Fleet, 1990; Corbo
etal, 2001). The growth of yeasts contributes to the ripening process
with two major functions: de-acidification and lipolytic and proteo-
Iytic activities (Bockelmann and Hoppe-Seyler, 2001; Beresford et
al., 2001). In our study, extracellular lipase activity was exhibited by
only a few strains, and of those only Y. lipolytica represented common
cheese microbiota (Frolich-Wyder, 2003). Moreover, all yeast strains
isolated during this study were adapted to grow in cheese, as they
were capable of utilising at least one of the carbon sources present
in cheese. The majority of the yeast isolates were able to assimilate
lactate, suggesting that they represent a secondary microbiota in the
white pickled and fresh soft artisanal cheeses. Recently, it has been
shown that some yeast species frequently isolated from the cheese
environment might contribute to the functional aspects of food,
either by formation of biologically active peptides (Chaves-Lopez et
al, 2012) or with antioxidant and antigenotoxic activities (Trotta et
al, 2012). However, additional studies would be required to confirm
these functional properties of our isolates.

Concerning food safety, opportunistic bacteria (Strep. equinus, L.
garvieae, Staph. warneri), enterobacteria (data not shown) and opportu-
nistic yeasts (C parapsilosis and Trichosporon sp.) were found in some
samples (BGRE2, BGAL3, BGAL2, BGLE1, ZGPR3,ZGZA7 and ZGZA8), indi-
cating poor sanitary conditions during production of the cheeses. Human
pathogenic species such as Listeria monocytogenes were not found, while
filamentous fungi were found in a small number of samples (results not
shown).

Therefore, the results of this study indicate that the specific LAB and
yeast microfloraidentified in the studied artisanal cheeses contribute to
the quality and safety of the cheeses in terms of organoleptic character-
istics, as well as in making the cheese environment less favourable for
the development of undesirable, potentially harmful microorganisms.
Moreover, many of the LAB and yeast strains isolated in this study
belong to species with known probiotic representatives, indicating the
possible health-promoting role of the artisanal products (Jankovic et
al., 2010; Nikolic et al., 2012; Klingberg et al., 2005).

In conclusion, this study indicates that artisanal white pickled and
fresh soft cheeses manufactured in Serbia and Croatia are a gold mine
in terms of the diversity of LAB and yeasts strains, with considerable
genetic, metabolic, and technological potential. The results obtained
in this study could be interesting to dairy companies for the formula-
tion of functional starter cultures in the production of innovative
artisanal-like foods with a distinct geographical origin.

Supplementary data to this article can be found online at http://
dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2013.05.032.
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Doplnujici informace k identifikaci kvasinek (dostupné pouze online):

Supplementary Table 1. Sizes (bp) of ITS-RFLP fragments of veast species isolated from artisanal cheeses in Serbia and Croatia.

Species AP* Restriction fragments (bp)
Cfol Huaelll Hinfl Ddel Msel

Candida deformans 380 200+130 380 180+100 * -
Candida parapsilosis 550 310+240 340+120 290+280 - -
Candida pararugosa 420 250+160 420 230+190 - -
Candida zevianoides 650 300+60 430+140+90 325 300+200+120  410+120
Cryptococcus curvatis 500 280 470 300+240 - -
Debaryomyces hansenii 650 300 430+140+90 325 420+200 320+140
Galactomyces geotrichum 400 400 400 195+115+100 - -
Kluyveronyces lactis 750 270+170+155+B0  675+90 280+180+110+80 - -
Metschnikowia sp. 390 200+90 260+100 190+160 - -
Pichia exigua 450 100+80 350+80 260+210 - -
Pichia fermentans 450  225+170 345+90 250+200 - -
Pichia membranifaciens 500  160+100 360+100+40 280+220 - -
Rhodoterula mucilaginosa 650  315+240+105 405+220 235+220+115 - -

650  360+280-+140 390+220 350+230 - -
Saccharomyces cerevisiae 880 390+360+145 330+250+190+150 385+130 - -
Torulaspora delbruecki 800  360+250+160+120 800 410+390 - -
Torulaspora guercuum 800 340+285+100 800 410+390 - -
Trichosporen gracile 550 280 480 230+140+90 - -
Trichosporon avoides 550 280 500+50 370+90 - -
Wickerhamomyces anomalus 650 570+60 610 315 - -
Yarrowia lipalytica 350 230+180 370 185 - -

380  200+160 360+70 220+180 - -

*AP = PCR amplification product (bp).
®_ Not determined.
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Suppl. Fig.: UPGMA dendrogram of yeast species isolated from each cheese sample based on combined ITS restriction
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Candida zeylanoides BGLE1-Y2 HE799673
Candida zeylanoides BGRE2-Y132 HF545668
Debaryomyces hansenii  BGBU1-Y120 HE799662
Candida zeylanoides BGBU1-Y123 ND

Debaryomyces hansenii  BGGOS-Y74  HE660062
Debaryomyces hanseni 2G3-Y153 HE799666
Debaryomyces hansenii BGBU1-Y126 HE660083
Candida zeylanoides BGGO7-Y84 HE660070
Candida zeylanoides 2G7-Y176 ND

Debaryomyces hansenii BGLE1-Y7 HE660050
Debaryomyces hansenii BGAL2-Y25  HEB60056
Candida zeylanoides BGAL2-Y42  HE79%675
Candida zeyfanoides BGGO7-Y92 HEB60069
Candida zeylanoides BGAL3-Y44  HET799676
Debaryomyces hansenii  BGAL3-Y45  HF545662
Debaryomyces hansenii  BGVL1-Y114 HE799660
Debaryomyces hansenii BGGOS5-Y68 HE79%657
Debaryomyces hansenii BGGO7-YB7  HF545664
Candida parapsilosis 2G7-Y187 HE799670
Candida parapsilopsis ZG7-Y188 HF545671
Rhodotorula mucilaginosa  BGLE1-Y19  HE660055
Rhodotorula mucilaginosa ~ BGAL3-Y58  HE660061
Rhodotorula mucilaginosa ~ BGAL2-Y32  HF545661
Trichosporon gracile BGLE1-Y11  HEB60052
Cryptococcus curvatus BGAL2-Y28  HEG60058
Trichosporon ovoides BGRE2-Y147 HF545669
Trichosporon ovoides 2G3-Y169 HE660084
Wickerhamomyces anomaius BGLE1-Y12 ~ HE660053
Pichia fermentans BGLE1-Y3 HEB60085
Pichia fermentans BGLE1-Y18  HE660054
Pichia fermentans BGVL1-Y116 ND

Pichia fermentans BGGO7-Y95 HEB60071
Yarrowia lipolytica BGGO5-Y77  HE660064
Yarrowia lipolytica BGGO7-Y84 HEG60067
Yarrowia lipolytica BGGO11-Y105 HF545666
Pichia exigua BGGO7-Y85 HET799658
Pichia exigua BGGO7-Y102 HE660072
Pichia membranifaciens BGGO7-Y81 HEBG0068
Candida deformans BGLE1-Y6 HE660051
Yarrowia lipolytica ZG3-Y152 HE799665
Yarrowla lipolytica 2G2-Y149 HF545658
Yarrowia lipoiytica BGAL3-Y57  HE660060
Yarrowia lipolytica BGBU1-Y129 ND

Yarrowia lipofytica BGGO7-Y83 HE660066
Candida pararugosa BGGO11-Y113 HE660073
Candida pararugosa BGRE2-Y130 HE799663
Candida pararugosa BGRE2-Y148 HE799664
Galactomyces geotrichum  BGGO11-Y103 HE799659
Galactomyces geotrichum  BGBU1-Y124 HE660082
Galactomyces geotnchum  ZG3-Y156 HE799668
Galactomyces geotrichum  ZG7-Y174 HE799669
Kluyveromyces lactis BGAL3-Y49  HE660059
Kluyveromyces lactis ZG3-Y154 HE799667
Metschnikowia sp. BGAL2-Y31  HE79%74
Torulaspora delbrueckil BGGOS5-Y78 HE660065
Torulaspora delbrueckil BGRE2-Y138 HE660081
Torulaspora quercuum BGGOS-Y76  HE660063
Saccharomyces cerevisiae ZG7-Y178 HF545670

patterns generated with three restriction enzymes Cfol, Haelll and Hinfl. The list of yeast natural isolates identified by
nucleotide sequencing is given together with the nucleotide sequence number (ENA ID).
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Abstract

Here, we used a culture-independent, semi-quantitative technique based on construction of an
internal transcribed spacer (ITS)—clone library from metagenomic DNA to investigate the complex of
fungal communities associated with three traditional eastern Serbian cheeses and their by-products.
This approach is based on direct total DNA extraction followed by amplification of fungal ITS regions,
which were cloned into plasmids and restricted by endonucleases. This was compared with culture-
dependent and culture-independent large subunit ribosomal RNA gene (LSU) denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) methods. Eight fungal species associated with cheese production were
identified by the culture-dependent method, while 10 were identified by LSU-DGGE, and 17 by direct
cloning (ITS—clone library). These results highlight the divergence of these methods. For instance,
only the culture-independent methods detected the yeast and moulds Cladosporium cladosporioides,
Alternaria alternata and Filobasidium globisporum. The divergence among these methods was
confirmed by correlation analysis, and by indices of general biodiversity and dominance of species.
Moreover, the ITS—clone library approach combines the advantages of cultivation-based analysis and
LSU-DGGE with semi-quantification of fungal species without the requirement for their cultivation.
Finally, we emphasise the need to use both culture-dependent and culture-independent techniques

for identification of such complex fungal communities.

Keywords: Yeast; identification; internal transcribed spacer—restriction fragment length
polymorphism; denaturing gradient gel electrophoresis; internal transcribed spacer—clone library;

cheese; culture-independent method.
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1. Introduction

From the microbiological point of view, cheese is a complex and dynamic system that contains
defined starter cultures and undefined variable natural microbiota, including bacteria, yeast and
moulds (Irlinger and Mounier, 2009). Generally, the complexity and the various sensory properties of
different cheeses depend on their microbial community. Yeast do not only result in cheese spoilage,
as they also contribute to cheese ripening and maturation due to their lipolytic and proteolytic
activities (Corsetti et al., 2001). Furthermore, yeast can support the function of starter cultures and
other useful microorganisms, by assimilation of lactate and formation of alkaline metabolites. The
formation of aroma compounds and the flavouring activity of yeast are indeed considered as the
most important supporting functions for use of specific yeast in starter cultures for cheese
production (Corsetti et al., 2001). This metabolism of lactate and the formation of alkaline
metabolites such as ammonia from amino-acid deamination result in the deacidification of the
cheese surface, which enables the growth of less acid-tolerant but more proteolytic and salt-tolerant
microorganisms (Querol et al., 2006; Addis et al., 2001).

Generally, yeast communities can be identified by traditional and molecular approaches. Recent
studies have demonstrated that the ecology of fermented foods cannot be effectively studied only by
conventional culture-dependent methods, which require the isolation and cultivation of
microorganisms prior to their identification by either physiological tests or molecular approaches
(e.g., by internal transcribed spacer [ITS]-restriction fragment length polymorphism [RFLP] or by
sequencing of ribosomal DNA regions). Indeed, when using culture-dependent methods,
microorganism populations that are numerically fewer can often be out-competed on culture plates
by numerically more abundant species (Jany and Barbier, 2008; Cocolin et al., 2013).

Culture-independent methods are thus commonly used to monitor community dynamics of
fermented or spoiled foods, such as PCR denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and/or
temporal temperature gradient gel electrophoresis. In these cases, microorganisms are detected not

because they are can grow on a specific medium, but because they have DNA that is the preferred
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target for these approaches (Cocolin et al., 2013). These methods are based on direct DNA isolation
and they can also provide a more reliable and complex image of the microbial ecology of cheeses
(Bonetta et al., 2008; Quigley et al., 2011). Moreover, combination of both culture-dependent and
culture-independent approaches can be used to describe the contributions of the individual
microorganisms, with the identification of the members of a community, the determination of their
abundance, and the analysis of the dynamics of the dominant microbial communities (Ndoye et al.,
2011).

Furthermore, sequence-based studies of DNA obtained directly from environmental samples are
revolutionising our view of microbial diversity. Techniques based on cloning of amplified target
regions of DNA that can be extracted directly from environmental samples have become
indispensable tools in bacterial ecology, although their use in studies of eukaryotic communities has
been limited (O'Brien et al., 2005). Jany and Barbier (2008) reported that in terms of species richness,
the microbial communities of cheese are much less complex than environmental samples, and hence
they offer an ideal system to test the different identification methods.

Thus, the aim of this study was two-fold: (i) to use a semi-quantitative culture-independent
approach based on the construction of an ITS—clone library from metagenomic DNA to evaluate the
species richness, dynamics and abundance of yeast and moulds in various traditionally made cheeses
and their by-products; and (ii) to compare this novel semi-quantitative method with culture-
dependent identification of pure cultures and culture-independent LSU-DGGE, which is commonly
used for profiling yeast communities (Prakitchaiwattana et al., 2004; Bonetta et al., 2008). As the
Western Balkan Countries is a distinct geographical region in Europe where these Serbian white-
pickled cheeses are made in households from non-pasteurised milk without using commercial starter

cultures, high yeast diversity was expected.
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2. Material and methods

2.1. Cheese samples

Three traditional, artisan-made, cheeses and their by-products (two samples of whey and brine)
were collected from two locations in the eastern Serbia mountain region: Glavi¢ak (location L1:
43°54'2” N, 21°44’23" E; altitude 866 m a.s.l.) and Bucina (location L2: 43°53’50” N, 21°44’50” E;
altitude 930 m a.s.l.). The locality, type of cheese and milk, and other characteristics of these samples
are described in Table 1. These traditional cheeses were produced in households from different kinds
of raw milk, and without the use of any starter cultures.

The cheeses were made from fresh non-pasteurised milk by the addition of the rennet. The curd
was rested for 10 min, and then mixed until the whey was clear and yellow-greenish (ca. 5 min).
Afterwards, the curd was drained using pieces of cloth placed in the vats for the cheese draining,
with pressure using weights of 2 kg per kg cheese mass, for about 2 h. To set the anaerobic
conditions necessary for the ripening process, the pressed cheese curd was cut into small pieces,
salted on the surface, and transferred into a vat containing brine. The cheese samples were kept in
brine for 1, 3 or 10 days (Table 1, C1L1, C3L2, C10L1, respectively). Similarly, two whey and two brine
samples were collected from these 1-day and 3-day cheese preparations (Table 1, WL1, WL2, BL1,
BL2).

The samples were collected from the two households where they were made. All of the samples
were placed into sterile plastic sealed containers that were transported to the laboratory
immediately, under refrigeration. The microbiological analyses of the samples were performed

within the following 48 h.

2.2. Yeast isolation by plating
For the isolation and enumeration of the yeast in the cheeses, 10 g of each cheese was added to
90 mL phosphate buffer and homogenised using a Stomacher blender for 60 s. For the whey and

brine samples, 10 mL of each of these matrices was diluted in 90 mL phosphate buffer (PBS). These
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sample suspensions were diluted in PBS and transferred onto YPD agar plates (1% yeast extract, 2%
peptone, 2% glucose, 2% agar) supplemented with 100 mg-mL™" ampicillin (Roche), as triplicate
culture samples. The plates were incubated at 26 °C for 3 days to 5 days. The colonies were counted
and grouped according to their morphology. Purified colonies were preserved in 10% (v/v) glycerol at

-80 °C.

2.3. Isolate identification

The genomic DNA of the yeast was isolated using MasterPure™ Yeast Isolation kits (Epicentre,
Madison, USA), according to the manufacturer instructions. The ITS (ITS1, ITS2) and 5.8S rDNA gene
regions were amplified using the ITS1 and ITS4 primers (White et al., 1990), as described previously
(Cade? et al., 2002), followed by digestion with the Haelll, Hinfl and Cfol restriction enzymes (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Two additional restriction enzymes, Ddel and Tru9l (Promega,
Maddison, WI, USA), were used for the separation of Candida zeylanoides and Debaryomyces
hansenii. The digests were separated in 2.5% agarose gel.

The representatives of the strains that had identical restriction patterns were characterised by
physiological tests, as described by Kurtzman et al. (2011). The phenetic similarities of the yeast
species were examined using the BioloMICS software (Robert and Szoke, 2006) from the Dutch
Central Bureau for Fungal Cultures (CBS) database (http://www.cbs.knaw.nl).

The identities of the yeast species were confirmed using D1/D2 LSU rDNA sequencing provided by
the commercial sequencing facility Macrogen (Amsterdam, The Netherlands). Sequence similarity
searches were performed using the BLAST service of the National Center for Biotechnology
Information database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). The sequenced species were deposited
in the Collection of Industrial Microorganisms (ZIM, Ljubljana, Slovenia) and their nucleotide
sequences have been deposited in the databases of GenBank, European Molecular Biology

Laboratory (EMBL) and DNA Databank of Japan (DDBJ).
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2.4. LSU rDNA-denaturing gradient gel electrophoresis

Total DNA was isolated from 0.5 g samples (see Table 1) by addition of 10 mL 2% (w/v) sodium
citrate and 1 g glass beads (425-600 microns; Sigma) and vortexing for 3 min at room temperature.
After incubation for 30 min at 45 °C, the glass beads were left to settle and the samples were
decanted from the glass beads. The samples were then centrifuged (7,000x g, 10 min, 4 °C) and the
fatty layer was removed (Jov¢i¢ et al., 2005). The DNA was then isolated using the MasterPure™
Isolation kits, according to the manufacturer instructions.

Nested PCR was used for amplification of a short region (250 bp) of the LSU rDNA, first using
primers NL-1 and NL-4 (Kurtzman and Robnett, 1998), and second using NL-1 with a GC clamp and
LS2 (Cocolin et al., 2000). DNA amplification was carried out in a final volume of 30 uL, which
contained: 1x PCR reaction buffer, 2 mM MgCl,, 0.2 uM of each dNTP, 0.5 uM primers and 0.5 U Tag
DNA polymerase (Promega). The PCR conditions were as follows: initial denaturation cycle at 95 °C
for 5 min, followed by 30 cycles of amplification, with denaturation at 95 °C for 1 min, annealing at
52 °C for 2 min, and extension at 72 °C for 2 min, with the final extension at 72 °C for 7 min.

The PCR products were separated in a sequence-specific manner using the DCode™ Universal
Mutation Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in 6% to 8% polyacrylamide gradient gels
(acrylamide/ bisacrylamide, 37.5:1) with the 30% to 60% denaturing gradient formed by 7 M urea
(Sigma) and 40% formamide (Sigma), in a 1x Tris-acetate-EDTA (40 mM Tris, 20mM acetic acid and 1
mM EDTA, pH 8.0) running buffer. The electrophoresis was performed at a constant voltage of 170 V
for 6.5 h at a constant temperature of 60 °C. The ethidium bromide stained DNA bands were
visualised under UV light. Finally, the individual discrete bands were excised, extracted from the gel
using Qiaexll kits (Qiagen, The Netherlands), according to the manufacturer protocol, and sequenced

as described above.
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2.5. ITS—clone library restriction analysis

The ITS 5.8S rDNA gene region was amplified by PCR as described above. The PCR products were
then purified using High Pure PCR Product Purification kits (Roche, Germany), following the
manufacturer guidelines. Two microlitres of these purified PCR products were ligated into the
pGEM®-T Easy Vector (Promega, USA) according to the technical manual, and then transformed into
CaCl,-competent Escherichia coli DH5a. cells. The positive recombinants were screened on X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indoly-8-D-dalactopyranoside)—isopropyl-8-D-thiogalactopyranoside-ampicillin LB
agar plates.

The cloned DNA fragments that were detected as positive colonies were directly amplified as
colonies using the ITS1 and ITS4 primers with PCR as described above, with the pre-heating step at 98
°C for 5 min, and prior to the addition of the 0.5 U Tag DNA polymerase. The PCR products were
digested using the three restriction endonucleases Haelll, Tru9l and Ddel, for 3 h at 37 °C, followed
by electrophoresis in 2.5% (w/v) agarose gels. The recombinants with the same restriction pattern
were grouped using the BioNumerics 6.5 software. Only the clones with unknown restriction
patterns were sequenced by the Macrogen commercial sequencing facility. Their nucleotide

sequences have been deposited in the GenBank/EMBL/DDBJ databases.

2.6. Statistical analysis
The Shannon-Wiener index (H’) and the Simpson’s index (D) were used to estimate the general
biodiversity and dominance, respectively, of the species in each sample, as follows:
H = ‘ZNPJng(pi);

D = 1-3"(p)?

where N is the number of species, and p; is the number of isolates belonging to one species in the

sample.
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3. Results
3.1. Cultivation-based method and microbial dynamics

The mean yeast counts (tstandard deviation) from the three traditional, artisan-made, cheeses
and their by-products that were collected from two distinct mountain farms located in eastern Serbia
(locations L1 and L2; see section 2.1.) are listed in Table 2. The yeast density was highest in the 10-
day-old cheeses (6 log;, colony-forming units [CFU]-g), which indicated their metabolic activity
during the ripening process. The yeast counts for the 1-day-old and 3-day-old cheeses were
comparable (4 log,, CFU-g"), although these numbers differed significantly among the samples of
whey (2 log, and 5 log;o CFU-mL™) and brine (5 logy, and 6 logy, CFU-mL™), of both of the producers.

On the countable plates, the colonies were grouped and counted according to their macro-
morphology. Eighty representative colonies were purified and later identified by cultivation-based
ITS-RFLP and sequencing of the D1/D2 LSU rRNA gene. The nucleotide sequences of these strains
have been deposited with the EMBL Nucleotide Sequence Archive (ENA ID: HE660050-HE660085).
The counts of the individual yeast species are given in Table 2. In these cheeses, D. hansenii and C.
zeylanoides were present in the highest numbers. On the other hand, Kluyveromyces lactis was
present only in the cheese from location L1, while Yarrowia lipolytica and Galactomyces geotrichum
were detected exclusively from location L2. Furthermore, moulds were not detected by the culture-

dependent method.

3.2. Culture-independent LSU rDNA-denaturing gradient gel electrophoresis

The LSU-DGGE profiles obtained from these three traditional, artisan-made, cheeses and their by-
products are shown in Figure 1, and the sequence comparisons of the excised bands from the gels
are given in Table 3. D. hansenii and K. lactis were the main representatives in these DGGE profiles
from the samples. Furthermore, C. zeylanoides was detected in the majority of samples, but the

intensity of this band was not as high as for KI. lactis and D. hansenii.
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Apart from the yeast, DGGE bands corresponding to the filamentous fungus Cladosporium sp.,
Cladosporium cladosporioides and to plant DNA were also detected. Of interest, Torulaspora
delbrueckii was not detected by DGGE in any of the samples, although its presence was confirmed by
the cultivation-based and the cultivation-independent ITS—clone library RFLP methods. Nevertheless,
most of the species identified by cultivation-dependant ITS-RFLP were also detected by LSU-DGGE
(Table 4).

The detection limit of the yeast species identified by LSU-DGGE was 10* to 10° CFU-mL™ (g™%). For
the yeast concentration of 10> CFU-mL™, and its respective CFU-g™", the intensities of the bands on
the DGGE gels were low. However, the detection limit of DGGE can be correlated with the presence
of the predominating species. For example, in samples C1L1 and BL1 (i.e., a cheese sample and a
brine sample, respectively, both from Glavicak; see Table 1 for sample coding) the concentrations of
the yeast species differed by only 10-100-fold. In this case, all of the species detected by the culture-
dependent method were confirmed also by DGGE. On the other hand, in the WL1 and C10L1 samples
where the predominating species was present at 1000-fold higher concentrations than the minor
species, these were not detected by DGGE. Moreover, the intensity of the DGGE fragments

approximately corresponded to the yeast counts.

3.3. Culture-independent ITS—clone library restriction fragment length polymorphism

To estimate the yeast diversity in these three traditional, artisan-made, cheeses, a semi-
guantitative culture-independent method was used that was based on the construction of the ITS—
clone library from the metagenomic DNA of the cheese, whey and brine samples, followed by
restriction analysis of the PCR-amplified ITS 5.8S rDNA. The results are given in Table 4 as the relative
abundances of the particular species identified, either on the basis of the restriction fragment
lengths or by sequencing.

For the yeast species detected by this approach, D. hansenii showed the highest numbers in all of

the samples from location L1 (relative abundance, 44.3% to 94.5%), with the exception of the whey,

196



where Kl. lactis prevailed. Kluyveromyces lactis also predominated in the cheeses from location L2
(36.1%) but it was not detected by cultivation-based techniques. This indicates that these cheeses
contained dead cells of KI. lactis, especially as this was detected by DGGE as well.

Some of the species were detected in low frequencies. Moreover, some species were detected
that were not isolated by the culture-dependent method, which have indeed rarely been associated
with cheese-making environments. These included, for instance, Cryptococcus albidus,
Hanseniaspora uvarum, Filobasidium globisporum and the moulds of Cladosporium sp., Alternaria
alternata and Eurotium amstelodamii. Furthermore, moulds were detected mainly in the by-products
from location L2.

This ITS—clone library RFLP method revealed the highest indices of diversity in six out of seven
samples, compared to the cultivation-dependant method and to DGGE (Table 4). Using this ITS—clone
library method, Candida pararugosa was only not detected in cheese sample C10L1. Nevertheless, its
frequency of occurrence on plates was only 0.2%. Candida pararugosa was also not detected by
DGGE.

The detection limit of this ITS—clone library method was lower than of that of DGGE, as yeast at
concentrations of 10> CFU-mL™ (g7') were detected. Unlike LSU-DGGE, using this ITS—clone library
method, yeast species were also detected in samples in which their concentrations differed by more
than 1000-fold.

The correlation between the culture-dependent method and the culture-independent ITS—clone
library method is shown in Figure 2. The Pearson correlation factor of 0.55 indicates that these
methods were only moderately in agreement. This disparity might be a consequence of either the
detection of non-viable cells and/or DNA isolation and PCR amplification bias in the culture-
independent method, or a selective-enrichment bias towards certain yeast species on the YPD
medium (e.g., KI. lactis).

4, Discussion
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Cheese is a complex and dynamic ecosystem that has several selection pressures on the
environmental microbiota, such as elevated salt concentration, low pH, and decreasing redox
potential (Jany and Barbie, 2008; Beresford et al., 2001). Nowadays, culture-independent methods
are widely used to study community dynamics of fermented foods (Cocolin et al., 2013). However,
most of these methods lack information about the proportions of each species in the food and have
relatively high detection limits (i.e., 10° CFU-mI™ [g"]; Cocolin et al., 2013) compared to culture-
dependent methods. Thus, we used a culture-independent semi-quantitative method, the ITS—clone
library method, to characterise the complex yeast and mould communities of traditional cheeses.
This newly used method was evaluated compared to both standard cultivation-based methods and
LSU-DGGE. This cultivation-based method is used as the golden standard for quantification and
identification of viable yeast and moulds, the most important cheese-associated eukaryotic
microorganisms.

Generally, the ITS—clone library method is based on a collection of ITS clones that are constructed
in vitro by inserting PCR fragments of ITS regions into a cloning vector, followed by restriction
analyses with three commonly used endonucleases (Esteve-Zarzoso et al., 1999). The restriction
patterns were compared to our laboratory database of yeast, built into the BioNumerics programme.
Only the clones of unknown restriction patterns were identified by sequencing. Using this approach,
we circumvented the high costs of sequencing, which represents one of the main obstacles to the
routine use of this method.

The species diversity of the secondary microbiota is important for the flavour and texture of
traditional fermented food products, such as these traditional, artisan-made, white pickled cheeses
from Serbia (Beresford et al., 2001; Goli¢ et al., 2013). This direct ITS—clone library approach revealed
greater species richness in these cheeses and their by-products (17 species in total) compared to the
more commonly used techniques of the culture-dependent method (8 species) and LSU-DGGE (10
species). The culture-dependent method has several limitations, because this is heavily biased

towards fast growing species, and many fungi have specialised growth requirements; thus, this
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approach does not necessarily recover the whole ecosystem (O'Brien et al., 2005). Furthermore,
populations that are numerically less important are not detected by the culture-dependent method,
because these can be masked on the plates by the more abundant species (Jany and Barbier, 2008;
Cocolin et al., 2013).

On the other hand, the more direct methods that depend on total DNA isolation can also have
some limitations. These data can be skewed by the distribution of the PCR products, due to unequal
amplification (PCR bias) or by the cloning efficiency. PCR bias is believed to be due to intrinsic
differences in the amplification efficiencies of the templates, or to the inhibition of amplification by
self-annealing of the most abundant templates during the late stages of amplification (Acinas et al.,
2005). Moreover, fungal DNA extraction from the cheese matrix is a very difficult step, because the
natural compounds, such as fats, proteins and salt, can inhibit the PCR. Moreover, cheese is
overloaded with bacterial biomass, and so the total DNA might overburden the PCR reaction.

As well as the other advantages of culture-independent approaches, the ITS—clone library method
also allowed the determination of the frequency of occurrence of each fungal species in these cheese
environments. The ratio of the species is an important technological parameter that can enable the
prediction of the flavour and quality of a cheese. Moreover, this information is relevant also for the
construction of mixed starter cultures for the controlled production of traditional, region-specific
cheeses. Nevertheless, there was only a moderate correlation (r = 0.55) between the frequency of
species occurrence in these samples as determined by the ITS—clone library method and the culture-
dependent method; this would suggest bias in the quantification by either one of these methods. The
ITS—clone library method is biased due to the DNA isolation, the PCR and/or the cloning efficiency,
and the culture-dependent method loses its accuracy either by dilution or by competition for space
and nutrients on the culture dishes.

Our data demonstrate that the minor species are not all detected by plating. For instance, in the
case of whey sample WL1, approximately two-fold more yeast species were identified by the ITS—

clone library method than by the cultivation-based and LSU-DGGE methods. This confirms the higher
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detection limit of the ITS—clone library method. Moreover, the significantly higher Shannon-Wiener
diversity index (H’) of the majority of the samples (6 out of 7) confirms the higher sensitivity of the
ITS—clone library method.

The discrepancies between these methods might also be a consequence of the detection of dead
cells, as was the case for KI. Lactis, where only the ITS—clone library method detected this in the
cheese (36.1%) and brine (5%) from location L2. Kluyveromyces lactis is commonly found in all types
of milk (Delavenne et al., 2011). However, it has not been found as a predominant species in any of
the traditional white-pickled cheeses of Serbia analysed by the culture-dependent method (Goli¢ et
al., 2013). Furthermore, additional species were detected only by direct cloning; i.e., Saccharomyces
cerevisiae (C1L1; 1.1%), Cr. albidus (C3L2; 6.9%) and H. uvarum (BL1; 54.2%).

The discrepancies among these direct and indirect methods might also be a consequence of the
media compositions, as some species have specific growth requirements and can be overgrown by
the better-adapted species. This was the case for species of moulds of F. globisporum, Cladosporium
spp., E. amstelodami and A. alternate, which can be detected in raw cow milk (Lavoie et al., 2012),
and Cl. Cladosporioides, which is considered to be a very common, cosmopolitan saprobic species
(Bensch et al., 2010).

For the LSU-DGGE analysis, it is generally accepted that the detection limit is ca. 10> CFU-mL™ or
g™ (Cocolin et al., 2013). However, we detected fungal species in samples containing fungal counts
below 10® CFU-mL™ or g* by both of the culture-independent methods used here. At the same time,
there was a discrepancy between these two culture-independent methods regarding the detection
limit of the minor species in the samples; e.g. the moulds. These were detected by LSU-DGGE when
they were present at 100-fold lower counts than the predominant species. On the other hand, using
the ITS—clone library method, we detected species where the counts differed by 1000-fold.

Complete fungal characterisation in such analyses of traditional cheeses and their by-products
allows the identification of these more complex communities that include yeast and moulds. The

yeast population was more diverse for the Glavic¢ak (location L1) cheeses and their by-products than
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for the cheese matrices from the Bucina region (location L2). Furthermore, some of the species, such
as K. lactis, C. pararugosa, T. delbrueckii and Tr. ovoides, were only isolated from the Glavicak
cheeses. On the other hand, G. geotrichum and Y. lipolytica were only detected in the Bucina
cheeses. D. hansenii and C. zeylanoides were present in all of the cheese samples. Indeed, these
species are also predominant in other types of cheeses coming from Serbia (Goli¢ et al., 2013). As D.
hansenii produces antibacterial metabolites, its predominance in some cheeses might also reduce
the risk of cheese spoilage by clostridial species (Prillinger et al., 1999). On the other hand, viable

cells of KI. lactis were isolated only from the cheeses from Glavicak.

5. Conclusions

In conclusion, we applied different culture-dependent and culture-independent molecular
approaches to determine the ecology of the complex of yeast and moulds of cheeses and related
matrices. The ITS—clone library culture-independent method was a more sensitive method than the
LSU-DGGE culture-independent method and the culture-dependent method. Indeed, this approach
appears to be relatively rapid and to offer the prospect of detecting a greater diversity of species
than the application of methods using the classical culture media. Thus, although the standard
cultivation techniques that are used for quantification and characterisation of yeast in food products
are still considered to be the golden standard, our data here demonstrate that direct cloning can be
used as an alternative. Direct cloning provides the opportunity to analyse complex communities in
food products. Interestingly, new-generation DNA sequencing will add a molecular dimension to the
understanding of flavour, taste and texture of cheeses during ripening (Ndoye et al., 2011). Finally,

we might expect similar results using next-generation sequencing.
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Table 1. Origin of the three traditional, artisan-made, Serbian white pickled cheeses and their by-

products analysed in this study.

Cheese sample Locality Altitude (MSL) Type of Cheese Milk
Cheese (C1L1) L1 Ewes’
Whey (WL1) Glavicak, MOL:IntaIn Beljanica 1005 White-pickled Uncooked
. The closest city Despotovac 1 day old .
Brine (BL1) ) . Non-pasteurised
Eastern Serbia region
Glavicak Mo::tain Beljanica White soft Ewes’
Cheese (C10L1) ’ . J 1005 10 days old Uncooked
The closest city Despotovac .
. . Non-pasteurised
Eastern Serbia region
L2 “(209
Cheese (C3L2) .. . L COWS, (20 %)
Bucina, Mountain Beljanica . . Ewes’ (80 %)
Whey (WL2) The closest city Despotovac 800 White semi hard Uncooked
Brine (BL2) y Desp 3 days old

Eastern Serbia region

Non-pasteurised
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Table 2. Yeast species distributions identified by the cultivation-based method for the three traditional, artisan-made, Serbian white pickled cheeses and

their by-products analysed in this study.

Location L1 (Glavicak) Location L2 (Bucina)

CiL1 cioL1 WL1 BL1 C3L2 wL2 BL2

Species
(CFU-g) (CFU-g™) (CFU-mL™) (CFU-mL™) (CFU-g™) (CFU-mL™) (CFU-mL™)

(x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%)
Debaryomyces hansenii 10 +£0.26 1900-+130- 33-+0.47 10-+0.082 2.0-+0.21 1700-£120
Kluyveromyces lactis 3.7-20.25 10-+1.4 360-+12 120-+2.8
Candida zeylanoides 4.7-+0.59 130-£3.9 2.0-+0.14 4.6-+0.12 0.333-+0.047
Trichosporon ovoides 1.7 +0.12 3.3-20.47 1.7-+0.12
Candida pararugosa 0.33-£0.047 3.3-+0.47 33-#4.7
Torulaspora delbrueckii 6.7 £0.94 1.0-+0.047
Galactomyces geotrichum 0.33-+0.047
Yarrowia lipolytica 0.33-+0.047
Total 21 2100- 400- 130- 7.3 0.333 1700
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Table 3. Identities of the bands obtained from the yeast community of the three traditional, artisan-

made, Serbian white pickled cheeses analysed in this study.

xz;ke‘j Closest relative (identified species) % Identity1 Source sample2

1 Kluyveromyces lactis 100 WL1; BL1; C1L1; C10L1; C3L2
2 Candida zeylanoides 99 WL1; BL1; WL2; C10L1; C3L2
3 Debaryomyces hansenii 100 WL1; BL1; BL]1; C1L1; C10L1

4 Trichosporon ovoides 99 BL1; C1L1; Ci0L1

5 Candida pararugosa 100 WL1; C1L1

6 Galactomyces geotrichum 100 C3L2

7 Yarrowia lipolytica 100 C3L2

8 Saturnispora sp. 100 C3L2

9 Geotrichum sp. 100 BL2; WL2

10 Debaryomyces sp. 99 wL2

11 Cladosporium sp. 99 wL2

12,13,14  Plant DNA 100 BL1; C1L1

19 of identical nucleotides in the sequence obtained from DGGE zones and the sequence of the closest relative
found in the GenBank database.
’the presence of yeast species in analyzed samples.
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Table 4: Frequency (%) of yeast species in samples represented as a heat map. Species identified by culture-dependent ITS-PCR-RFLP (CD); culture-

independent ITS-clone library restriction analysis (Cl) and by LSU-DGGE (CID). + designate the presence of species.

Location 1 Location 2
Species Whey 1 (WL1) Brine 1 (BL1) Cheese (1d) 1 Cheese (10d) Cheese (3d) 2 Whey 2 (WL2) Brine 2 (BL2)
(o)) Cl CID | CD Cl CiID | CD Cl CID | ¢D Cl CID | CD Cl CID | CD Cl CID | CD Cl CID
Debaryomyces hansenii | 7.7 247 + | 7.5 | 443 50 * + 273 42 | 100 2
Candida zeylanoides 11.8 + 1.5 13.3 226 1.1 6.0 7.3 + | 63.7 278 + 100 +
Trichosporon ovoides 2.2 1.3 17.0 8.1 1.1 + 0.2 6.2 8.3
Torulaspora delbrueckii 3.2 03 1.0 1.1 03 21
Kluyveromyces lactis 84.6 | riv/ + 24.4 + 17.7 0.5 1.1 + 36.1 + 5.0
Candida pararugosa 7.7 4.3 + 1.6 1.1 0.2
Galactomyces geotrichum 45 153
Yarrowia lipolytica 4.5 9.7
Saccharomyces cerevisiae 1.1
Filobasidium globisporum 1.1
Cryptococcus albidus 6.9
Hanseniaspora uvarum 54.2
Cladosporium cladosporioides 55.0 +
Cladosporium sp. 12.5 +
Eurotium amstelodami 2.5
Alternaria alternata 2.5
Uncultured fungus 25.0 27.5
No. of colonies/clones | 801 93 - 397 45 - 64 91 - 917 95 - 22 75 - 1 24 - 5 40 -
No. of species 3 7 4 5 5 4 5 6 5 6 5 4 4 6 4 1 4 2 1 6 1
H* 057 141 - 062 191 - 137 043 - | 045 093 - 133 224 - 0 1.65 - 0 1.75 -
D* 099 092 - |019 070 - |069 011 - |0.14 0.3 - | 052 075 - 0 062 - 0 061 -

? Shannon-Wiener index; Simpson’s index
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Figure legends

Figure 1. LSU-DGGE profiles of DNA from yeast, as isolated directly from the cheeses and their by-
products. The bands indicated by numbers were excised and subjected to sequencing. The identities
of the bands are reported in Table 3. NC, negative control; M, DGGE markers for sequenced yeast:
CP, Candida pararugosa; CZ, Candida zeylanoides; YP, Yarrowia lipolytica; GG, Galactomyces
geotrichum; DH, Debaryomyces hansenii; KL, Kluyveromyces lactis; TO, Trichosporon ovoides.

Figure 2. Correlation between the relative abundances determined by the culture-dependent and the

culture-independent ITS—clone library methods. R?, regression. Pearson coefficient, r = 0.55, p =

0.008.
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PRILOHA 6

Doplnujici informace

Seznam pouzitych sbirkovych kment rodu Saccharomyces (z CCY Bratislava)

Seznam sekvenovanych izolatd
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Tab 1: Seznam pouZitych sbirkovych kmenu rodu Saccharomyces, jejich sbirkové Cislo, pracovni oznaceni, zdroj

izolace a taxonomické zarazeni fyziologickymi testy.

No ccy Druh Zdroj izolace

s10 21-4-77 S. cerevisiae patentovy kmen

s11 21-4-81 S. cerevisiae vino

s12 21-4-111 S. cerevisiae Svestkovy list

s13 21-4-113 S. cerevisiae merunkovy list

s71 21-31-10 S. bayanus houby, Zahofi

s80 T S. bayanus Typovy

s82 48-82 S. bayanus/S. pastorianus déleni podle CBS — Holandska shirka
s86 21-31-5 S. bayanus jablecny dZus (CBS 425)

s87 21-6-3 S. pastorianus bez zdroje

s88 21-11-3 S. bayanus bez zdroje

s89 21-21-43 S. cerevisiae vino

s90 21-11-1 S. cerevisiae neni zdroj

s91 21-48-1 S. cerevisiae bilé vino, Spanélsko

s92 21-12-3 S. cerevisiae vino rGzové, Portugalsko

s93 21-46-1 S. cerevisiae ¢ervené vino, Spanélsko
s102 21-6-7 S. pastorianus T neotyp, bez zdroje

s104 48-80 S. bayanus var. uvarum dZus Cerny rybiz, typovy, CBS 395
s105 48-79 S. bayanus var. uvarum dZus ¢erny rybiz, typovy, CBS 395
s106 21-53-2 S. paradoxus puda

s114 21-4-26 S. cerevisiae bez zdroje

s115 21-15-2 S. cerevisiae (S. willianus) bez zdroje

s117 21-21-2 S. cerevisiae (S. oviformis) vino Raca

s118 21-21-16 S. cerevisiae (S. oviformis) vino Raca

s119 21-5-1 S. kluyveri (L. kluyveri) vinné musky

s120 21-6-1 S. pastorianus bez zdroje

s121 21-6-4 S. pastorianus bez zdroje

s122 21-9-1 S. exiguus (Kaz. exigua) neotyp, bez zdroje

s123 21-47-1 S. cerevisiae z Alpecina, olivové pokrutiny
s125 21-4-55 S. cerevisiae houby, Kufim

s127 21-57-1 S. kudriavzevii rozkladajici se list

s132 21-58-1 S. mikatae puda

s133 21-4-93 S. cerevisiae sekvojovy list

s73/s77 21-13-1 S. bayanus bez zdroje

s75/s83 21-4-96 S. cerevisiae T bez zdroje

s78/s84 21-31-6 S. bayanus bez zdroje

s79/s116 21-15-5 S. cerevisiae (S. willianus T) zkazené pivo, CBS 381
$81/s85 21-31-13 S. cerevisiae bez zdroje

s94/s103 21-6-6 S. pastorianus bez zdroje

s95/s74 21-42-1 S. cerevisiae hroznovy most

s129 21-41-1 S. wickerhamii T (KI. wickerhamii) vinna muska

s86/s134 21-31-5 S. bayanus jable¢ny dzus (CBS 425)

s135 26-16-1 S. exiguus (C. holmii) CBS (z roku 1947)

s136 21-57-2 S. kudriavzevii homotalickd monosporicka kultura IFO 1803*
s138 21-53-1 S. paradoxus Drosophila sp., USA

* pripraveno Naumovem
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Tab. 2, 3: Souhrn teplotnich a casovych profil( aplikovanych PCR reakci.
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RAPD (M13) Interdelta-PCR ITS-PCR rep-PCR rep-PCR (M13)
T(°C) T (min) T (°C) T (min) T(°C) T (min) T(°C) T(min) T(°C) T (min)
Denaturace 94 4 95 4 94 4 94 2 95 5
94 0,5 94 0,5 94 1 94 2 93 0,75
Hybridizace 36 0,5 35x 49 1 30x 48 0,5 25x 55 1 35x 50 1 40x%
72 0,75 72 2 72 1 72 3 72 1
Extenze 72 7 72 10 72 10 72 5 72 6
Touchdown PCR
T (°C) T (min)
Denaturace 94 2
94 0,5
68 0,5 3%
72 0,5
94 0,5
65 0,5 3x
Hybridizace 72 0.5
94 0,5
62 0,5 3%
72 0,5
94 0,5
60 0,5 25x
72 0,5
Extenze 72 2




Tab. 4: Velikosti ITS-PCR-RFLP fragmentu a PCR amplikon( izolovanych druhd, které byly podrobeny parcidlni ITS sekvenaci.

veorek o PR T RFLP (k) Druh
{bp} Haelll Hinfl Tagl Hhal (€fol) Alul msel
36-11R 450 380+50 250+200 150+110+80 170+100+590+70 A400+60 280+110+70+50 P, fermentons
57-11R 450 380+80 250+200 170+120+60 170+100+60+50 390 280+120+50
55-11% 450 380+70 250+200 150+110+70+60 165+100+70+50 400 280+110+70+50
125-09 520 340+90+40 290+200 220+160+60 250+100+70+70 320+80 440
117-11R 450 310+80+40 200+160+100 220+100+60 230+100+60+60 290+120 200+150
114-10 480 320+90+50 260+210 200+100+60 235+105+60+60 320+100+80 300+150 F. membranifaciens
121-10 450 300+80+50 250+200 200+160+60 220+100+70+60 300+100 170+110+110
77-10 480 340+90+50 280+200 220+160+60+70 170+100+90+70 320+100 480
121-11R 480 340+90+50 280+200 220+150+60 170+100+90+70 320+100 480
129-10 520 350+90+40 230+150+140 250+110+80 210+180+70+60 350+120 520 P
128-10 500 A00+100 210+150+140 220+120+60 210+180+70+50 350+80 500
90-11R 500 400480 210+150+140 220+100+60 210+180+60 370 510 I orientolis
150-09 500 320+80+60 250+110+100 220+180+80 230+100+60+60 A20+70 370+50
30-11R 450 300+80+50 240+110+100 200+160+60 220+100+70+60 400 410 . occidentis
102-10 450 300+80+50 240+110+100 180+160+60+50 235+110+30 400 410
60-09 470 300+80+50 250+110+100 200+160+60 220+100+70+60 400+70 360+50+30
4-10 410 410 210+200 280+150 250+170 280+80+50 280+80 C. parorugosa
25-09 500 500 250+250 300+110 200+100 400470 200+120+70
53-11R 480 480 240+230 300+100+60 200+105+60 400 200+120+60+40
81-11R 480 480 240+230 260+100 200+105+60 400 200+120+60+40 C. zemplining
141-11% 460 460 230+220 270+100+50 200+100+60 400 210+120+60
53-11% 480 320+140 200+160+100 200+100+80+50 230+100+70+70 290+120 300+150 C. validya
114-11% 450 300+110 250+200 190+150+60+40 160+100+60+60 300+80 300+150 ¢ ethanotica
106-11R 450 300+80+50 250+200 180+160 160+100+60+60 300+80 300+150
7-11R 750 480+120+50+80 380+370 420+320 310+270+150+130+50 700+50 220+190+70 H. osmophila
12-10 750 480+120+50+80 380+370 420+330 310+270+150+130+50 700+50 220+190+70
111-10 750 710+40 380+370 420+280 270+150+130+100+100 690+50 220+190+70 H. vinge
127-09 750 750 350+200+160+70 300+170+140 310+310+100 540+170 240+120+80
30-09 550 550 300+150+100 310+200 290+280 370+180 220+150+100+60 o, wwarum
38-10 750 750 350+190+160+60 A00+170+130+50 320+320+100 540+170 240+120+80
55-11R 750 750 340+200+160+50 400+180+140 320+320+110 520+170 250+120+110+90+80
110-09 390 290+100 200+180 260+130 210+90+80 390 290 M. pulcherrimg
156-09 650 650 280+130+110+50 350+230+70 300+220+100 380+110+80 420+70+50 Sp. roseus
44-118 620 A00+220 340+210 220+170+60+50 300+230+100 A30+110 200+160+110 Rh. mucilaginosa
27-09 580 580 310+180+60 320+150 250+210 530 370+100
Cr. flavescens
29-09 520 520 310+180+30 300+150+50+20 260+200+60 540 380+30
179-09 600 580 300+140+100 330+200+60 290+270 370+180 220+140+80 3 oltus
94-09 580 450+150 290+140+100 140+130 150+170+(100) 380+200 230+150+80
G4 680 300+200+50+90 350+330 310+290 680 210+120+90+80 K. thermotolerans
11-11R 580 580 290+290 250+200+120+60 280+195+70 420480 540+40 Z. florentinus
14-09 380 320+240+180+140 370+120 300+280+140+100+60 A10+370 800+80 220+180+120+100+50 $ carevisios
139-09 880 520+240+140+130 370+120 300+280+140+100+60 400+370+148 800+80 220+180+120+100+90
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Yarrowia lipolytica partial 26S rRNA gene, strain ZIM 2409, isolate BGAL3-Y57

Obr. 1: Ukdzka vloZeni sekvenovanych druhi do internetové dostupné databdze.
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