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DRUHOVE ZASTOUPENI
MIKROORGANISMU
V PEKARSKYCH KVASECH
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Markéta Markvartova, Miloslava Kavkova
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MICROBIAL SPECIES COMPOSITION
OF THE SOURDOUGHS

Abstrakt

Kvasy predstavuji heterogenni a zivné prostiedi
pro tfadu mikroorganismi. Druhové slozeni bakterii
a kvasinek kolonizujicich kvasy je ovlivhéno mnoha
faktory. U souboru 13 kvasi jsme sledovali zakladni
vlastnosti, jako je pH, typ pouzZivané mouky ¢i prostredi,
ve kterém je kvas zpracovavan. Z kvast jsme ziskali
priblizné 500 izolath, které byly zatazeny do 17 druhti
bakterii mlé¢ného ¢i octového kvaseni a 11 druht

kvasinek. V analyzovanych vzorcich se spolecné vy-
skytovaly nejcastéji tfi druhy bakterii spolu s jednim az
dvéma druhy kvasinek. Nejcasteji zastoupenym bakterial-
nim druhem byl Lactiplantibacillus plantarum, v ptipadé
kvasinek to pak byla kvasinka Saccharomyces cerevisiae.
Statisticka analyza ziskanych vysledki pak ukéazala, ze
dalezitym faktorem ovliviiujicim druhovou rozmanitost
naSeho souboru kvast je pouze druh pouZivané mouky.

Klicova slova: kvas, bakterie mlé¢ného kvaSeni, kva-
sinky

Abstract

The sourdough comprise heterogenic and nutritive
environment for many microorganisms such as bacteria
and yeasts. The microbial composition of the sourdough
is affected by many factors. In our study we evaluated
13 sourdoughs, which varied in pH, the type of flour, and
their origin. Totally, 500 isolates of 17 lactic or acetic
acid bacteria species and 11 yeast species were isolat-
ed, cultured and identified by phenotypic and molecular
methods. Lactiplantibacillus plantarum and Saccharo-
myces cerevisiae were identified as the most abundant
bacteria and yeast species, respectively. Statistical ana-
lysis revealed the type of flour is the main factor deter-
mining the microbial variability in obtained sourdough
samples.

Keywords: sourdough, lactic acid bacteria, yeasts

1. Uvod

Pekatské vyrobky, predevS§im pak chléb, patii mezi
zakladni lidské potraviny. PouZiti kvasné technologie pro
vyrobu chleba se traduje od doby pred vice nez Sesti ti-
sici lety. Dodnes patii kvaskovy chléb k vyhledavanym
pekarskym produktim, u nas i v zahranici, predevsim pro
své nutricni a organoleptické vlastnosti a v neposledni
fadé pro svoji chut (De Vuyst a Neysens, 2005; Poutanen,
Flander a Katina, 2009; Galle a Arendt, 2014; Ginzle,
2014; Landis et al., 2021). Kvas ¢i kvasek predstavuje
heterogenni a Zivné prostiedi pro fadu mikroorganismu,
jako jsou bakterie a kvasinky.

Druhové sloZeni bakterii a kvasinek v kvasu je
ovlivnéno mnoha faktory, jako jsou napfiklad druh
pouzivané mouky, pH, teplota a technologicky postup
zpracovani kvasu (Meroth, Hammes a Hertel, 2003;
Vogelmann et al., 2009; Vrancken et al., 2010, 2011;
Minervini et al., 2012; Lin a Ginzle, 2014). Dale ale také
faktory, které jsou kontrolovatelné pouze do urcité miry.
Mezi né patfi napriklad kontaminace mikroorganismy
z prostfedi, ve kterém je kvas zpracovavan (De Vuyst
et al., 2009; Di Cagno et al., 2014).

NejcastéjSimi mikroorganismy, které se v kvasech
vyskytuji, jsou bakterie mlécného kvaseni (BMK),
nejcastéji druhy Fructilactobacillus sanfranciscensis
a Lactiplantibacillus plantarum. Velmi castymi jsou také
bakterie z roda Leuconostoc, Weissella a Pediococcus,

10

MLEKARSKE LISTY 189, VOL. 32, No. 6



VEDA, VYZKUM

méné Castymi jsou pak bakterie z rodu Lactococcus,
Enterococcus a Streptococcus (De Vuyst a Neysens,
2005; De Vuyst a Vancanneyt, 2007; Savic¢ et al., 2007;
Ginzle a Ripari, 2016; Landis et al., 2021). Nejcastéjsimi
kvasinkami, které jsou v kvasech identifikovany, jsou
kvasinky z rodu Saccharomyces, nejcastéji Saccharo-
myces cerevisiae. Jako dalsi jsou z kvast izolovany kva-
sinky z rodu Candida, Kazachstania a Pichia, mén¢ Casto
pak Hanseniaspora, Wickerhamomyces ¢i Naumovozyma
(Corsetti et al., 2001; Gullo et al., 2003; Lhomme et al.,
2016; Gaglio, Alfonzo a Francesca, 2017; Landis et al.,
2021).

Bakterie a kvasinky jsou v soucasné dobé urovany
prevazné na zdkladé morfologickych vlastnosti jejich
kolonii na pevné matrici (pid€), ¢i bunék v mikrosko-
pickém obraze. Déle se rody a druhy urcuji dle fenoty-
povych vlastnosti, chemotaxonomie a v neposledni fadé
také za pouziti molekuldrné-biologickych metod. Mezi
nejcastéji pouzivané molekularni metody patii identifi-
kace organismu na zdklad€ nukleotidové sekvence DNA,
¢i RNA za pouZiti polymerazové fetézové reakce (PCR).
Pomoci univerzalnich, nebo specifickych sad primert
je amplifikovan pfislusny dsek genu (¢i genil), ktery
je nasledné sekvencovan. K presnému urceni druhu je
u bakterii nejcastéji pouzivana sekvence casti 16S rDNA

Tab. 1 Pldy poutzité pro izolaci bakterii a kvasinek z kvasu

genu, u kvasinek pak Internal Trascribed Spacer (ITS)
(Weisburg et al., 1991; Schoch et al., 2012).

Cilem této studie bylo vyhodnotit a vzajemné porovnat
druhovou diverzitu mikrobidlniho sloZeni u souboru
tuzemskych kvast. OdlisSné sloZeni vzhledem k typu
mouky, raiznému pH a ptivodu kvasu byly hlavnimi para-
metry, u kterych jsme predpokladali, Ze budou druhové
spektrum bakterii a kvasinek v kvasech ovliviiovat.
V neposledni fad€ nas zajimalo, zda je celkova druhova
rozmanitost v kvasu ovlivnéna stejnymi parametry.

2. Material a metody

2.1. Soubor poufitych kvasu

Kvasy (souhrn v tabulce 4) byly ziskdny na zéakladé
poptivky naSi laboratofe z malych pekaren (AM,
BAK, DNV, DR, MK, PENO), ¢i od jednotlivca (DUA,
DVZ, DZU, MAT, PEM, REL, SAL). Cast kvasu byla
zamrazena (cca 20 g) v —70 °C pro pripadné budouci
pouziti. Navazka 2 g kvasu byla odebrana pro mikrobio-
logickou kontrolu a izolaci mikroorganismi a ¢ast kvasu
(cca 5 g) byla pouZita pro stanoveni hodnot pH. Pokud
kvas nebyl aktivni, doSlo k jeho oZiveni dle postupu uve-
deného dodavatelem a odbéry byly ucinény poté, co byl
kvas v dobré kondici.

Skupina MO  Pida SloZeni/zdroj Suplement Kultivace
bakterie FHN Proteose pepton (Oxoid) 10 g, Lab lemco (Oxoid) 10 g, Kvasn. | vancomycine (50 mg/L) 30 °C, anaerobni, 5 dni
autolyzat 1 g, manitol 20 g, MgS04 x 7H20 0,1g, MnSQ4 x 4H20 | kyselina nalidixové
0,1 g, Tween 80 1 ml, 1M acetdtovy pufr (pH 5,4) 200 ml (1M (40 mg/L)
CHsCOOH 29 ml + 1M CHsCOONa 171 ml), agar 15 g, destil.
voda 990 ml
GM17 M17 agar (Oxoid) glukéza (1 % wt/vol) 25 °C, aerobni, 5 dni
sachardza (5 % wt/vol)
pimaricin (18 U/ml)
HiCrome Nickels | Himedia 25 °C, aerobni, 5 dni
and Leesment
Lactic Bacteria Himedia 30 °C, anaerobni, 5 dni
Differential Broth
MRS - MFR MRS agar (Merck) maltdza, fruktoza, ribdza 30 °C, anaerobni, 5 dni
(vSe 1 % wt/vol)
MRS - FGMG Proteose tryptone (Oxoid) 10 g, Lab lemco (Oxoid) 10 g, fruktdza, glukéza, maltéza, 30 °C, anaerobni, 5 dni
Kv. extrakt 4 g, K2HPO4 2g, MgS04 x 7H20 0,1g, MnS04 x 4H20 | (kazdy 0,7 % wt/vol)
0,1 g, Tween 80 1 ml, NH4 citrdt 2g, destil. voda 900 ml, pH 5,6, | a glukondt sodny
agar12 g (0,2 % wt/vol)
M103 APT broth (Himedia) 46,2 g, Maltosa 7 g, Fruktosa 7 g, pimaricin (18 U/ml) 30 °C, anaerobni, 5 dni
Glukondt sodny 2 g, agar 12 g, destil.voda 1000 ml, pH 6,3 cystein HCL (0,05 % wt/vol)
M225 Malt extrakt (Merck) 25 g, Kvasn.extrakt 3 g, Cerstvy kvasn. 30 °C, anaerobni, 5 dni
extrakt 15 ml, Tween 80 0,3 ml, Trypton 6 g, agar 12 g, destil.
voda 1000 ml, pH 5,6
SACH Tryptone 10 g, Lab lemco(Oxoid) 8 g, Kv. extrakt 4 g, sacharoza (5 % wt/vol) 30 °C, anaerobni, 5 dni
K2HPQ4 2 g, Tween 80 1 ml, NH4 citrat 2 g, Octan sodny 5 g,
MgS04 x 7H20 0,2 g, MnS04 x 4H20 0,04 g, agar 12 g, pH 6,8,
destil. voda 900 ml
WYD Wheat peptone (Sigma Aldrich 93492) 10 g, Kvasnicny extrakt 30 °C, anaerobni, 5 dni
5 g, glukoza 20 g, agar 12 g, destil. voda 1000 ml
kvasinky MEA Himedia 25 °C, aerobni, 5 dni
SDA Trypton 5 g, masovy pepton 5 g, glukéza 40 g, agar 15 g, pH 5,6 | chloramfenikol (20 pg/ml) 25 °C, aerobni, 5 dni
WYD Wheat peptone (Sigma Aldrich 93492) 10 g, Kvasnicny extrakt | chloramfenikol (20 pg/ml) 25 °C, aerobni, 5 dni
5 g, glukoza 20 g, agar 12 g, destil. voda 1000 ml
WYM Wheat peptone (Sigma Aldrich 93492) 10 g, Kvasnicny extrakt | chloramfenikol (20 wg/ml) 25 °C, aerobni, 5 dni
5 g, maltdza 10 g, agar 12 g, destil. voda 1000 ml
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2.2. Izolace bakterii a kvasinek

Dva gramy kvasu uréeného pro izolaci mikroorganismu
v ném obsazenych byly zpracovany dle nasledujiciho
protokolu: do sterilni vaZenky byl navdZen vzorek
a dale ve sterilni tfeci misce homogenizovan v 18ml
roztoku citronanu sodného (2 % wt/vol). Po homogeni-
zaci a priprave fedici fady vzorku byla provedena izolace
a stanoveni po¢tu mikroorganismi (KTJ/g) na vybranych
zivnych pudéach vhodnych pro bakterie, ¢i kvasinky (ta-
bulka 1). Tti aZ deset kolonii z kazdého druhu Zivné pudy
bylo vybrano na zdkladé morfologickych vlastnosti ¢i
dle preferenci laboratorniho persondlu. Jednotlivé kolo-
nie byly pomoci sterilni klicky preneseny do pfislusného
kultiva¢niho media a inkubovany pfes noc.

2.3. Identifikace mikroorganismii

Z narostlé suspenze byla ¢ast odebrana a zamrazena
v glycerolu (2 x 200 ul) a zbytek kultury byl centrifu-
govan 4000 rpm, 2 min a vznikld peleta pouZita pro
izolaci DNA. Taxonomickd prislusnost jednotlivych
izolatd byla urcena na zakladé sekvence molekuldrnich
markerti: 16 S SSU rDNA pro bakterie: primery fD1 (5° —
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")arP2 (5" - ACG-
GCTACCTTGTTACGACTT - 3°) (Weisburg et al.,
1991), oblast zahrnujici oba ITS regiony a 5.8S rDNA
pro kvasinky: primery ITS1f (5" — CTT GGT CAT TTA
GAG GAA GTA A-3")alTS4 (5" - TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC - 3" ) (Gardes a Bruns, 1993; White
et al., 1990). Bakteridlni DNA byla izolovana pomoci
DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (Qiagen) podle
pokynti uvedenych v uzivatelském navodu. Kvasinkova
DNA byla izolovana nésledovné: do pfipravenych mi-
krozkumavek obsahujicich malé mnozstvi kfemicitého
pisku bylo nasledné odebrano priblizné po 5 ul pelety
pomoci mikropitety. Do kazdé mikrozkumavky bylo
pridano 20 ul 0,5 M NaOH a ty byly nasledné preneseny
na Mo Bio Vortex adapter. Po upevnéni adaptéru k Vor-
texu byly vzorky v mikrozkumavkach homogenizovany
(maximalni vykon, 5 min.). Po ukonceni homogenizace
byly vzorky centrifugovany (12000 rpm, 2 min.), super-
natanty odebrany do Cistych mikrozkumavek a néasledné
10x fedény pomoci 10 mM Tris-Cl (pH 8,5). Polymera-
zova fetézova reakce (PCR) byla provadéna za pouziti
PPP Master mixu 2x konc. (Top-Bio), vody a prisluSnych
primerd za nasledujicich podminek: 95 °C, 300 s; 35x
(95 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 90 s); 72 °C, 300 s.
Poté byla provedena kontrola amplifikace pomoci gelové
elektroforézy v 1 % agarézovém gelu, jako marker byl
pouzit GeneRulerTM DNA Ladder Mix. Elektroforéza
probihala pti 80 V. Vzorky DNA urcené pro sekvenaci
byly oSetfeny pomoci ExoSAP-ITTM (AppliedBiosys-
tems, Thermo Fisher Scientific) v poméru 1:10. K 15 pl
této smési byly pak pfidany 2 pl sekvenacniho prime-
ru (prislusny forward primer) a odeslany k sekvenacni
analyze do Eurofins Genomic Germany GmbH (Ebers-
berg, Némecko). Kvalita ziskanych sekvenci byla
oveéfena pomoci softwaru Geneious Prime (Biomatters,

USA) a ziskané sekvence byly porovnany s databdzemi
pomoci sluzby BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi).

2.4. Statistické zhodnoceni

Ziskana data byla zpracovana a analyzovana v progra-
mu Statistica Software verze 12.0. Pfi testovani sily vlivu
faktori, jako jsou druh mouky a pH, byla pouZita analyza
hlavnich komponent. K testovani variability mezi daty
v pfipadé€ riiznych druhii mikroorganismi z kvast byla
pouzita ANCOVA (analyza kovariance), kde pH hodnota
kvast byla brana jako kovariat. Data byla zpracovana pfi
hladin€é vyznamnosti o < 0,05.

3. Vysledky a diskuze

Z tfinacti kvasi bylo izolovano cca 500 izolath, ze
kterych bylo nésledné identifikovano 17 raznych druhti
bakterii (tabulka 2) a 11 rdznych druht kvasinek (tabulka
3). Nejcastéji izolovanym bakteridlnim druhem byl Lac-
tiplantibacillus plantarum, ktery se vyskytoval v deviti
kvasech (69 %). Jako dalsi v poradi byl izolovan Fructi-
lactobacillus sanfranciscensis v Sesti kvasech (46 %). Tyto
vysledky koresponduji s jiz publikovanymi vysledky, kdy
jsou tyto dva druhy v kvasech identifikovany nejcastéji
(De Vuyst a Neysens, 2005; De Vuyst a Vancanneyt, 2007;
Savi¢ et al., 2007; Ginzle a Ripari, 2016; Landis et al.,
2021). Déle byly izolovany bakterie Levilactobacillus
brevis v 5 kvasech (38 %), Companilactobacillus parali-
mentarius a Levilactobacillus zymae oba ve tfech kvasech
(23 %). Ve dvou kvasech (15 %) jsme také identifikovali
Companilactobacillus mindensis, Furfurilactobacillus
rossiae, Lacticaseibacillus paracasei a bakterii pattici do

Tab. 2 Bakterie izolované z kvasti

Acetobacter malorum MAT, PEM

Bombilactobacillus bombi PENO

Companilactobacillus crustorum DvZ

Companilactobacillus mindensis BAK, DR

Companilactobacillus nantensis DUA

Companilactobacillus paralimentarius AM, REL, SAL

Fructilactobacillus sanfranciscensis BAK, DNV, MAT, MK, PEM, SAL

Furfurilactobacillus rossiae DzU, PEM

Lacticaseibacillus paracasei AM, DR

Lactiplantibacillus xiangfangensis SAL

Lactiplantibacilus plantarum AM, DNV, DR, DVZ, DUA, DZU,
MK, PEM, REL

Levilactobacillus brevis AM, DVZ, DUA, DZU, REL

Levilactobacillus zymae BAK, MK, SAL

Limosilactobacillus pontis PENO

Staphylococcus epidermis MAT, SAL

Staphylococcus warneri DVZ, MAT

Staphylococcus saprophyticus Dvz

12
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Tab. 3 Kvasinky izolované z kvasu

Kazachstania humilis BAK, MAT, MK

Kazachstania pseudohumilis MAT, PEM, SAL
Kazachstania unispora AM, DNV, DUA

Naumovozyma castelii AM

Pichia fermentans DNV, DUA, REL
Pichia membranifaciens AM

Saccharomyces bayanus/pastorianus MAT

DR, DVZ, DZU, MAT, MK, PEM,
PENO, REL, SAL

Saccharomyces uvarum PEM
PENO

Saccharomyces cerevisiae

Yamadazyma triangularis

skupiny bakterii octového kvaseni Acetobacter malorum.
Companilactobacillus crustorum, Companilactobacillus
nantensis a Limosilactobacillus pontis jsme izolovali
vzdy z jediného kvasu. Diky velkému poctu elektivnich
pld se nam déle podafrilo izolovat v kvasu dosud neidenti-
fikované Bombilactobacillus bombi a Lactiplantibacillus
xiangfangensis. Ze tii kvasu jsme také izolovali bakterie
z rodu Staphylococcus.

Ze souboru kvast se nam podafilo izolovat 11 druht
kvasinek (tabulka 3). Dominujicim druhem byla Sac-
charomyces cerevisiae, kterd byla pritomna v deviti
kvasech (69 %), coz je ve shodé
s jiz publikovanymi vysledky
(Boyaci-Gunduz a Erten, 2020).
Déle jsme ve tfech kvasech (23 %)
identifikovali Kazachstania humi-

Plivod (pekarna, misto)
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Obr. 1 Zavislost druhového zastoupeni mikroorganismu
v kvasech na hlavnich faktorech: pH, typ mouky,
a ptivod (PCA — analyza hlavnich komponent,
p<0,05). B1a — druhova rozmanitost bakteri;
Y1a — druhovd rozmanitost kvasinek

kvasu SAL a S. warneri a S. saprophyticus v pripadé
kvasu DVZ. Nejvice riznych druha bakterii patficich do
kvasné mikroflory obsahovaly kvasy AM a PEM. Nejvice

Tab. 4 Informace o kvasech a souhrn vysledku

Pocet druhii
celkovy pocet (KTJ/g)

bakterii

Akronym

kvasinek

lis, Kazachstania pseudohumilis, . 3 4
Kazachstania unispora a Pichia | Ambrosia (Tabor) AM jlecnd | 380 |4 05107 | 1,0x10°
fermentans. Kvasinky Naumovo- ) o itnd, 1 3
zyma castelii, Pichia membrani- SR R I DZ] psenicnd 4,36 2,0x107 5,3x108
faciens a Saccharomyces uvarum . y y jitnd 1 3
. . , M . Pekarna Drzkov (Drzko DR woixs | 4,00
byly identifikovany vzdy v jednom rakov (Drzkov) psenicna 1,0x10° | 1,0x10°
kvasu. Také se ndm podafilo izolo- . o Zitnd 2 3
X o Soukromad osoba (Cesky Krumlov) DUA o | 3,80
vat kvasinku z fadu Saccharomy- [ESEETE 3,5x107 | 2,9x10°
cetales. UrCeni presného druhu této : P _— 1 5
) " | Soukromd osoba (Hlincova Hora) DvzZ Zitnd 3,71 13x10¢ 2 5x10°
kvasinky by presahovalo mozZnosti ’ ’
této studie, nejvyssi BLAST hit se | pyné na Ving (Tabor) DNV Spaldovd | 370 | 0§1 0 y 0)2(1 08
shodoval se sekvenci ITS ziskané ' '
. < . Zitna, 3 3
z kvasinky oznacené Saccl.zaro- Soukroma osoba (Praha) MAT pienicna 38 | g0 1.0x10°
myces cf. bayanus/pastorianus . ‘
culture CBS:375, rozhodli jsme se | Pekarna lvanka (Moravsky Krumlov) MK Zitnd 4,80 1.0x108 1.0x108
pro jednodussi oznaceni Saccha- 1 3
romyces bayanus/pastorianis. Pekaistvi Bayer, s.r.0. (Plzefi) BAK Zitna 3,66 18107 9,9x10°
Druhov€ nejrozmanitéjsi byl 2 2
kvas AM (tabulka 4). Nejvyssi Pekarna Novosedly (Novosedly n. NeZarkou) PENO Zitnd 3,76 106105 6.2x108
pocet riznych druhd bakterii byl Soukrom osoba (Valasské Kiobouk bEN Sitng 282 3 4
izolovan z kvasu SAL a DVZ, ale oukromd osoba (ValaSske Klobouky) ana ’ 1,0x108 1,0x10°
k druhové rozmanitosti v téchto ) s Zitnd 2 3
. 5 .| Soukromad osoba (Pland n. LuZnici REL .| 3,99
kvasech prispély i dva zastupci ( L psenicnd 1Ix10° | 5,1x10°
kontaminujic -mlkro-ﬂpry —V:S'tapv- Soukroma osoba (Borsov n. Vltavou) SAL szétrﬁzn 4373 7)2(1 o | s 5)5(1 0
hylococcus epidermidis v ptipadé P ’ ’
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riznych druhd kvasinek bylo identifikovano v kvasech
AM a PEM.

Dale jsme sledovali, zda je druhovd rozmanitost
ovlivnéna tfemi zdkladnimi faktory — druhem pouZivané
mouky, pH a pivodem kvasu. Statisticka analyza odhalila
jako prukazny pouze faktor druh mouky (F,19) = 2,2959
pro bakterie a F(;.19)= 4,57 pro kvasinky), pH (F,19)= 1,24
pro bakterie a F(i-19) = 1,24 pro kvasinky) ani piivod kvasu
(F1,190 = 1,50 pro bakterie a Fi.19) = 1,48 pro kvasinky)
nemély statisticky prikazny vliv na druhovou rozmani-
tost kvasu (obrazek 1).

NaSe vysledky podporuji diive publikované studie
uvadejici pouzity druh mouky jako dialezity faktor dru-
hového zastoupeni mikroorganismt v kvasech (Meroth,
Hammes a Hertel, 2003; Vogelmann et al, 2009;
Vrancken et al., 2010, 2011; Minervini et al., 2012; Lin
a Ginzle, 2014).

Je mozné, 7e i pres pouziti vysokého poctu elek-
tivnich pid se nam z kvast nepodafilo izolovat vSechny
druhy bakterii a kvasinek a nasSe vysledky tedy nemusi
byt zcela uplné. Stanovit skutecné celkovy mikrobiom
kvasu je technicky velice narocné, pouziti molekularné-
biologickych metod by mohlo byt moZznym feSenim,
napiiklad pomoci tzv. shotgun metagenomic sekvenovani
(Landis et al., 2021), pripadné za pouZziti ekonomictéjsi
varianty PCR nésledované analyzou kfivek tani (Ponto-
nio et al., 2017), idealné kombinaci nékolika technik,
jelikoz kazda z metod nese urcitd omezeni ¢i falesné
pozitivni/negativni vystupy.

Podékovdni:

Prace vznikla za podpory Program aplikovaného vyz-
kumu Ministerstva zemédé@lstvi, projekty QK1910036
a QK19110024.
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