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Predchadzajice Casti tohto prispevku popisovali tech-
nologické a biochemické vlastnosti vinnych kvas'niek,
izolovanych na principe autoselekcie z dokva3ajacich
vin juhomoravskej vinohradnickej oblasti. Zdmerom
prace bolo ziskat priemyselne zaujimavé kmene kvas:-
niek, vhodné pre vyrobu Sumivych vin.

Biochemické a fyziologické vlastnosti mikroorganiz-
mov a z nich vyplyvajice technologické vlastnosti sua
v zasade dané ich genetickym vybavenim. Preto sme
u izolovanych kmeiiov Studovali i genetické vlastnosti,
ktoré tak dotvaraji komplexny obraz charakterizacie
experimentdlnych populdcii vinnych kvasiniek. Pri sle-
dovani tychto vlastnosti sme sa zamerali na hodnotenie
sporulédcie, ploidie, ndrokov na rastové latky, schopnosti
dychania a citlivosti na antibiotikd. Napokon sa testo-
vala zymociddlna aktivita.

Poznanie genetickych charakteristik je déleZité
i z hladiska ich dalsieho vyuZitia vo vyrobe. Metody
génového inZinierstva poskytuji bohaté moZnosti ovplyv-
Hovania génového vybavenia Kkvasiniek, ktoré smeruje
k zlep3ovaniu ich vlastnosti. Pre tcely 3lachtenia je po-
trebné vybrat nielen vhodné kmene, ale aj poznat ich
deditné charakteristiky, na zaklade ktorych by bolo
moZ#né jednotlivé kmene ziskané génovymi manipuldcia-
mi hodnotif.

4.1 MATERIALY A METODY

4.1.1 PouZité mikroorganizmy

V praci sme pouZili 10 kmeiiov vinnych kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae izolovanych z vin juhomorav-
skej vinohradnickej oblasti a 7 zbierkovych porovnava-
cich kmetiov vinnych kvasiniek. Charakterizdcia vlast-
nosti pouZitych kvasiniek je uvedena v predchadzaji-
cich Castiach tohto prispevku [1, 2]. Ako referencné
kmene pre stanovenie ploidie sa pouZili haploidny kmefi
S. cerevisiae IL8-8D a diploidny kmeii S. cerevisiae
DTXII.

4.1.2 Metédy sledovania genetickych vlastnosti

Sporulatnd schopnost kvasiniek sa sledovala po
7-diiovej kultivacii pri 25°C vo Fowellovom roztoku
mikroskopicky a zistovala sa frekvencia vyskytu jed-
nospoérovych az Stvorspérovych askov [3]. Ploidia buniek
sa urtovala nepriamo na zdklade obsahu DNA v bunke.
PouZila sa kultira kvasiniek vyrastend v kompletnej
gluk6zovej pdde do staciondrnej rastovej fazy. Z buniek
sa extrahovala DNA, jej obsah sa stanovil difenylamino-
vym ¢inidlom a vysledok porovnédval s obsahom v $tan-
dardnych haploidnych a diploidnych kmefioch [3].

K sedimentu buniek (2.10° buniek) sa pridalo 5 ml
vychladenej HCIO4 (1 mol.1-!) a po premis3ani inku-
bovalo 30 minat pri 4°C v ladovom kiupeli. Po centrifu-
gdcii sa sediment extrahoval 2,5 ml HCIO; (1 mol.1-1)
vo vodnom kapeli (70°C) 30 mindt. K 2 ml supernatantu
sa pridalo 2 ml difenylaminového ¢inidla a 0,1 ml vod-
ného roztoku acetaldehydu (1.66 mg.ml-1!), zmes sa
inkubovala 12 aZ 15 hodin pri teplote 30°C a absorban-
cia roztoku sa zmerala pri 600 nm. Pre zostrojenie ka-
libra&nej krivky sa ako Standard pouZila DNA spermii
r¢b (Serva, NSR) v mnoZstve 0 aZ 100 ug.ml-1

Naroky na rastové latky, schopnost dychania a citli-
vost na antibiotika sa zistovala na nasledovnych pddach:
pevnej minimélnej [(identifikdcia auxotrofnych mutan-
tov), glycerolovej [respiracne deficitné mutanty nie si

schopné rast na neskvasiteInych substrdtoch] a glyce-
rolovej s obsahom antibiotik [erytromycinu (2 mg. ml-1),
resp. mucidinu (0,5 ug.ml-!)] po 3 aZ 4 diioch rastu
pri 28 °C.

Zymociddlna (smrtiaca, killer) aktivita sa testovala
na kompletnej gluk6zovej pode s citrat-fosfatovym timi-
v§m roztokom (pH = 4,5), 0,01 % metylénovou modrou
a vrstvou Standardného citlivého (S. cerevisiae S6/1),
resp. smrtiaceho kmefia (S. cerevisiae T 158/c). Na vrst-
vu §tandardného kmeifia (105 buniek] sa testované kme-
ne naniesli vo forme okrihlej kol6nie a po 48hodinove]j
inkubacii pri 22 °C sa vyhodnotila aktivita Studovanych
kmeiiov na zaklade tvorby zén potlaceného rastu [4].
Smrtiace kvasinky produkujice toxin vytvaraji jasnd
z6nu s modrym okrajom.

4.2 VYSLEDKY A DISKUSIA

Schopnost vytvdrat spoéry je ddleZitou podmienkou
viacerych genetickych analyz kvasiniek a méa tiez vy-
znam z taxonomického hladiska. Zistovala sa vo Fowel-
lovom roztoku, do ktorého sme ocCkovali pripravent sus-
penziu kmefiov. NajniZSia sporula¢na efektivnost bola
pozorovana u kmeifla S. cerevisiae 34, a to 5,4 %, najvys-
§ia 57,2 % u kmeila S. cerevisiae 13 RVV (tabulka 1).
Viddsina kmeiiov tvorila asky s dvoma aZ Styrmi spérami,
v mensej miere sa vyskytli asky obsahujice jednu spé-
ru. :

Ploidia kvasiniek je danad poctom stborov chromozo6-
mov. NajcastejSie kvasinky byvaja diploidné, t. j. s dvo-
jitym siborom chromozémov 2n [5]. Ploid:a sa v&&5inou
uréuje nepriamo testovanim vlastnosti kvasiniek, ktoré

Tabulka 1. Sporulaénd schopnost, ploidia buniek, smr-
tiaca aktivita a rezistencia k antibiotikdm 3Studovanyjch
kmeriov kvasiniek.

Xmen Sporula®nd
efektiynost
)
12 B £7,9
2A 14,3 42,2
2 36,4 44,1
3A 5,4 48,7
3B 28,3 44,3
€A 20,0 49,7
[ 16,5 50,3
114 16,5 43,2
118 27,0 42,7
1ic 35,8 47,8
BAL 16,8 42,1 n KR™ S
PV1 31,8 48,3 2a £ r* .-.:zz‘:
Fv2 26,8 47,1 2n KR™ 51‘:_“:
76/D £9,3 52,4 n R S
74/P 15,3 47,9 n K'R™ il
13RVV 57,2 45,5 2n KR k3R
WTY 20,1 50,8 2n ER™ uS:R
Vyavetlivky: KR eenzitivny kmen, K'R' smrtiaci iwen,

KR

neutrdlny kmen
G- aenzitivita, K- rexigtencia

s- mucidin, I~ erytremcir
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si v priamom silade so stupiiom ploidie ako st rozme-
ry buniek a jadier, obsah deoxyribonukleovej kyseliny
[DNA) v bunke, kriZenie, a pod. Je zndme, e obsah DNA
v haploidnom kmeni S. ‘cerevisiae (s jednym stiborom
chromozémov n) je 22aZ26.10-5 ug na bunku, v diploid-
nych kmefioch 2n by mal byt obsah DNA dvojnasobny,
v triploidnych trojndsobny, atd. V naSich experimentoch
sme zistovali stupeil ploidie na zdklade obsahu DNA v bun-
ke a porovnali s obsahom v Standardnych kmefioch. Refe-
renény haploidny kmefi S. cerevisiae IL8-8D obsahoval
26,9 ug DNA v 10° bunkéach, diploid S. cerevisiae DTXII
48,2 ug v 10° bunkdch. Na%e kmene s obsahom DNA
v rozmedzi 42 aZ 52 ug v 107 bunkdch sme urdili ako
diploidné. Uvedené v§sledky si priemerom z troch sta-
noveni.

Podmienkou tdspe3nej kultivacie fyziologicky odli%-
nych mikroorganizmov v kultivagénom prostredi je zna-
lost ich nérokov na pritomnost nevyhnutnych Zivin a
podmienok kultivdcie. Z v§sledkov testovania izolovanych
a porovndvacich kmertiov vyplyva, Ze vSetky Studované
kmene maji prototrofny charakter a nevyZaduja teda
pridavok rastovych latok do Kkultivainého prostredia.
Rastom na glycerolovej pdde potvrdili vSetky sledované
kvasinky charakter dychajicich (respiraéne kompetent-
nych) kmeiiov.

Citlivost a odolnost vo¢i antibiotikdAm patri k zaklad-
nym dediénym charakteristikdm kvasiniek, ktoré moZno
vyuZit ako znaky pri selekcii kmefiov s poZadovanymi
vlastnostami pripravenych technikami génov§ch mani-
puléacii. Sledovali sme rezistenciu na antibiotikd erytro-
mycin a mucidin. Z testovanych Kmenov bolo 10 odol-
nych voéi erytromycinu a 7 naii citlivych, vietky kmene
boli citlivé na pritomnost mucidinu v pdde.

Smrtiace kvasinky rodu Saccharomyces st charakte-
ristické produkciou extracelularneho proteinového toxi-
nu, ktory usmrcuje bunky citlivgch kmetiov pribuzného
typu [6]. Tieto mdéZu spdsobit znatné komplikdcie pri
vedeni fermentdcie, najmd ak kultdrne kvasinky sd vo&i
nim citlivé. V mnoZstve nad 2% dplne potladia rast
senzitivnych kmeiiov, €0 mé za nasledok nedostato&né
prekvasenie substrdtu a tym aj nizku kvalitu v§sledného
produktu [7]. Smrtiaca aktivita nebola zistend u Ziadne-
ho z testovan§ch kmefiov kvasiniek. kmene 1B, 6C, 11C
a FV1 boli neutrdlne, to znamend, Ze netvorili zény ani
na vrstve citlivého ani na vrstve smrtiaceho kmeiia.
Ostatné kmene moZno zaradif medzi citlivé kvasinky.

V predchddzajicich &astiach tohto prispevku bol na
zédklade testovania technologickych a biochemickych
vlastnosti vybrany kmefi S. cerevisiae 6C. Tento kmeii
vykazoval vyborné technologické, uspokojivé biochemic-
ké a Standardné genetické vlastnosti, a preto by mohol
byt priemyselne zaujimavy pre v§robu Sumivych vin.

4.3 ZAVER

U 10 kmefiov vinnych kvasiniek izolevan§ch z vin ju-
homoravskej vinohradnickej oblasti a 7 zbierkov§ch po-
rovndvacich kmetiov sme charakterizovali vybrané gene-
tické vlastnosti. Najvy$Sia sporulaéna efektivnost bola
zistend u kmetfia S. cerevisiae 13RVV. Ani jeden kmeifi
nevyZadoval pridavok rastovych latok do kultiva&ného
prostredia, kmene sa vyrazne neodlifovali v obsahu DNA
v jadre. Ziadny z izolovanych kmefiov nevykazoval
smrtiacu aktivitu, 4 zo sledovanych kmeiiov boli ne-
utrdlne, ostatné moZno zaradif medzi citlivé kmene.

Kmeii vytypovany pre moZné priemyselné vvuZitie pri
vyrobe Sumivych vin S. cerevisiae 6C preukdzal Itan-
dardné genetické vlastnosti a neodliSoval sa vyrazne
od v technol6gii sekunddrnych fermentécif beZne pouZi-
vaného kmeiia Bratislava 1.

Genetické charakteristiky celého sledovaného siiboru
kvasiniek dotvdraji komplexn§ obraz biotechnologic-
k¥ch vlastnost! kmefiov izolovanych z vin juhomorav-
skej vinohradnickej oblasti.
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U série vinnych kvasiniek izolovanych z dokvéasajicich
vin juhomoravskej vinohradnickej oblasti sa charakteri-
zovala sporulaénd schopnost, ndroky na rastové latky,
rezistencia k antibiotikdm, ploidia buniek a schopnost
dychania. V3etky sledované kmene boli prototrofné, dy-
chajice, diploidné, s pomerne nizkou sporulaénou schop-
nostou, pri€om nevykazovali smrtiacu aktivitu.

Muxanyakosa, C. - Maauk, $. - Mopsaiioa, E. - Boa-
nek B.: BHoTexHOoJOrHyeckHe CBOWCTBA NPOKIKEH, H30JH-
POBaHHBIX JJisi NOTPeGHOCTeli BTOPHYHOM (hepMEHTALMH BHHA.
4. vacte. leHeTHYeCKHe CBOMCTBA M30JHPOBAHHBLIX BHHHBIX
apoxxked. Kpac. mpym., 35, 1989, Ne 12, crp. 357—358.

Ilast cepHH BHHHBIX JPOXKKefl, H30JHPOBAHHHIX H3 106pa-
JKHBAWOLINX BHH BHHOrpajnHoil obaactu lOxuofi Mopasun,
OblIH  XapaKTepH30BaHL CHNOCOGHOCTL CnopooGpasopanus,
TpeGOBaHHA K POCTOBLIM BeIeCTBAM, YCTOHYHBOCTL B OT-
HOUIeHHH K aHTHOHOTHKAM, IVIOHAHS KJETOK H CMOCOGHOCTD -
AuiXauus. Bee ncesenoBaHHble mTaMmbl GbLTH npoToTpod-
Hble, ABIIAlIHE, NHMJICHIHBIE, ¢ OTHOCHTEJbHO HH3KOf CIo-
COGHOCTBIO CNOpPOOGPa30BaHHsA, NPHYEM HE [IOKa3LIBAJIH
CMEepPTOHOCHYIO aKTHBHOCTD.

Michal&ikova, S. - Malik, F. - Morvayova, E. - Vollek,
V.: Biotechnologic Properties o0f Yeasts Isolated for
Secondary Fermentatien of Wine. Part IV. Genetical
Properties of Isolated Wine-Making Yeasts. Kvas. prim.,
35, 1989, No. 12, pp. 357—358.

The spore formation, the necessity of growth factors,
the resistance to antibiotics, the cell ploidity and the
respiration ability were determined with the vyeasts
isolated from an after-fermentation of wines from the
South Moravia viticulture region. All the observed
strains were prototrophic, with respiration and diploi-
dic. Their sporulation ability was low. They have no
killing activity.

Michaltdkova, S. - Malik, F. - Morvayova, E. - Vollek,
V.: Biotechnologische Eigenschaften der fiir die Zwecke
der sekundiren Weinfermentation isolierten Hefen.
4. Teil. Genetische Eigenschaften der isolierten Wein-
hefen. Kvas. priim., 35, 1989, Nr. 12, S. 357—358.

Bei der Weinhefenserie, die aus nachgidrenden siid-
méhrischen Weinen isoliert wurde, wurden folgende
charakteristische Parameter bestimmt: Sporulations-
fahiekeit. Ansoriiche an Wachstumetnffe Recistenz ge-
geniiber Antibiotica, Ploiditdt der Zellen und Atmungs-
féhigkeit. Alle verfolgten Stdmme waren prototroph,
atmend, diploid, mit einer relativ niedrigen Sporulations-
fahigkeit, ohne dabei die lethale Aktivitdt aufzuweisen.




