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ABSTRAKT

Cilem této prace byla izolace kvasinky Saccharomyces cerevisiae z povrchu bobuli
révy vinné odrad Malverina a Sauvignon. Pro identifikaci izolovanych kvasinek byla vyuzita
metoda PCR-RFLP. Polymerazovou fetézovou reakci byl amplifikovan usek 5,8S ITS rDNA,
ohraniCeny primery ITS1 a ITS4. Pro naslednou restrik&ni analyzu byly vyuzZity endonukleazy
Haelll, Hhal, Hinfl a Taql. Vysledky byly zpracovany UPGMA shlukovou analyzou

v programu BioNumerics.

Dominantnimi kvasinkami na povrchu bobuli odridy Malverina byly kvasinky rodu
Brettanomyces/Dekkera, zatimco na povrchu bobuli odriidy Sauvignon byly dominantni
kvasinky rodu Pichia. Druh Saccharomyces cerevisiae nebyl izolovan ze zadné z téchto dvou
odrld.

ABSTRACT

The aim of this work was to isolate the Saccharomyces cerevisiae yeast from the
surface of wine grapes of the Malverina and Sauvignon varieties. Isolated yeasts were
identified by the PCR-RFLP method. 5,8S ITS rDNA was amplified using PCR, and
restricition endonucleases Haelll, Hhal, Hinfl and Taql were used for the restriction analysis
which followed. The results were processed by UPGMA cluster analysis using the

BioNumerics programme.

The dominant genus on the surface of the Malverina variety grapes was
Brettanomyces/Dekkera, while on the surface of the Sauvignon grapes we found mainly
yeasts of the Pichia genus. The Saccharomyces cerevisiae species was not isolated from

any of the two grape varieties.
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1 UvoD

Hrozny, most i vino maji svou vlastni, velmi bohatou mikrofléru, ke které patfi
kvasinky, bakterie a vlaknité houby. Jeji sloZeni zavisi na raznych faktorech, jako je napf.
mnozstvi srazek, teplota, ¢ agrochemické zasahy. V pfipadé hroznu je slozeni mikroflory
také ovlivnéno stupném jejich zralosti a fyziologickym stavem. Zastoupeni kvasinek je u nijak

neposkozenych bobuli odliSné nez u bobuli s porusenou slupkou, ¢i napadenych plisni.

Kvasinky Ize identifikovat mikroskopickymi (svételna, fluorescencéni &i elektronova
mikroskopie), biochemickymi (sledovani asimilace rGznych uhlikatych substratl, potfeby

rstovych faktoru, ¢i tolerance k ethanolu) i molekularné-genetickymi metodami.

Cilem této prace byla izolace a identifikace kvasinky Saccharomyces cerevisiae
z bobuli vinné révy odrdd Malverina a Sauvignon. Pro dosazeni tohoto cile byla vyuzita
metoda PCR-RFLP, patfici mezi molekularné genetické metody. Je zaloZena na amplifikaci
urcité sekvence DNA, v naSem pfipadé useku 5,8S — rDNA, vymezeného primery ITS1
a ITS4, a jeho Stépeni restrikénimi endonukleazami na fragmenty specifické pro riizné rody

a druhy kvasinek. Pro tuto praci byly vyuzity endonukleazy Haelll, Hhal, Hinfl a Taql.

Ziskané fragmenty byly vizualizovany elektroforeticky a zpracovany v programu
BioNumerics UPGMA shlukovou analyzou, jejimz vystupem byly dendrogramy genetické
podobnosti. Délky restrikénich fragmentl vS8ech zkoumanych vzorkl byly také srovnany
s odbornymi &lanky a fakultni databazi, a na zakladé tohoto srovnani byly izolované kultury

zarazeny k pfisluSnym roddm a druhtim.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vino

Vino bylo povazovano za zdravy napoj jiz od starovéku. Obsahuje mnoho zdravi
prospésSnych latek, napf. flavonoidy, vitaminy, aminokyseliny, mineralni latky a stopové
prvky. Bylo také dokazano, ze pravidelna konzumace malého mnozstvi vina (maximalné 4 di
denné u muzl a 2 dl denné u Zen) snizuje krevni tlak a hladinu LDL cholesterolu a naopak

zvySuje hladinu HDL cholesterolu. Vino také zdUraznuje chut jidla a napomaha traveni.

Jeho vyroba je ovSem naro¢ny proces, protoZe vlastnosti zakladni suroviny, vinnych
hroznu, zavisi na klimatickych podminkach, které jsou kazdy rok jiné, a tim padem i obsah
riznych chemickych latek, napf. cukrd a kyselin, je kazdy rok odliSny. Razné druhy vin také

maji specifické potfeby a pozadavky na vyrobu. [3, 7, 21]

211 Technologie vyroby vina

2.1.1.1 Zpracovani hrozni na most

Vyrobu vina Ize rozdélit do dvou ¢asti, a to zpracovani hroznii na most a zpracovani
mostu na vino. Prvnim krokem pfi zpracovani hroznl je sklizefi. Jeji zacatek je urcen
vyzralosti hroznl (pokud by hrozny byly nedostatec¢né vyzralé, hrozi problémy s kvasenim
kvuli nedostate€énému mnozstvi vyuzitelného dusiku), jejich zdravotnim stavem, a také
pozadovanym typem vina. Sklizefi by méla probihat pfi suchém pocasi, jinak hrozi nafedéni

mostu vodou z povrchu orosenych hroznu. [7, 8]

Po sklizni nasleduje zpracovani hroznii na most. Tato faze vyroby, ktera by zaroven
meéla probéhnout ve stejny den jako sklizen, zac¢ina dopravou a prejimkou hrozn(. PFi
dopravé by nemélo dojit k mechanickému poskozeni hroznl. Poskozené bobule jsou
citlivéjSi na napadeni mikroorganismy a nachylnéj$i k nezadoucim biochemickym dé&jum,
jako je napf. naocténi, neboli pfeména cukrd na kyselinu octovou plsobenim octovych
bakterii. Zabranit mechanickému poSkozeni pfi manipulaci s hrozny lze vyuZzitim samospadu
¢i pasovych dopravnikl. Je-li nutné pouzit potrubi a hadice, oboji by mély mit velky priarez.
[2, 9]



DalSi fazi vyroby vina je odstopkovani. Jedna se o oddéleni bobuli od tfapin, a jeho
ucelem je zabranit extrakci nezadoucich latek (zejména fenoll a chlorofyl(l) ze stopek hroznu

do mostu, a tim padem i zamezit vzniku nezadoucich senzorickych viastnosti. [2, 9]

1 nNaxvasovan! nrut
vena vino)

/ \"L‘l' --
DIk vino I prm—— Q —
?J < )\ .

177 w5 OO (0
Obréazek 1: Zjednodusené schéma vyroby vina [3]
Odstopkované hrozny jsou poté mlety. Mletim bobuli vznikd rmut, neboli smés
rozdrcenych bobuli, semen a zbytku tfapin, které nebyly odstranény pfi odstopkovani. Mleti
musi probéhnout tak, aby vytéZek mostu byl co nejvy$Si, ale zaroven nesmi dojit k rozdrceni

semen a tfapin, které by mélo za nasledek zhordeni senzorickych vlastnosti mostu a pozdé;ji

i vyrobeného vina.

Mleti je nasledovano odzriiovanim, tedy oddélovanim semen od rmutu na vystiracich
nebo odstfedivkovych odzriiovadich, kdy jsou semena zachycovana v perforovaném valici,
a rmut je zachycen do sbérné nadrze. U &ervenych vin je rmut provzdusnén a nakvasen
(macerovan), u bilych vin je tento postup provadén jen zfidka a kratS§i dobu nez u vin
Cervenych. Macerace probiha v otevienych dfevénych &i plastovych kadich, nadobach
s ponornym rodtem pro zachyceni matolin, nebo v uzavienych dubovych kadich s poklopem

pro plnéni v horni ¢asti a se dvifky pro vyprazdnéni ve sténé nadoby. [22]

Po nakva$eni je rmut scezovan — oddéli se nejkvalitngjsi ¢ast mostu, tzv. samotok,
od tuhych zbytk( bobuli, tzv. matolin. Matoliny jsou nasledné lisovany a je ziskana dalsi
frakce mostu. Proces probiha pomalu, s obasnym pferusenim. Vylisované matoliny nesmi
v lisu zUstat dlouho, jinak hrozi kontaminace mostu bakteriemi a jeho nasledné octovaténi,

pfipadné i zapafeni matolin a mnozZeni octovych musek. [2, 9]

2.1.1.2 Kvaseni mostu

Po zpracovani hroznli na most nasleduje kvaseni. Pokud je to nutné, mize byt pred
kvasenim upraven napf. obsah cukru v mostu nebo jeho kyselost metodami pfesné uréenymi
pfisludnou legislativou, konkrétné zakonem ¢&. 321/2004 Sbirky o vinohradnictvi a vinarstvi,

a nafizenim Evropského Parlamentu a Rady €. 1308/2013.



Dale se provadi sifeni mostu, tedy pridavek oxidu sifi¢itého, slouzici k inaktivaci
oxida¢nich enzym( a nezadoucich mikroorganismu. Sifeni ma pfiznivy vliv jak na prabéh
kva$eni, tak i na senzorické vlastnosti vina. Oxid sifiity je vSak také alergen, ktery muaze
u citlivéjSich jedincu zpusobovat zdravotni problémy. Jsou proto testovany rizné metody,

které by mohly sifeni nahradit. [8, 9, 20]

Pfi samotné fermentaci jsou cukry v mostu metabolizovany nejprve glykolyzou na
pyruvat. Na tuto metabolickou drahu navazuje dekarboxylace pyruvatu na acetaldehyd, ktera

je nasledovana redukci acetaldehydu na ethanol. [14]

V soucasnosti jsou pfi vyrobé vina vyuzivany dva zplUsoby fermentace: fizena
a spontanni. Pro spontanni fermentaci jsou vyuzivany tzv. divoké kvasinky, tedy kvasinky
pfirozené pfitomné v mostu. V pocatecni fazi spontanniho kvaseni prevladaji nad rodem
Saccharomyces divoké kvasinky jinych rodl, ale po zvySeni obsahu ethanolu se prosadi

Saccharomyces cerevisiae, ktera je proti jeho vy$§im koncentracim odolné&jsi. [14]

Pfi fizené fermentaci je most zasifen a nasledné zaoCkovan komeréni kulturou
Saccharomyces cerevisiae. Tento postup zabranuje prosazeni nezadoucich kvasinek
a znehodnoceni vina, ale nedavné studie zjistily, Zze vina vyrobena pomoci Ffizené
fermentace mohou mit chudSi aromaticky profil, nez vina vyrobena pomoci fermentace
spontanni. Probihaji tedy proto studie zkoumajici kvalitu vina vyrobeného z mostu
zaoCkovaného smésnou kulturou, obsahujici kromé rodu Saccharomyces také kvasinky rodu
Lachancea, Metschnikowia, Torulaspora &i Pichia, nebo vina, u kterych byl most nejprve
zaockovan smésnou kulturou vy3e uvedenych kvasinek, a kultura Saccharomyces cerevisiae

byla pfidana pozdéji. Obé& metody poskytly vina s unikatnim aroma. [14, 15]

Proces kvaSeni lze rozdélit do tfi fazi, pfimo souvisejicich s rastovymi fazemi
kvasinkové populace. Prvni znich je latence neboli adaptace, nasledovana fazi
exponencialniho rlstu. Tato faze trva 3 — 6 dni, vznika pfi ni pfiblizné tfetina obsahu
ethanolu a spotfebuje se vétSina Zivin. Exponencialni rist je nasledovan stacionarni fazi,
trvajici 2 — 10 dni. Vznikaji zbyvajici dvé tfetiny obsahu ethanolu a zastavuje se rist
kvasinek. Se zvySujici se koncentraci ethanolu, nedostatkem Zivin a s osmotickym
a ethanolovym stresem pfechazi faze stacionarni do faze odumirani a fermentace postupné
kondci. [14].

2.1.1.3 Zrani a Skoleni vina

Béhem zrani vina probihaji dalSi biochemické procesy ovliviiujici organoleptické

vvvvvv

jable€né na kyselinu mlécnou, vyluCovani vinného kamene a procesy samocisténi vina.
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Dochazi také k autolyze kvasinek a uvolnéni buketnich latek z jejich odumfelych bunék.

U bilych vin byva obvykle zrani dlouhé pul roku az dva roky. [8, 9, 14]

Po ukonCeni zrani vina nasleduje jeho Skoleni. Jedna se o soubor uprav, které
dotvafi organoleptické vlastnosti vina. Prvni z téchto Uprav je Cifeni, tedy srazeni tfislovin,
téZkych kovl a jemnych koloidnich latek. Nasleduje stabilizace, ktera zahrnuje adsorpci
zbylych koloidnich latek na bentonit a chlazeni na teplotu blizkou 0 °C, které vyvola srazeni
hydrogenvinanu draselného. Poslednim krokem pfi Skoleni vina je pasterace a filtrace.

Dostate¢né zralé a vySkolené vino je staceno do lahvi. [9]

2.1.2Malverina
Tato odrida pochazi z Ceské republiky. Jedna se o odrGdu interspecifickou
(kFizence), jehoz rodice jsou Veltlinské Cervené a Merlot. Vyzaduje dobré polohy s vihkymi

a hlinitymi paddami, a poskytuje pravidelné vysoky vynos.

VyznaCuje se stfedné velkymi, pétiuhelnikovymi listy a stfedné hustym olisténim,
stfedné velkymi a stfedné hustymi hrozny, a malymi, kulatymi, ¢ervenoSedymi bobulemi.

Dozrava pomalu, bobule dosahuji skliziiové zralosti v prvni poloviné fijna.

Obréazek 2: Hrozen odrtdy Mal\;erina [4]

Tato odruda je stfedné odolna proti mrazu a velmi odolna proti houbovym chorobam.
Lze ji vétSinou péstovat i bez chemické ochrany, a je tedy vhodna i pro ekologickou

a integrovanou produkci. Poskytuje kvalitni, plna, kofenita vina se skoficovymi tony. [1, 2]

2.1.3 Sauvignon
Tato odrida pochazi z Francie. Charakteristické jsou pro ni malé az stfedné velké,

hluboce vykrajované pétilalocné listy svétle zelené barvy s vinitym povrchem a husté, malé,

11



valcovité hrozny. Jeji bobule jsou Zlutozelené zbarvené a aromatické, malé az stfedni
velikosti, a s pevnou slupkou. Podobné jako obé vySe uvedené odrudy i Sauvignon dozrava

pozdé a dosahuje sklizhiové zralosti v prvni poloviné fijna.

Sauvignon je pomérné malo odolny proti houbovym chorobam a mrazu, a naroény na
polohu — vyZaduje velmi dobra stanovisté chranéna proti mrazim. Poskytuje stfedni, méné
pravidelny vynos, ale vyrobena vina byvaji velmi kvalitni a dlouho uchovatelna v lahvi.
Typicka je pro néj broskvova ¢&i kopfivova chut, ale mize mit i Eernorybizové a muskatové
tony. [1, 2, 10]

2.2 Vinné kvasinky

Kvasinky jsou v mikrofléfe vina jednoznacné dominantni. Vyskytuji se na povrchu
hroznl, kam se dostavaji z ovzdusi a pomoci hmyzu. Jejich mnozstvi a zastoupeni zavisi na
stupni zralosti hroznG a na jejich zdravotnim stavu. Na povrchu nezralych hroznd byvaji
dominantni kvasinky rod( Rhodotorula, Candida a Cryptococcus, zatimco na povrchu

zralych hroznu pfevazuji rody Kloeckera a Metschnikowia. [3]

Jedna se o nejjednodussi (jednobunécéné) heterotrofni eukaryotni organismy, patfici
mezi houby (Fungi). Jejich biomasa se sklada prevazné z makromolekul proteind,
polysacharidd, lipidd a nukleovych kyselin. VétSina druh(l dokaze zkvasSovat monosacharidy

a nékteré disacharidy na ethanol a oxid uhli€ity. [4, 16]

2.2.1 Morfologie
Kvasinkové bunky maiji nejcastéji elipsoidni, pfipadné vejcity, nebo kulovity tvar, ale
nékteré rody mohou tvofit i bufky dlouze protahlé, citronovité trojuhelnikovité, &i valcovité.

Sitka buné&k se obvykle pohybuje mezi 3 — 6 um, jejich del$i rozmér byva 3 — 15 ym.

Na tvar bunky ma vliv i zpUsob, jakym se kvasinky rozmnozuji. Napf. kvasinky, které
puci pouze na pélech, vytvareji dlouha zaskrcovana vlakna, tzv. pseudomycelium. Kmeny
rozmnozujici se délenim mohou vytvafet pravé mycelium, nebo se od sebe dcefina

a matefska burika oddéli, ale obé& si ponechaji obdélnikovy tvar se zakulacenymi rohy. [3, 4]

2.2.2 Cytologie
2.2.2.1 Bunécna sténa

Bunécna sténa dava bunce tvar a chrani ji pfed vnéjSimi vlivy, jako je napfr.
mechanické poskozeni nebo osmoticky Sok. Je propustna pro vSechny slouéeniny (vyjimka
jsou slouceniny vysokomolekularni — polysacharidy a bilkoviny) a muze tvofit az 30 %

celkové susSiny buriky.

V bunécné sténé kvasinek jsou, narozdil od ostatnich hub, jejichz bunétné stény

obsahuji chitin, nejvice zastoupeny polysacharid glukan a manoprotein manan, které tvofi az
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80 % jeji susiny. Na jejich zastoupeni a usporadani maji vliv kultivaéni podminky a rustova
faze bunky. Vlakna polysacharidd vytvari splet, ktera je vyplnéna dalSimi latkami —
bilkovinami (6 — 10 % susiny stény), lipidy a fosfolipidy (3 — 10 % suSiny), a fosfore€nany,
které jsou vazany estericky na hydroxylové skupiny polysacharidd. Pravé diky
fosfore¢nanim a karboxylovym skupindm proteinl maji burnky kvasinek negativni naboj,

ktery poté ovliviuje adsorpci latek z Zivného média. [3, 4, 6]

2.2.2.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickda membrana, neboli plazmalema, je selektivné propustna bariéra,
sloZzena prevazné z lipidi a proteind. Je evolué¢né nejstar§im membranovym uUtvarem, od
kterého jsou nékteré membranové organely (tzv. organely sekre¢ni drahy) odvozeny. Jedna
se také o sidlo transportnich mechanismi, ale na rozdil od bakterii zde nenajdeme systém
oxida¢ni fosforylace, ktery je u eukaryotnich organismi, mezi které kvasinky patfi,

lokalizovan na vnitfni membrané mitochondrii.

Cytoplazmaticka membrana je volné propustna pouze pro malé molekuly bez naboje,

a slouzi tedy i jako osmotické rozhrani mezi burikou a okolnim prostiedim. [4, 6]

2.2.2.3 Cytoplazma
Cytoplazma je hmota vyplfujici vnitfni prostor buriky. U mladych kvasinkovych bunék
je pod mikroskopem homogenni a pruhlednd, u starSich jsou pod mikroskopem viditelna

zrnicka a vakuoly.

Kromé vakuol obsahuje cytoplazma i dalSi bunéé&né organely (spolu s vakuolami je
mozné zahrnout je pod pojem ,nerozpustna sloZka cytoplazmy*), konkrétné endoplazmatické
retikulum, mitochondrie, Golgiho aparat a jadro buriky. Nékdy mlzZe obsahovat i plazmidy.

Soubor vSech rozpustnych komponent bunky se nazyva cytosol. [4, 5, 16]

2.2.2.4 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum je systém dvojitych membran, ktery syntetizuje lipidy
a proteiny pro ostatni membranové organely. Retikulum také tvofi oddéleni (cisterny) dvojiho
druhu:

e drsné, na jejichz povrchu jsou navazany ribozomy agregované do polyzomu,

e hladké, ve kterych probihaji rizné biosyntézy a premény. [4, 6]
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Cytoplazmaticka
membrana

Cytoplazma

unécna sténa

Mitochondrie ‘ B ol

retikulum s ribozémy

Endoplazmaticke {tzv. drsné)

retikulum bez ribozému

Obrazek 3: Idealizovana kvasinkova burika [5]

2.2.2.5 Golgiho aparat

Jednd se o membranovy utvar ve tvaru plochého méchyiku, pfipadné nékolika
propojenych méchyrkl (diktyozomu), na kterych nikdy nejsou navazany ribozomy. Jeho
predpokladana funkce je transport prekurzorli bunécéné stény z cytoplazmy pres

cytoplazmatickou membranu. [4, 6]

2.2.2.6 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni bunéfné organely o velikosti fadové jednotek
mikrometrd, které mohou mit rGzny tvar, napf. kulovity, valcovity az vlaknity, nebo lalo¢naty.
V burice jich mlze byt i nékolik set a mitochondrie jediné buriky mohou mit velmi odlisné

tvary.

Tyto organely jsou tvofeny vnéjsi a vnitfni membranou a mitochondrialni hmotou
matrix. VnéjSi membrana je velmi dobfe propustna pro polarni latky a obsahuje také enzymy
metabolismu lipidd. Na vnitfni membrané, zfasené kristami — vybézky sméfujicimi dovnitf
mitochondrie, jsou lokalizovany enzymy dychaciho fetézce a systém oxidaéni fosforylace.
Mitochondrialni matrix pak obsahuje enzymy aerobnich metabolickych drah, jako je napf.
oxidace mastnych kyselin a citratovy cyklus. V mitochondriich jsou také pfitomny nukleové
kyseliny a aparat pro syntézu bilkovin. [4, 6, 16]
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2.2.2.7 Vakuoly
Jedna se o kulovité utvary obklopené jednoduchou membranou. U mladych bunék
obvykle najdeme vétSi poCet malych vakuol, kdezZto starSi buriky nejcastéji obsahuji jednu

velkou vakuolu, ktera mize vyplfiovat i cely prostor buriky.

Vakuoly slouzi jednak jako rezervoar polyfosfatli, draselnych iont(i, aminokyselin
a purind, a jednak jako misto rozkladu nékterych bunéénych struktur, jako napf. mRNA

a nékteré enzymy (vakuoly obsahuiji proteinazy, ribonukleazy a esterazy).

2.2.2.8 Jadro

Jadro je utvar obsahujici genetickou informaci buniky, zakédovanou v DNA, a je tedy
nejdalezitéjSi bunéénou organelou. Je umisténo pfiblizné ve stfedu buriky a od cytoplazmy je
oddéleno dvojitou membranou s velkymi péry, které umoznuji komunikaci mezi jadrem
a cytoplazmou. Stejné jako u jinych eukaryot, i u kvasinek jsou molekuly DNA uspofadany do
chromozom(, ale nukleoplazma mulzZe obsahovat inizkomolekularni DNA podobnou

bakterialnim plazmidim. [4]

2.2.3 Metabolismus kvasinek

katabolickou drahu, jejiz reakce jsou u vétSiny zivych organisml stejné. Dochazi pfi ni
k postupné fosforylaci hexos za spotfeby dvou molekul ATP az na fruktosa-1,6-bisfosfat,
ktery je nasledné rozStépen na dva ftriosafosfaty —  glyceraldehyd-3-fosfat
a dihydroxyacetonfosfat. Tyto tfiuhlikaté slouCeniny jsou poté oxidovany na 1,3-
bisfosfoglycerat, ktery je postupné zpracovan pfes fosfoenolpyruvat na pyruvat za

postupného odstépeni obou fosfatovych skupin a vzniku dvou molekul ATP. [4]

Glykolyza
glukoza-6-fosfat
(?HQOH
CH,OH CHLOP ey op CHZOP ‘f=o dihydroxyaceténfosfat

CHQOH CH,OF dop
H —_— b
o
OH OHATP ADp OH Aﬂ’ AP i
OH

H_d_op -glyceraldehyd-3-fosfat —

Glukéza fruktdza-6-fosfat fruktéza-1,6-bisfosfit CH,0P
2NAD" 2NADH+2H™ O 0P 2ADP  2ATP O‘?: o 0% o HP o o
[
I
2 o SN 21-14*1,431—1 o 2H—dop —L» 2 bop —_—
CH,0P CH,OP éHZOH gﬂz
2P 1,3-bisfosfoglycerat 3-fosfoglycerat  2-fosfoglycerat fosfoenolpyruvit
o o
2ADP 2ATP Sy
2 C‘::O

|
CH,

pyruvat

Obrazek 4: Glykolyza [1]
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Vznikly pyruvat je u kvasinek za anaerobnich podminek dale zpracovan alkoholovym
kvasenim. Jednd se o dekarboxylaci pyruvatu, nasledovanou redukci vzniklého
acetaldehydu na ethanol. Vznikajici ethanol je ovSem pro kvasinkovou buriku odpadni
produkt. Hlavnim cilem fermentacnich procesu, a tedy i alkoholového kvaseni, je reoxidace
NADH na NAD". [4]

.
2 NADH+H  NAD
H HO
e, o AL
ruvatkarboxylasa
PY Y H,C ADH H
acetaldehyd ethanol

Obrazek 5: Alkoholové kvaSeni [2]

Za aerobnich podminek mohou kvasinky zpracovavat uhlikaté zdroje glykolyzou a citratovym
cyklem. U kmenl s pfevladajicim anaerobnim metabolismem se vSak projevuje i tzv.
Crabtree efekt, kdy vysoka koncentrace glukosy v prostfedi inhibuje syntézu enzymu
citratového cyklu a cytochromu dychaciho fetézce, a pyruvat vznikly glykolyzou je zpracovan

anaerobné, tedy fermentaci. [3]

U kmenu s prevladajicim aerobnim metabolismem se naopak projevuje Pasteur(iv
efekt. Pfi dostatku kysliku v prostfedi je glukosa zpracovana aerobné, energeticky vytézek je

vy$Si, spotfeba glukosy se tim padem snizuje a glykolyza probiha méné intenzivné. [3]

2.2.4 Kvasinky dulezité z potravinaiského a biotechnologického hlediska
Podle zplsobu pohlavniho rozmnozovani kvasinky délime na rody tvofici askospory,

basidiomycetni kvasinky, a rody, které pohlavni spory netvofi.

Skupina kvasinek tvoficich askospory se dale déli do podskupin podle zplsobu jejich

vegetativniho rozmnozovani:

o Vegetativni rozmnozovani multilateralnim puéenim - ztéto podskupiny je
nejvyznamngjsi rod Saccharomyces, ale patfi sem napf. i rody Kluyveromyces,
Pichia, €i Debaryomyces

o Vegetativni rozmnozovani bipolarnim puéenim na Siroké zakladné - v této
skupiné najdeme napf. rody Saccharomycodes a Nadsonia

e Vegetativni rozmnozovani délenim — tato podskupina je v podstaté pfechodem
mezi kvasinkami a plisnémi, a patfi sem napf. rod Schizosaccharomyces,

Endomycopsis, nebo Eremothecium [4]

Kvasinky uzivané v potravinafském primyslu musi také mit urcité vlastnosti.

V pfipadé vinafskych kmenu se jedna o schopnost produkovat dostatek ethanolu a zaroven
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toleranci k nému, genetickou neménnost a schopnost rustu pfi teplotach nizsich nez 10 °C,
vysSi toleranci k oxidu sifi¢itéemu, rychlou fermentaci, jejiz vedlejSi produkty zaroven nebudou
mit nezadouci organoleptické vlastnosti, a také schopnost dobré sedimentace nebo
flokulace. [3, 4]

2.2.4.1 Rod Saccharomyces
Rod Saccharomyces patfi mezi kvasinky tvofici askospory a vegetativné se
prostudovany rod. Tyto kvasinky jsou schopny zkvasovat rizné cukry, ale nikdy nevyuZzivaji

jako zdroj uhliku laktdézu. Jejich buniky obvykle maji elipsoidni nebo vejcity tvar.

NejvyznamnéjSim druhem je Saccharomyces cerevisiae, ze kterého byly postupné
vySlechtény kmeny s riznym prumyslovym vyuzitim, napf. vinarské, lihovarské, nebo
pekafské. Tento druh je také vyuzivan pro biochemické a genetické prace jako modelovy
mikroorganismus, podléha hexosové represi a zkvaSuje glukosu, sacharosu, maltosu,

galaktosu a ¢astecné také rafinosu. [4]

Kvasinky rodu Saccharomyces, a obzvlasté druh Sachcaromyces cerevisiae, se na
povrchu zralych nepo$kozenych hroznl vyskytuji pouze ve velmi nizkych koncentracich.
Vyskyt téchto kvasinek je také ovlivnén klimatickymi faktory, napf. mnozstvim srazek

a teplotou, ale také agrochemickymi zasahy (postfiky). [27]

2.2.4.2 Rod Pichia

Tento rod opét patfi mezi kvasinky tvofici askospory. Vegetativni buriky kvasinek
tohoto rodu maji protahly tvar a tvofi pseudomycelium. Spory byvaji oproti tomu kulovité,
kloboukovité, saturnovité, ¢i hranaté. Tyto kvasinky maji nizké kvasné schopnosti — zkvasuji

bud jen glukosu, nebo zadny cukr. Ve Spatné uzavienych lahvich piva ¢i vina tvofi kFis. [4]

2.2.4.3 Rod Metschnikowia

Tento rod tvofi protahlé az jehlovité spory, ulozené jednotlivé €i po dvou v protahlém,
kyjovitém asku. Nékteré druhy jsou parazity obratlovcu, jiné se vyskytuji na rostlinach
a ovoci. BEhem vyroby vina ale kvasinky tohoto rodu nemusi nutné mit negativni vliv, ale

mohou naopak pozitivné ovliviiovat aromaticky profil vina. [4, 15]

2.2.4.4 Rod Brettanomyces
Tento rod netvofi pohlavni spory, ale jeho sexualni formou (telemorfnim stadiem) je
rod Dekkera. Samostatné buiky maji zaspicatély, kulovity, nebo elipsoidni tvar, ale kromé

samostatnych bunék tvofi tento rod i pseudomycelium a pravé mycelium.

Rod Brettanomyces/Dekkera, a obzvlasté druhy Dekkera anomala a D. bruxellensis,

se vyskytuje jako kontaminace kvasenych napoju, ve kterych tvori velké mnozstvi kyseliny
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octové a také fenolické latky, které vyvolavaji zatuchly pach a chut (off-flavour). P¥i vyrobé

nékterych druh piva ale tyto kvasinky naopak mohou mit pozitivni vliv na chut napoje.

Byl objeven killer toxin TdKT, produkovany kvasinkou Torulaspora delbrueckii, ktery
diky své glukanazové a chitinazové aktivité poSkozuje bunééné stény a zabiji kvasinky rodu
Brettanomyces a Pichia. [4, 17, 25, 27]

2.2.4.5 Rod Kloeckera

Tento rod dobfe snasi velmi kyselé prostfedi a vyskytuje se v nezralych hroznech
i v pdé vinic. Je schopen zkvaSovat pouze glukézu. Patfi mezi kvasinky, které zahajuji
fermantaci vina. Buriky téchto kvasinek maji na jednom konci zaspi¢atély tvar a rozmnozuiji

se bipolarnim pucéenim. [4, 25]

2.2.4.6 Rod Rhodotorula

Casto se vyskytuje jako vzdusna kontaminace. Netvofi pohlavni spory a jeho buriky
maji kulovity az elipsoidni tvar. Cukry nezkvaSuje, ale zpracovava je v pentézovém cyklu.
Buriky tohoto rodu také produkuji karotenoidni barviva, ktera je chrani pfed ultrafialovou

slozkou slunecniho zafeni. [4]

2.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla zavedena roku 1985 Kary B. Mullisem. Je
to enzymaticka metoda zaloZena na principu replikace nukleovych kyselin ve sméru 5'— 3/,
umoziujici selektivné namnozit urcitou nukleotidovou sekvenci bez klonovani ve vektorech.

Délka amplifikované sekvence muze dosahnout az nékolika kilobazi.

Pro amplifikaci urcitého useku deoxyribonukleotidové kyseliny (DNA) je nejCastéji
vyuzivana termostabilni Tag DNA polymeraza, izolovana ztermofilni bakterie Thermus
aquaticus, ktera zlstava aktivni i pfi teplotach vyuzivanych pro denaturaci dvouretézcové
DNA.

Pro uspésny pribéh PCR je nutna templatova DNA, Taq polymeraza s pfisluSnym
pufrem, smés nukleotid(, které slouzi jako stavebni kameny pro nové molekuly DNA, a také
primery, neboli oligonukleotidové sekvence o znamém poradi bazi, které se vazou k obéma
konclm templatové DNA, ohranicuji jeji pozadovany Usek a slouzi jako poznavaci znak pro

Taq polymerazu.

Samotna reakce sestava ze tfi fazi, probihajicich pfi riznych teplotach. Prvni z nich je
denaturace matricové dvouretézcové DNA, ktera vyzaduje teplotu priblizné 95 °C. Nasleduje
ochlazeni reakéni smési na teplotu 44 - 65 °C a pfipojeni primeru, neboli annealing. Teplota
tohoto kroku zavisi na nukleotidovém slozeni primerQ. Po této fazi je teplota opét zvySena,

tentokrat na 70 °C, kdy je DNA polymeraza aktivni, a nasleduje syntéza novych fetézcu
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DNA, komplementarnich k fetézci templatovému. VSe probiha v termocykléru, ktery teplotu
méni automaticky v pfedem naprogramovanych intervalech. Jeden cyklus PCR obvykle trva

5 — 6 minut a byva opakovan nejCastgji 25 x. [5, 11, 13]

2.4 Elektroforéza nukleovych kyselin
Elektroforéza je separacni metoda, pfi které jsou nabité Castice oddéleny
v elektrickém poli na zakladé jejich pohyblivosti, ktera souvisi s jejich molekulovou hmotnosti

a velikosti jejich naboje.

Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou zaporné nabité fosfatové skupiny.
Naboj je v molekule DNA rovnomérné rozlozen, jinak fe¢eno, velikost naboje na jednotku
délky molekuly je vzdy stejna, a proto Ize stanovit velikost molekuly DNA srovnanim jeji

elektroforetické pohyblivosti s pohyblivosti velikostnich standardu.

Pro pfipravu elektroforetickych gell jsou nejcastéji vyuzivany polyakrylamid (pro
fragmenty o velikosti 10 — 100 parQ bazi) a agar6éza (pro fragmenty délky 100 bp — 50 kb).

Hotovy gel je slozita sit polymernich molekul.

Pro zviditelnéni fragmentd DNA se pouzivaji rlzna barviva. Nejbéznéjsi je
ethidiumbromid, interkalaéni barvivo, které se vmezefuje mezi sousedni pary bazi a tvofi
s nimi komplex, ktery po ozafeni UV svétlem Cervené fluoreskuje. Dale je mozné pouZit
i fluorescencni kyaninova barviva, znama pod obchodni zkratkou SYBR. Pokud je

elektroforéza provedena na polyakrylamidovém gelu, Ize vyuzit barveni stfibrem. [5, 11]

2.5 Restrikéni endonukleazy
Jednda se o sekvenéné specifické endonukleazy, produkované vétSinou bakterialnich
druhd. V pfirodé slouzi k likvidaci cizorodé, napf. fagové, DNA, kterda do bakterialni buriky

pronikne.

Kazda restrikéni endonukleaza se vaze na DNA ve specifickém, tzv. rozpoznavacim
misté, coz je sekvence 4 — 8 nukleotidd dvouretézcové DNA. Tato sekvence ¢asto byva
palindromaticka, ale existuji i endonukleazy vazajici se na asymetrické sekvence. Uvnitf
rozpoznavaciho mista se nachazi misto restrik¢ni, kde je DNA Stépena. Produktem Stépeni
jsou restrikéni fragmenty definovanych délek s lepivymi, nebo tupymi konci v zavislosti na
pouzitém enzymu. V pfipadé lepivych koncl v misté $tépeni ¢ast jednoho z fetézci DNA,
dlouha nékolik bazi, pfesahuje a neni vazana k zddné komplementarni sekvenci, kdezto

v pfipadé tupych koncu jsou oba fetézce stejné dlouhé.

Nékteré restrikni endonukleazy mohou mit za urlitych reakénich podminek
hvézdickovou aktivitu neboli relaxovanou specifitu. Jedna se o schopnost S$tépit blizce
pfibuzné sekvence DNA. [11, 12, 13, 28]
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2.6 PCR-RFLP

Analyza polymorfismu délek restrikénich fragmentu, anglicky restriction fragment
length polymorphism (RFLP) je jedna z metod vyuzivanych pro identifikaci mikroorganisma.
Porovnavaji se pfi ni pfibuzné nukleotidové sekvence (napf. divoky kmen mikroorganismu
s kmenem mutantnim). Zaklada se na rozstépeni specifického Useku DNA, namnozeného
pomoci PCR, restrikéni endonukleazou, detekci vzniklych restrikénich fragmentld a jejich
porovnanim s databazi. Pro ziskani jednoznacnych vysledkl jsou nutné Cisté vychozi kultury
mikroorganismu. Kvali pfesnéjSimu taxonomickému zarazeni studovanych mikroorganismu
byva restrikéni analyza provedena s nékolika riznymi restrikénimi endonukleazami. [12, 13,
27]

Pro identifikaci kvasinek byva c&asto vyuzivana PCR-RFLP analyza usek( ITS
(internal transcribed spacer), ohraniCujicich geny koédujici rRNA. Lze wvyuzit i restrikéni
analyzu Useku 18s rDNA (sekvence kodujici RNA malé podjednotky ribozom(). Z uvedenych
metod poskytuje restrikéni analyza ITS Usekl vyssi rozliSseni. Nékteré druhy kvasinek (napf.
Zygosaccharomyces) mohou byt na zakladé jejich vysledk( zarazeny i do riznych kmen.
[27]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.2

Chemikalie

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

Agar, kvasnicni extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)

Agaréza pro elektroforézu DNA (Serva Biotech, Némecko)

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

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

dNTP mix (Kapa Biosystems, USA)

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

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

Nanaseci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

Parafinovy ole;j

Primery ITS1, ITS4 (Kapa Biosystems, USA

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

Restrikéni endonukleasy — Haelll, Hinfl, Hhal, Taq®l (BioLabs, TaKaRa)
Sladina (pivovar Starobrno s.r.o., CR)

Sterilni a deionizovana voda

Streptomycin sulfat (Himedia, Indie)

Taq DNA polymeraza (Kapa Biosystems, USA)

CH3;COONa, EDTA, H3BO3;, HCI, NaOH, Na,COs, Tris

Pristroje a pomticky
Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
Bakteriologické klicky
Bunicita vata
Bunsenlv kahan
Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Némecko)
Elektroforeticka vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.o., CR)
Exsikator
Laboratorni sklo
Lednice a mrazak k uchovani vzork( DNA
Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., CR)
Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Némecko)
Mikrovinna trouba ETA 1195 (CR)
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e Mikrozkumavky Eppendorf

e Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.o., CR)
¢ NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)
e Parafilm (American Nacional CanTM, USA)

e PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

e Plastové Petriho misky

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

e Susarna (Binder, Némecko)

o Sterilni box pro mikrobiologickou praci

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

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

e Transluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

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

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

3.3 Pouzité roztoky a kultivaéni média

3.3.1 Kultivaéni médium

Kultivaéni médium pouZité pro experimenty bylo pfipraveno ze sladinového extraktu
takto: Ke 200 ml sladiny v 500 ml odmérném valci byla pfidana voda tak, aby cukernatost
vysledného roztoku byla 7° CSN. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 6,8 pridavkem
uhli¢itanu sodného. Pfipraveny roztok byl nalit do Erlenmayerovych banék a byla k nému
pfidana agarosa tak, aby jeji koncentrace odpovidala 1 — 3 % hm. Smés byla promichana
varem a nasledné 20 minut sterilizovana. Ze sterilnino média byly pfipraveny agarové plotny
nalitim pfiblizné 15 ml média do vySky 3 — 5 mm na kazdou Petriho misku. Pro pfipravu

Sikmych agar( byl pouzit objem média odpovidajici ¥4 objemu zkumavky. [18]

3.3.2 Kultivaéni médium s antibiotikem a kyselinou propionovou

Bylo navazeno 0,12 g antibiotika streptomycin sulfat a toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 10 ml destilované vody. Pfipraveny roztok byl pfidan k 150 ml sterilniho kultivacniho média
v Erlenmayerové bance. K takto upravenému médiu bylo dale pfidano 0,375 g kyseliny

propionové. Hotové médium bylo rozlito do deseti Petriho misek. [18]

3.3.3 Ethidium bromid

Do mikrozkumavky Eppendorf bylo navazeno 10 mg EtBr. Navazka byla rozpusténa
v 1 ml destilované vody a pfipraveny roztok byl vyuZzit pro vizualizaci fragmentl DNA na gelu.
[19]
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3.3.4 10x TBE pufr

Nejprve byl pfipraven 0,5 M roztok EDTA takto: Bylo navazeno 9,36 g EDTA, ke
kterému bylo v kadince pfidano 20 ml destilované vody. pH smési bylo upraveno na hodnotu
8 pomoci koncentrovaného roztoku NaOH. Smés byla promichavana 30 minut na
magnetické michacce do rozpusténi veSkerého EDTA. Pfipraveny roztok byl pfeveden do
50 ml odmérné barky a doplnén po rysku destilovanou vodou. 40 ml 0,5 M roztoku EDTA
bylo poté pfeneseno do 1000 ml odmérné bariky. K roztoku bylo pfidano 108 g Tris a 55 g
kyseliny borité. Smés byla rozpusténa v destilované vodé a vznikly roztok byl doplnén po
rysku. [19]

3.3.5 1x TBE pufr
K pfipravé pufru pro elektroforetické gely bylo ze zasobniho roztoku 10x TBE pufru
odebrano 100 ml do 1000 ml odmérné bariky. Roztok byl doplnén destilovanou vodou po

rysku.

Pro pfipravu vodivostniho pufru pro elektroforézu bylo ke 100 ml 10x TBE pufru
odebraného do 1000 ml odmérné bariky pfidano 100 pl EtBr. Roztok byl opét doplnén

destilovanou vodou po rysku. [19]

3.3.6 2 % agarézovy gel pro elektroforetickou detekci DNA fragmentu
Byly navazeny 2 g agardézy a navazka byla pfevedena do Erlenmayerovy banky.
K tomuto mnozstvi bylo pfidano 100 ml 1x TBE pufru. Agardza byla dokonale rozpusténa

opakovanym varem v mikrovinné troubé.

3.3.7 Octanovy pufr

Bylo navazeno 2,46 g octanu sodného. Navazka byla rozpusténa v 7 ml destilované
vody. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 5,5 pfidavkem koncentrované Kkyseliny
chlorovodikové. Roztok byl pfeveden do 10 ml odmérné bariky a doplnén po rysku

destilovanou vodou. Takto pfipraveny pufr byl uchovavan pfi teploté 4 °C. [19]

3.3.8 PCRsmeés
Pro jeden vzorek byla pfipravena smés PCR komponent v objemech uvedenych

v tabulce:

Tabulka 1: Slozeni PCR smési

Komponenta Objem (pl)
Sterilni voda 128,7
Pufr 15
dNTP mix 3
Primer ITS1 0,6
Primer ITS4 0,6
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K vyslednému objemu 147,9 pl smési bylo pfidano 1,5 ul templatové DNA a 0,6 pl
termostabilni Taq polymerazy. Pro negativni kontrolu bylo ke smési namisto templatové DNA

pfidano 1,5 pl sterilni vody.

3.4 Pracovni postupy

3.41 lzolace kultur kvasinek
Do Erlenmayerovych banék se 100 ml sterilni sladiny bylo odebrano 15 az 20 bobuli

z ruznych ¢asti hroznu. Pripravené vzorky byly kultivovany deset dni pfi laboratorni teploté.

Po ukonCeni kultivace bylo pipetovano 200 ul narostlych smésnych kultur na Petriho
misky s kultivaCnim médiem obsahujicim antibiotikum a kyselinu propionovou. Kultura byla
rozetfena po celé plode misky sterilni hokejkou. Takto pfipravené smésné kultury byly po

dobu nékolika dni kultivovany v termostatu pfi teploté 26 °C.

Ze ziskanych smésnych kultur byly izolovany kultury C¢isté sedminasobnym

opakovanim Kochovy zfedovaci metody a kfizovych roztéri:

Pro jeden vzorek byly pfipraveny tfi zkumavky se sterilni vodou, dvé z nich obsahujici
10 ml a jedna obsahujici 9 ml vody. Z Petriho misky s rozetfenou kulturou byla pfenesena
dvé o¢ka do zkumavky s 10 ml sterilni vody. Obsah zkumavky byl poté kratce promichan na
vortexu. 50 ul této suspenze bylo pomoci mikropipety pfeneseno do nové zkumavky s 10 ml
sterilni vody. Obsah byl opét promichan na vortexu. 1 ml vzniklée smési byl pfenesen do
zkumavky s 9 ml sterilni vody, opét pomoci mikropipety. Po promichani na vortexu bylo
ztéto posledni zkumavky pipetovano 50 pl suspenze na Petriho misku s kultivaénim
médiem. Pomoci oCkovaci klicky byl proveden kfizovy roztér a zaoCkované misky byly
inkubovany v termostatu pfi teploté 26 °C po dobu tfi az ¢tyf dni. Cely postup byl zopakovan
sedmkrat, tedy az do ziskani Cistych kvasinkovych kultur, které byly nasledné prfeneseny na

Sikmé agary a uchovavany pod parafinovym olejem v lednicce.

V pfipadé prvnich tfi fedéni a roztérl bylo vyuzito kultivaéni médium s antibiotikem

a kyselinou propionovou za u¢elem zabranéni ristu bakterii a plisni.

3.4.2 lzolace DNA
Izolace DNA byla provedena vyuzitim komeréniho setu Ultra Clean™ Microbial DNA

Isolation Kit podle pfilozeného navodu.

Do rozbijeci zkumavky MicroBead tube bylo pipetovano 300 ul rozbijeciho pufru
MicroBead Solution, ve kterém byla poté rozmichana dvé ocka kvasinkové kultury. Ke
vzniklé smési bylo pfidano 50 ul roztoku MD1. Rozbijeci zkumavky byly v horizontalni poloze
vloZeny do adaptéru vortexu a smés byla vortexovana po dobu 10 minut pfi maximalni
rychlosti.
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Po ukonceni vortexovani byl obsah zkumavek centrifugovan pfi 10 000 otackach

a teploté 4 °C 1 minutu. VSechny nasledujici centrifugace probéhly za stejnych podminek.

Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky a bylo k nému pfidano 100 ul
roztoku MD2. Vznikly roztok byl kratce zvortexovan a inkubovan 5 minut pfi teploté 4 °C. Po
inkubaci byl roztok opét centrifugovan. Supernatant byl pfenesen do Cisté mikrozkumavky

a bylo k nému pfidano 900 ul roztoku MD3. Obsah zkumavky byl opét kratce zvortexovan.

700 pl ziskané smési bylo pipetovano na filtracni kolonku a nasledné centrifugovano.
Filtrat byl odstranén a na kolonku byl pfidan zbytek smési z pfedchoziho kroku. Smés byla

opét centrifugovana a filtrat byl nasledné odstranén.

Na kolonku se ziskanou DNA bylo pipetovano 300 pl roztoku MD4 a obsah kolonky
byl centrifugovan. Po odstranéni prefiltrovaného roztoku byla centrifugace jesté jednou

zopakovana.

Po ukonc&eni centrifugace byla kolonka pfenesena do dalsi Cisté mikrozkumavky a na
jeji membranu bylo pipetovano 50 ul roztoku MD5. Opét nasledovala centrifugace. Kolonka
byla po jejim skonCeni odstranéna z mikrozkumavky a ziskany roztok DNA byl uchovavan pfi
teploté — 20 °C.

3.43 PCR

K PCR smési o objemu 147,9 pl (viz kap. 3.3.8) bylo pfidano 1,5 pl templatové DNA
a 0,6 pl Taqg polymerazy. U negativni kontroly byla namisto templatové DNA vyuZita sterilni
voda. Smés byla kratce zvortexovana a templatova DNA byla namnozena v termocykléru

podle programu s timto teplotnim a asovym profilem:

Tabulka 2: Teplotni profil PCR

Krok Teplota (°C) | Cas (min)
Pocatecni denaturace 94 4
Denaturace 94 1
25
PFipojeni primerua . 48 0,5
cyklu

Polymerace 72 1
Elongace 72 10
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Pro amplifikaci oblasti 5,8S-ITS rDNA byly vyuzZity primery ITS1 a ITS4 s témito

sekvencemi:

Tabulka 3: Sekvence ITS primert

Primer Sekvence
ITS1 5'TCC GTA GGT GAACCTGCG G 3’
ITS4 5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’

3.4.4 Elektroforeticka detekce PCR produktti
Detekce PCR produktu byla provedena vyuzitim horizontalni gelové elektroforézy na
2 % agarézovém gelu s pfidavkem ethidium bromidu pro pozdéjsi vizualizaci fragmentu.

Ethidium bromid byl do gelu pfidan tak, aby pomér jeho objemu a objemu gelu byl 1:10 000.

Velikost elektroforetické vany byla zvolena podle poétu vzorkll. Pro malou vanu
(14 jamek) bylo pouzito 40 ml gelu, pro stfedni vanu (20 jamek) 60 ml gelu a pro velkou vanu
(50 jamek) 150 ml gelu.

Pfed nanasenim na gel bylo vzdy 5 ul vzorku smichano s 1 ul nanaseciho pufru a 5 ul
takto vzniklého roztoku bylo pipetovano do jamky. Do obou krajnich jamek gelu byly vzdy

naneseny 3 pl délkového standardu 100 bp.

Gel byl po ukonceni elektroforézy umistén do transluminatoru a vyfocen pod UV

svétlem pomoci programu Scion Image.

3.4.5 Podminky elektroforézy

Podminky elektroforézy byly vZdy nastaveny podle velikosti pouZité vany:

e Pro malou vanu bylo pouZito konstantni napéti 45 V po dobu 2 hodin.
e Pro stfedni vanu bylo pouZito konstantni napéti 55 V po dobu 2 hodin.

e Pro velkou vanu bylo pouzito konstantni napéti 65 V po dobu 2,5 hodiny.

3.4.6 Precisténi PCR produkti

Precisténi PCR produktd je nutny krok pred restrikéni analyzou. K 20 yl PCR
produktu (amplifikované DNA) byly pfidany 2 pl octanového pufru. Roztok byl kratce
zvortexovan a bylo k nému dale pfidano 60 pl 96 % ethanolu vychlazeného na teplotu —
20 °C.

Smeés byla centrifugovana 30 minut pfi teploté 4 °C a 14 000 otackach. Supernatant
byl slit a k sedimentu ve zkumavce bylo pipetovano 60 pl 80 % ethanolu, opét vychlazeného

na — 20 °C. Roztok byl opét centrifugovan za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku.
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Po skonceni centrifugace byl supernatant opét slit a zbytek ethanolu ve zkumavkach byl

vysuSen v exsikatoru po dobu 10 minut.

3.4.7 Restrikéni analyza
K precisténé DNA bylo pfidano 13,4 pl sterilni vody, 0,1 ul restrikéni endonukleazy
a 1,5yl pfislusného pufru. Tyto objemy byly zvoleny na zakladé doporuceni vyrobce

v pfibalovych letacich a zkuSenosti z minulych let.

Takto pfipravené vzorky byly inkubovany pfi teploté 37°C po dobu 16 hodin.
Restrikéni endonukleaza byla nasledné inaktivovana zvySenim teploty po dobu 20 minut.

Teploty inaktivace byly zvoleny podle pouzZitého enzymu.

Tabulka 4: Teploty inkubace a inaktivace restrikénich enzymu

Rozpoznavaci Teplota Teplota
Enzym Producent .
misto inkubace (°C) | inaktivace (°C)
Haemophilus 5...GGJCC...3
Haelll ) 37 80
aegypticus 3'...CCTGG...5
Haemophilus 5...GCGIC...3
Hhal 37 65
haemolyticus 3"...CTGCG...5
Haemophilus 5...GYANTC...3
Hinfl 37 80
influenzae 3"...CTNATG...5’
5...TVCGA...3
Taqg°l Thermus aquaticus 37 80
3"...AGC"T...5"
3.4.8 Elektroforeticka detekce restrikénich fragmentu

Restrikéni fragmenty byly detekovany obdobnym zplsobem jako produkty PCR, tedy
horizontalni gelovou elektroforézou na 2 % agar6zovém gelu. Velikost elektroforetické vany

a prislusné mnozstvi gelu bylo opét zvoleno podle poc&tu vzorki (viz kap. 3.4.4.).

Prfed nanesenim na gel bylo 5 pl vzorku smichano s 1 ul nanaseciho pufru, a 5 pl této
smési bylo pipetovano do jamky gelu. Stejnym zplsobem byl nanesen i vzorek pro pozitivni
kontrolu, tedy nestépeny PCR produkt o délce shodné s délkou amplikonu pouZzitého pro
restrikéni analyzu. Do obou krajnich jamek gelu byly vzdy naneseny 3 pl 100 bp délkového
standardu. Po ukonéeni elektroforézy byl gel umistén do transluminatoru a vyfocen pod UV

svétlem pomoci programu Scion Image.
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3.4.9 Podminky elektroforézy

Mala vana: konstantni napéti 45 V po dobu 2,5 hodiny.

Stredni vana: konstantni napéti 55 V po dobu 2,5 hodiny.

Velka vana: konstantni napéti 65 V po dobu 2,5 hodiny.

3.4.10 Zpracovani vysledku v programu BioNumerics

Na zakladé UPGMA (unweighted pair-group average) shlukové analyzy byly
v programu BioNumerics vytvofeny dendrogramy genetické podobnosti izolovanych
kvasinek. Shlukova analyza je metoda, ktera pracuje na principu rozdéleni vét§iho mnozstvi
proménnych (dat) do tfid ¢i shluki podle podobnosti uréitych znakd. V nasem pripadé se

jednalo o délky oznacenych fragmentl na fotografiich elektroforetickych gelu.

Protoze hodnocené znaky mély metricky charakter, byl pfi shlukové analyze vyuzit

koeficient podobnosti, konkrétné Jaccarduv koeficient.

a

5 = a+b+c+d.
kde koeficienty a, b, ¢, d predstavuji poéty shodnych znaku.

Metoda UPGMA, kterou program BioNumerics vyuZiva k vyhodnocovani genetické
podobnosti, povaZuje za vzdalenost mezi dvéma shluky priimér vzdalenosti mezi véemi pary
objektl téchto shlukl. Objekty, v naSem pripadé taxony, které jsou si nejvice podobné, maji
mezi sebou nejkratSi vzdalenost. Takto vznikd dendrogram, tedy grafické znazornéni

hierarchicky usporadanych shluku. [23]

28



4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této prace byla izolace a identifikace kvasinky Saccharomyces cerevisiae

z povrchu bobuli vinné révy odriid Malverina a Sauvignon.

4.1 Identifikace kvasinek izolovanych z bobuli odridy Malverina

4.1.1 Amplifikace DNA izolovanych kvasinek pomoci PCR

DNA izolovanych kvasinek byla amplifikovana podle postupu uvedeného v kapitole
3.4.3. Podle délky PCR produktu (viz také pfiloha 2, obr. 10) Ize vzorky rozdélit do nékolika
skupin. U vzork( €. 12, 14, 35 a 38 byla délka ziskaného fragmentu 430 part bazi (bp).
V pfipadé vzorkl €. 3, 10, 16, 18, 21, 30, 32, a 40 byla délka tohoto fragmentu 800 bp. U
vzorku €. 6 byla zjisténa délka PCR produktu 750 bp, v pfipadé vzorku €. 28 650 bp a u
vzorku €. 44 byla zjisténa délka fragmentu 680 bp. Délky v§ech ziskanych fragmentl jsou

shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5: Délky PCR produktu
izolovanych kvasinek

Vzorek PCR
c. (bp)
3 800
6 750
10 800
12 430
14 430
16 800
18 800
21 800
28 640
30 800
32 800
35 430
38 430
40 800
44 680

4.1.2 Restrikéni analyza

Amplifikovana DNA byla pfecisténa ethanolem, &imz byly odstranény nadbytec¢né
slozky PCR smeési. Pro pfesnéjSi taxonomické zarfazeni byla provedena restrikéni analyza
s vyuzitim C&tyF restrikénich endonukleaz, a to Haelll, Hhal, Hinfl a Taql® (viz pfiloha 2,

obr. 11-14). Postup analyzy je uveden v kapitole 3.4.7.
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4.1.2.1 Restrikéni endonukleaza Haelll

Restrikéni enzym Haelll ma rozpoznavaci misto pro sekvenci DNA 5°...GG{CC...3".
Délky restrik€nich fragmentl ziskanych pouzitim tohoto enzymu jsou shrnuty v tabulce 6.
Z délek ziskanych restrikénich fragmentu je patrné, Ze ve skupiné majici PCR produkt délky
430 bp byly vzorky €. 12 a 14 rozstépeny na dva fragmenty o délkach 300 a 110 bp, a vzorky
€. 35 a 38 byly rozstépeny na tfi fragmenty o délkach 300, 110 a 60 bp.

V pfipadé vzork(, jejichz PCR produkt byl dlouhy 800 bp, nebyla DNA §tépena.
Z ostatnich vzorkd nebyly €. 6 a 28 $tépeny a vzorek &. 44 byl roz§tépen na tfi fragmenty
délek 410, 230 a 70 bp.

Tabulka 6: Délky restrikénich fragmentu vzniklych $tépenim endonukleazou Haelll

Haelll
Vzorek €. | PCR (bp)| REF (bp)
3 800 n
6 750 n
10 800 n
12 430 300, 110
14 430 300, 110
16 800 n
18 800 n
21 800 n
28 [TTeso TR
30 800 n
32 800
35 430 300, 110, 60
38 430 300, 110, 60
40 800 n
44 680 410, 230, 70

4.1.2.2 Restrikéni endonukleaza Hhal
Tato restrikéni endonukleaza ma rozpoznavaci misto pro sekvenci 5°...GCGIC...3".

Délky ziskanych restrikénich fragmentu jsou shrnuty v tabulce 7.

Vzorky €. 12 a 14 byly roz&tépeny na dva fragmenty o délce 230 a 110 bp, zatimco
vzorky 35 a 38 byly roz§tépeny na tfi fragmenty o délce 230, 110 a 70 bp. Ze skupiny majici
PCR produkt délky 800 bp byly vzorky €. 3 a 10 rozstépeny na dva fragmenty o shodné
délce 340 bp, vzorky €. 16, 18, 21, 30, 32 a 40 byly rozstépeny na tfi fragmenty o délce 340,
130 a 80 bp.
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Vzorek &. 6 byl roz&tépen na dva fragmenty o délce 340 a 70 bp, zatimco vzorek 28
byl rozStépen na fragmenty dlouhé 200 a 80 bp a v pfipadé vzorku €. 44 byly zjiStény
fragmenty o délce 320, 240, 120 a 80 bp.

Tabulka 7: Délky restrikcnich fragmentu vzniklych $tépenim endonukledzou Hhal

Hhal

Vzorek €. | PCR (bp) RF (bp)
3 800 340, 340
6 750 340, 70
10 800 340, 340
12 430 230, 110
14 430 230, 110
16 800 340, 130, 80
18 800 340, 130, 80
21 800 340, 130, 80
28
30 800 340, 130, 80
32 800 340, 130, 80
35 430 230, 110, 70
38 430 230, 110, 70
40 800 340, 130, 80
44 680 320, 240, 120, 80

4.1.2.3 Restrik¢ni endonukleaza Hinfl
Tento enzym ma rozpoznavaci misto pro sekvenci 5°...GYANTC...3". Délky

ziskanych restrikénich fragmentu jsou shrnuty v tabulce 8.

Ze skupiny, jejiz pivodni DNA fragment mél délku 430 bp, byly vzorky 12, 35 a 38
rozStépeny na dva fragmenty o délce 200 a 70 bp, zatimco u vzorku 14 byl nalezen pouze
jeden fragment o délce 200 bp. V pfipadé skupiny s plvodnim fragmentem o délce 800 bp
se vSechny vzorky, s vyjimkou &. 32, ktery byl rozS§tépen na tfi fragmenty o délce 340, 190 a

160, rozstépily na &tyfi fragmenty o délce 340, 180, 150 a 70 bp.

U vzorku €. 28 byly nalezeny tfi fragmenty o délce 300, 190 a 140 bp a vzorek &. 44
byl Stépen také na tfi fragmenty, tentokrat o délce 360, 220 a 70 bp.
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Tabulka 8: Délky restrikcnich fragmentt vzniklych $tépenim endonukledzou Hinfl

Hinfl

Vzorek €. | PCR (bp) RF (bp)
3 800 340, 180, 150, 70
6 700 340, 190, 60
10 800 340, 180, 150, 70
12 430 200, 70
14 430 200
16 800 340, 180, 150, 70
18 800 340, 180, 150, 70
21 800 340, 180, 150, 70
28
30 800 340, 180, 150, 70
32 800 340, 190, 160
35 430 200, 70
38 430 200, 70
40 800 340, 180, 150, 70
44 680 360, 220, 70

4.1.2.4 Restrikéni endonukleaza Taql
Tento enzym ma rozpoznavaci misto pro sekvenci 5°...TVCGA...3". Délky ziskanych

restrikénich fragmentu jsou shrnuty v tabulce 9.

Ze skupiny vzorkl ¢€. 12, 14, 35 a 38 byly vSechny rozstépeny na dva fragmenty
o délce 290 a 170 bp.

Ze skupiny vzorkd, jejichz pavodni fragment mél délku 800 bp byly vSechny vzorky,
s vyjimkou €. 32, rozStépeny na tfi fragmenty o délce 430, 190 a 150 bp, zatimco vzorek

¢. 32 byl rozstépen na Ctyfi fragmenty.

Vzorek €. 28 byl roz8tépen na dva fragmenty o délce 150 a 90 bp, zatimco u vzorku

44 byly nalezeny tfi fragmenty o délce 270, 230 a 90 bp.
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Tabulka 9: Délky restrikénich fragmentu vzniklych $tépenim restrikéni endonukledzou Taql

Taql
Vzorek €. | PCR (bp) RF (bp)
3 800 430, 190, 150
6 700 290, 160, 80
10 800 430, 190, 150
12 430 290, 170
14 430 290, 170
16 800 430, 190, 150
18 800 430, 190, 150
21 800 430, 190, 150
28 | e40 | 150,90
30 800 430, 190, 150
32 800 420, 180, 160, 80
35 430 290, 170
38 430 290, 170
40 800 430, 190, 150
44 680 270, 230, 90

Geneticka podobnost izolovanych kvasinek

VSechny ziskané elektroforeogramy byly upraveny a zpracovany ve statistickém
programu BioNumerics. Na zakladé UPGMA shlukové analyzy byla porovnana geneticka
podobnost analyzovanych kvasinek a byl vytvofen dendrogram — fylogeneticky strom podle

Jaccardova koeficientu s toleranci 1 %.

Po restrikéni analyze byly kvasinky rozliSeny na drovni druhl. Z dendrogramu je
patrné, ze vzorky byly rozdéleny do nékolika skupin. Vzorky €. 12 a 14 maji 100 % shodu
u vSech endonukleaz. Vzorek 38 ma se dvéma predchozimi 90 % shodu a v pfipadé vzorku
35 se jedna o 85 % shodu. Porovnanim se Clanky [26, 27] a fakultni databazi Ize usoudit, Zze
se jedna o kvasinky rodu Pichia, pfiemz vzorky 12 a 14 zastupuji stejny druh a vzorky 38

a 35 zastupuji dva dalsi, odliSné druhy.

3, 10, 18, 40, 30, 32, 21

Brettanomyces/Dekkera anomala. Z dendrogramu je patrné, Zze vzorky ¢ 3 a 10

Vzorky ¢. a 16 byly zafazeny ke druhu
pravdépodobné patfi ke stejnému kmeni, stejné jako vzorky 30 a 32. Vzorek 44 byl zafazen
ke druhu Rhodotorula graminis, zatimco vzorek &. 6 byl zafazen k rodu Hanseniaspora
a vzorek ¢. 28 ke druhu Rhodotorula glutinis. Z bobuli této odridy se nepodafrilo izolovat
kvasinku Saccharomyces cerevisiae, coz mohlo byt zplsobeno kombinaci povétrnostnich
podminek tésné pred odbérem vzorkl, agrochemickych zasahul na vinici a metod pouzitych

pro zpracovani vzorkd.
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Obrazek 6: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovanych z odriidy Malverina



4.2 Identifikace kvasinek izolovanych z bobuli odridy Sauvignon

4.2.1 Amplifikace DNA izolovanych kvasinek pomoci PCR

DNA izolovanych kvasinek byla amplifikovana zpisobem uvedenym v kapitole 3.4.3.
| zde |ze rozdélit izolované kvasinky do skupin podle délky jejich PCR produktu. (viz také
pfiloha 2, obr. 10)

Prvni skupinu tvofi vzorky €. 1, 19, 22 a 23, u nichz byl nalezen fragment o velikosti
800 bp. Do dalsi, nejpocetnéjsi skupiny byly zahrnuty vzorky &. 5, 9, 17, 20, 27, 33, 36, 42
a 47, jejichz PCR fragment mél délku 430 bp. U vzorku ¢&. 7, 8 a 24 byl nalezen fragment
o délce 520 bp, zatimco u vzorkl(l €. 25 a 45 se jednalo o fragment délky 470 bp a PCR
produkt vzorkd 26 a 48 mél délku 570 bp. Délky vSech ziskanych fragmentl jsou shrnuty

v tabulce 10.
Tabulka 10: Délky PCR produktt izolovanych kvasinek
Vzorek €. | PCR (bp)
1 800
5 430
7 520
8 520
9 430
17 430
19 800
20 430
22 800
23 800
24 520
25 470
26 570
27 430
33 430
36 430
42 430
45 470
47 430
48 570
4.2.2 Restrik¢ni analyza

Restrikéni analyza izolovanych kvasinek byla provedena zpUsobem uvedenym
v kapitole 3.4.7. Amplifikovana DNA byla opét precisténa ethanolem a pro restrik&ni analyzu

byly vyuzity restrikEni endonukleazy Haelll, Hhal, Hinfl a Taql. (viz pfiloha 2, obr. 11-14)
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4.2.2.1 Restrikéni endonukleaza Haelll

Podle poctu a délky restrikénich fragmentl ziskanych pouzitim této endonukleazy Ize
vzorky dale délit do vice skupin. V pfipadé vzorkl, jejichz plavodni fragment mél délku
800 bp, tedy €. 1, 19, 22 a 23, byl rozStépen pouze vzorek €. 1, a to na &tyfi fragmenty
o délkach 390, 290, 100 a 70 bp. Ve skupiné, jejiz puvodni fragment mél délku 430 bp, byly
vSechny vzorky kromé €. 20 a 33 rozstépeny na tfi fragmenty o délkach 300, 110 a 60 bp.

Ze vzorkd, jejichz PCR produkt mél délku 520 bp, byly ¢. 7 a 8 rozstépeny na ffi
fragmenty o délce 400, 90 a 70 bp, zatimco vzorek €. 24 zlstal nerozstépen. VSechny
zbyvajici vzorky byly touto restrikéni endonukleazou $tépeny. V pfipadé vzorkl 25 a 45 se
jednalo o dva fragmenty délky 400 a 90 bp a u vzorkl ¢. 26 a 48 Slo o tfi fragmenty délky
400, 100 a 70 bp. Délky vSech restrikénich fragmentu jsou shrnuty v tabulce 11.

Tabulka 11: Délky restrikcnich fragmentu po Stépeni endonukleazou Haelll

Haelll

Vzorek €. | PCR (bp) RF (bp)
1 800 390, 290, 100, 70
5 430 300, 110, 60
7 520 400, 90, 70
8 520 400, 90, 70
9 430 300, 110, 60
17 430 300, 110, 60
19 800 n
20 430 n
22 800 n
23 800 n

24 [RNGONNR
25 470 400, 90
26 570 400,100, 70
27 430 300, 110, 70
33 430 n
36 430 300, 110, 60
42 430 300, 110, 60
45 470 400, 90
47 430 300, 110, 60
48 570 400, 100, 70

4.2.2.2 Restrikéni endonukleaza Hhal

Vyhodnocenim délek restrikénich fragment( ziskanych pouzitim této i dalSich dvou

endonukleaz Ize jednotlivé vzorky dale odliSit, nebo Ize potvrdit, zda jsou nékteré vzorky

shodné.
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Ve skupiné vzorkl 1, 19, 22 a 23 je jasné patrné, Ze vzorek €. 1, rozS§tépeny na dva
fragmenty o velikosti 400 a 70 bp, je od zbyvajicich vzork( v této skupiné odliSny. Ve
skuping, jejiz PCR produkt mél délku 430 bp byla vétSina vzork(l kromé & 20 a 33
rozStépena na tfi fragmenty o velikosti 220, 110 a 70 bp.

Dale je patrné, Ze vzorek €. 24, rozStépeny na tfi fragmenty délek 230, 130 a 80 bp, je
odlisny od vzorku €. 7 a 8, prestozZe jejich pavodni fragmenty mély stejnou délku. Vzorky
€. 25 a 45 byly shodné roz&tépeny na tfi fragmenty délek 180, 120 a 90 bp, zatimco vzorky
€. 26 a 48 byly roz§tépeny na tfi fragmenty délek 310, 280 a 70 bp.

Tabulka 12: Délky restrikGnich fragmentt vzniklych pouZitim endonukleazy Hhal

Hhal

Vzorek €. | PCR (bp)| REF (bp)
1 800 400, 70
5 430 220, 110
7 520 180, 110, 80
8 520 180, 110, 80
9 430 220, 110, 70
17 430 220, 110
19 800 340, 130, 80
20 430 220, 110
22 800 350, 130, 80
23 800 350, 130, 80

24 | 520 230,130, 80
25 470 180, 120, 90
26 570 310, 280, 70
27 430 220, 110
33 430 210, 100
36 430 220, 110, 70
42 430 220, 110, 70
45 470 180, 120, 90
47 430 220, 110, 70
48 570 300, 280, 70

4.2.2.3 Restrikéni endonukleaza Hinfl

Z tabulky 13, shrnujici délky restrikénich fragmentd ziskanych plUsobenim restrikéni
endonukleazy Hinf, je patrné, Ze fragmenty vzorku &. 1 (180 a 60 bp) a vzorku &. 23 (250
a 220 bp), byly odlisné od fragmentl u vzork( €. 19 a 22, které byly roz§tépeny na Ctyfi
fragmenty délek 350, 190, 160 a 70 bp.

Ve skupiné, jejiz plivodni fragment mél délku 430 bp byly vS§echny vzorky rozstépeny

na fragmenty o délkach 200 a 70 bp. Vzorky 7 a 8 byly opét rozstépeny shodné, a to na tfi
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fragmenty délek 240, 210 a 60 bp, zatimco vzorek €. 24 byl opét odlidny. Ze zbyvajicich
vzorkU byly €. 25 a 45 $tépeny na dva fragmenty délek 250 a 210 bp, zatimco ¢&. 26 a 48 byly

rozstépeny na fragmenty délek 260 a 70 bp.

Tabulka 13: Délky restrikénich fragmentd, vzniklych pdsobenim endonukledzy Hinfl

Hinfl

Vzorek €. | PCR (bp) RF (bp)

1 800 180, 60

5 430 200, 70

7 520 240, 210, 60

8 520 240, 210, 60

9 430 200, 70

17 430 200, 70

19 800 350, 190, 160, 70

20 430 200, 70

22 800 350, 190, 160, 70

23 800 250, 220
24 | 50 | 230

25 470 250, 210

26 570 260, 70

27 430 200, 70

33 430 200, 70

36 430 200, 70

42 430 200, 70

45 470 250, 210

47 430 200, 70

48 570 260, 70

4.2.2.4 Restrikcéni endonukleaza Taql
Z délek restrikénich fragmentl, shrnutych v tabulce 14 Ize usoudit, Ze v pfipadé
vzorkd, jejichz pavodni fragment mél délku 800 bp, byl vzorek €. 1 opét rozS§tépen na odliSné

restrikéni fragmenty nez vzorky 19, 22 a 23.

V pfipadé skupiny s pGvodnim fragmentem délky 430 bp byly vS8echny vzorky
rozStépeny na tfi fragmenty délky 280, 160 a 80 bp. Fragmenty vzorku &. 24 byly opét
odliné od fragmentd vzork(l €. 7 a 8, zatimco vzorky &. 25 a 45 byly $tépeny na ftfi
fragmenty délek 190, 140 a 100 bp, a vzorky €. 26 a 48 byly St&peny na fragmenty délek
300, 230 a 80 bp.
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Tabulka 14: Délky restrikénich fragmentti vzniklych pouZitim endonukledzy Taql

Taql
Vzorek €. | PCR (bp) RF (bp)

1 800 270, 140, 70
5 430 280, 160, 80
7 520 180, 150, 100
8 520 180, 150, 100
9 430 280, 160, 80
17 430 280, 160, 80
19 800 430, 190, 150
20 430 280, 160, 80
22 800 430, 190, 150
23 800 430, 190, 150
24

25 470 190, 140, 100
26 570 300, 230, 80
27 430 280, 160, 80
33 430 280, 150, 80
36 430 280, 160, 80
42 430 280, 160, 80
45 470 190, 140, 100
47 430 280, 160, 80
48 570 300, 230, 80

423 Geneticka podobnost izolovanych kvasinek

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu BioNumerics zpusobem
uvedenym v kapitole 4.1.3. Kvasinky byly opét rozliSeny na urovni druh a z dendrogramu je

opét patrné rozdéleni vzorkd do skupin.

Vzorky €. 19, 22 a 23 byly identifikovany jako druh Brettanomyces/Dekkera anomala
a zafazeny do oddélené skupiny. Vzorky €. 19 a 22 maji témé&r 100 % shodu, jedna se tedy
nejspiSe i o stejny kmen, zatimco vzorek €. 23 je se dvéma pfedchozimi shodny v 85 %

a jedna se pouze o stejny druh.

Vzorky €. 7 a 8 jsou shodné a byly zafazeny do rodu Pichia. Vzorky €. 25 a 45 jsou
shodné z 90 % a byly identifikovany jako Pichia kluyveri. Dal$i dvojici vzorku, patfici k rodu
Pichia, jsou €. 25 a 45, shodné z 95 %.

DalSi velkou skupinu patfici k rodu Pichia tvofi vzorky, jejichz pivodni PCR produkt
mél délku 430 bp. Z dendrogramu je patrné, Zze vzorky 36, 42 a 47 maiji 100 % shodu a patfi

tedy ke stejnému druhu. V pfipadé vzorkl €. 5, 9, 17, 20, 27 a 33, jejichz vzajemna shoda se
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pohybuje mezi 70 a 90 %, se pravdépodobné jedna o rGzné druhy kvasinek rodu Pichia.

Vzorek €. 24 byl také zafazen k rodu Pichia, zatimco vzorek €. 1 nebyl identifikovan.

Kvasinka Sachcharomyces cerevisiae opét nebyla z povrchu bobuli této odridy
izolovana. |vtomto pfipadé je nejpravdépodobnéjSim divodem neuspéchu kombinace
povétrnostnich podminek tésné pred odbérem vzorkl, agrochemickych zasahl na vinici

a metod pouzitych pro zpracovani vzorkd.
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Obréazek 7: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovanych z odridy Sauvignon
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5 ZAVER

Teoreticka Cast této prace ma tfi hlavni ¢asti. Prvni z nich se zabyva odrudami
pouzitymi pro experimentalni ¢ast a technologii vyroby vina. V nasledujici €asti prace
popisuje kvasinky a jejich morfologii, cytologii a metabolické procesy, obzvlasté glykolyzu
a alkoholové kvaSeni, a struéné popisuje nékteré rody kvasinek, vyskytujicich se ve viné
a kvadenych napojich. Posledni sekce teoretické &asti se zabyva analytickymi metodami

pouzitymi v experimentalni ¢asti této prace.

Hrozny pouzité v experimentalni ¢asti této prace byly odebrany na vinici soukromého
vinafe v okoli obce Milotice v okrese Hodonin dne 23. 9. 2015. Pomoci RFLP-PCR analyzy
kvasinek odebranych z povrchu bobuli odridy Malverina bylo zji§téno, Ze izolované kvasinky
nalezely k rodiim Pichia, Brettanomyces, Rhodotorula a Hanseniaspora. Mezi izolovanymi
kulturami byly dominantni kvasinky rodu Brettanomyces. Zadna z kultur nenalezela k rodu

Saccharomyces. Celkem bylo z této odridy izolovano sedm rtznych kultur kvasinek.

V pfipadé odriidy Sauvignon bylo zjisténo, Ze kvasinky rodu Pichia byly dominantni.
Nékolik vzorkll bylo zafazeno k rodu Brettanomyces a jeden vzorek nebyl identifikovan.
Zadna z kultur nenaleZela k rodu Saccharomyces. Celkem bylo izolovano deset rdznych

kultur kvasinek.

Kvasinky rodu Saccharomyces, a obzvlasté druh Sachcaromyces cerevisiae, se ve
srovnani s jinymi rody na povrchu hroznd vinné révy vyskytuji pouze ve velmi nizkych
koncentracich. Tato nizka koncentrace bunék, povétrnostni podminky tésné pred odbérem
vzorkl a agrochemické zasahy na vinici jsou mozné duvody, pro¢ nebyly kvasinky
Sachcaromyces cerevisiae z povrchu bobuli izolovany. Pokud tyto kvasinky na povrchu
bobuli pfitomny byly, mohlo béhem rlistu smésnych kultur v tekutém médiu (viz kap. 3.4.1)
dojit k prosazeni jinych, dominantnéjSich druhu, protoZe sladinové médium je na rozdil od
mostu velmi pfiznivym prostfedim i pro divoké kvasinky, které se na povrchu bobuli révy

vinné vyskytuji ve vyrazné vyssich koncentracich nez druh Saccharomyces cerevisiae.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

o DNA: Deoxyribonukleova kyselina

e PCR: Polymerazova retézova reakce

e EDTA: Ethylendiamintetraoctova kyselina

e TBE: Trisborat EDTA pufr

e EtBr: Ethidium bromid

e bp: pocet paru bazi

¢ V:volt (jednotka elektrického napéti)

¢ RF: restrik&ni fragment

e RFLP: délkovy polymorfismus restrikénich fragmentu
e UV: ultrafialové zafeni

¢ UPGMA: unweighted pair-group average shlukova analyza
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9 PRILOHY

9.1 Priloha 1: Fotodokumentace odbéru vzorku

Obrazek 9: Odebrany vzorek
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9.2 Priloha 2: Ukazky elektroforeogramu

100bp 19 33 g 3 38 40 42 43 44 45 47 48 MK 100bp

Obrazek 10: Ukazka elektroforeogramu PCR produkti: 100bp = délkovy standard,
NK = negativni kontrola. Vzorky v neoznacenych bézich nebyly soucasti této prace:

10 11 12

Obrazek 11: Ukazka elektroforeogramu po restrikcni analyze s vyuZitim
endonukleazy Haelll. S = délkovy standard 100 bp, vzorky v neoznacenych bézich
nebyly soucasti této prace

47 45 PK 100bp

Obrazek 12: Ukazka elektroforeogramu po restrikcni analyze s vyuZitim endonukleazy
Hhal. Vzorky v neoznacenych bézich nebyly soucasti této prace.
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100bp 32 30 35 36 38 40 42 43 44 45 46 4748 100pb

Obrazek 13: Ukazka elektroforeogramu po restrikéni analyze s pouZitim
endonukleazy Hinfl. Vzorky v neoznacenych bézich nebyly soucasti této
prace.

100bp 1 2 3 ¢ ; 3 10 1: 14 16 1 18 100bp

Obrazek 114: Ukazka elektroforeogramu po restrikéni analyze s pouZitim endonukleazy
Taql



