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ABSTARKT

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci viimywasinek izolovanych z bobuli a
mostu vinné révy. K izolaci byla pouzita bil4 oda vina Sauvignon, které byl@égtovano a
vyrakeno podle pozadavk ekologického zewuélstvi. Odebrané vzorky byly zpracovany
v laborat@i a pomoci redovaci metody byly ziskanyisté kultury jednotlivych kvasinek.
Z téchto ¢istych kultur byla pomoci koméniho kitu UltraCleaf” Microbial DNA Isolation
Kit vyizolovAna DNA, kterd byla pouzita kdalSi &me. Izolovand DNA byla
naamplifikovana metodou PCR, za pouziti ITS1 a IT@#mefi. PCR produkty byly
detekovany elektroforeticky v agarozovém gelu. Nali#fikované vzorky, nasledn
pieciSténé, byly podrobeny restiki analyze, ke které bylo pouzitoétprestrikinich
endonukleaz:Hadll, Hinfl, Taql, Alul a Msd. Vzorky po restrikni analyze byly ot
elektroforeticky detekovany, vizualizovany pod U\étektorem a porovnany s obrazem
Stpeni sbirko¥ zaazenych kvasinek. Dale byla srovnana similardthto izolat a to za
pouziti programu BioNumerics, kde jako kritériumdpbnosti byly zvoleny Pearsonovy
koeficienty a UPGMA klastrova analyza. Vysledkem getom dendrogram genetické
podobnosti izolovanych kvasinek.

ABSTRACT

This thesis deals with isolation and identificatwine yeasts from grapes and must. For
analysis was used white wine Sauvignon that wasmgiemnd producing after needs ecological
agriculture. Remove samples were processed indédrgrand by the help of dilution method
were obtained pure culture isolated yeasts. Infillewing step, by the application of
commercial kit UltraClealt' Microbial DNA Isolation Kit we were able to isotat individual
DNA that it was used to the next analysis. Isoldd®tA was amplification by PCR method
with ITS1 and ITS4 primers. PCR products were detton agarose gel. Amplification
samples were chopped five restriction endonucledsadll, Hinfl, Taql, Alul and Msd.
Chopped DNA was detected by the same way as PC#ugoand it was compared with
restriction patterns of collection yeasts. In tleatrstep it was compared genetic similarity of
isolated yeasts by using BioNumerics software. Astarion it was used Pearson coefficients
and UPGMA clastering analysis. The result is dediog of genetics similarity isolated
yeasts.

KLi COVA SLOVA

kvasinky, identifikace, PCR-RFLP, elektroforézaamomie, restrikni analyza, vinstvi,
vyroba vina
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yeasts, identification, PCR-RFLP, electrophordsispnomy restriction analysis, viticulture,
production wine
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1 UVOD

Vino se u nas produkuje odresioku, ale o metodice vyroby se v historii dozvidame
pouze vzach Jedna z prvnich zminek je zetatku 13. stoleti a vaze se k cisterciackému
kldSteru ve Velehrad Tamni mniSi se dili vinaiské praxi v Poryni a v Burgundsku a na
Moravu g@inesli nekteré nové postupyiplisovani hrozi a @i uchovavani vina. Vino vznika
alkoholovym kvaSenim, ip kterém jsou firodni cukry z hrozé révy vinné pemenovany
kvasinkami na alkohol a oxid ubity. Do vina gechazi z hrozihmnoho chemickych latek,
které spolu s alkoholem a zbytky clikiytvaii vysledny charakter vina. [1]

Kvasinky jsou mikroorganismy, které ,od nepgislouzi lidem” @i riznych kvasnych
vyrobach. Ve wdeckém vyzkumu se staly diky svym vynikajicim utastem sotésti
modelu pro eukaryotni liu. Mezi nejdilezit¢jSi modelové eukaryotni organismy fat
druhy Saccharomyces cerevisiaePichia pastoris Jejich hlavni pimyslovy vyznam tkvi
v pouziti pro vyrobu alkoholickych nappj pekaského a krmneho drozdi. Jsou Siroce
vyuzivany viad oblasti ¥dy, technologie i mediciny. dkteré druhy jsou nezastupitelné v
potravindském a farmaceutickémpmyslu, jiné jsou vyuzivany jako biologické modelové
systémy pro studium obecnych regulaci metabmlizeukaryotickych butk, dalSi msobi
jako faktory vyvolavajici onemoeni. Z burgk kvasinek se izoluje pro kom&r (kely fada
latek, pouzivanych v biochemickych labotéth, nap. enzynii, koenzyni, nukleotidi apod.
[2,3]

Metoda PCR byla zavedena v roce 1985 a znamemalanplekularni biologii stejny
piinos jako objev restrinich endonukledz nebo zavedeni sekvencovani DN, matoda
je pouzivana v Siroké skale variant, které jsowaveny podle toho, zda je peba amlifikovat
templaty s nizkym ptiem kopii, detekovat sekveém polymorfismy, provagt molekularni
identifikaci nebo typizaci organisimnebo modifikovat sekvence nukleovych kyselin. Tyto
varianty se navzajem liSi pouzitim dalSich enzyoksth reakci krom amplifikace Taq
DNA-polymerazou, pouzitim specifickych sekvenci npeiti, prisnosti podminek pro
amplifikaci a zfgisoby detekce produkiPCR. [4]

10



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Kvasinky maji v potravingké technologii dvoji vyznam. Jako technologickyXiyané
mikroorganismy ve fermentaim prtimyslu @i vyrobé piva, vina, lihu, i vyrobé pekaskych
produkiti (drozdi), ale i jako Sidci masa, ryb, dibeze, vyrobk studené kuchyf) ml&nych
produkti, fermentovanych pozivatin, vyrobls vysokym obsahem cukru a dalSich. [5]

2.1.1 Systematika kvasinek

Kvasinky z#@azujeme do 3 skupin.

1. Ascomyceteskvasinky patici do ¥idy vieckatych hub

2. Badisidiomycetes kvasinky rodulLeucosporidiuma Rhodosporidiumpatici mezi
stopkovytrusé houby

3. Deuteromyceteskvasinky, u kterych nelze pozorovat pohlavninnonzovani, a které
netvai ani balistospory. [6]

2.1.2 Morfologie kvasinek

2.1.2.1 Morfologie kvasinek

Velikost burtk kvasinek je pod hranici viditelnosti pouhym okeproto je vzdy
pozorujeme pod mikroskopem. Jejich tvary byvajimmanité, mohou byt okrouhlé, ovalné,
elipsoidni, protahnuté, citrénovité apod. (Obr. Bfemeéna tvafi burgk nastava vlivem
vngjSich podminek a Gzce souvisi s vlastni funkaiklgu Zakladnim tvarem bk kvasinek
je rotani elipsoid a odchylky ve tvarech jsou dvojiho drubména na kulaté tvary a zma
na podlouhlé az vlaknité tvary. [7, 8]

00aqdl g

Obr. 1: Rozmanité tvary buk kvasinek: a - kulaté, b - ovalné, elipsoidri citronovité,
d - ogivalni, e - lahvovité, f - podlouhlé, g - kitéte[9]

2.1.2.2 Morfologie kvasinkovych kolonii

Bunky kvasinek nanesené na jedno misto na Zivném agavori kolonii. Podle uloZzeni
v agaroveé vrstv se rozliSuji kolonie: povrchové, viii a polovnitni (Obr.2). Kazda tato
kolonie ma jiny tvar. Povrchové kolonie maji kruitévobrysy, jsou Siroké aufkulaté.
Vnitini kolonie byvaji malé &ockovité a polovnitni kolonie byvaji¢oc¢kovité, trojramenné
nebo ¢tyframenné. Tyto Gtvary poloviitich kolonii vznikaji tak, Ze se kolonietiSpo
puklindch agaru. Pukliny tu vytyiokolonie svoji rozpinavosti, kdyZ roste v rngfi blizkosti
povrchu. U gkterych anaerobnich kultur js@asté uzkeé, vysoké, rohovité kolonie (hap.
cerevisiag. [7, 10, 11]
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Obr. 2: Typy kolonii: a - povrchové,b - vti, ¢ - polovnini [11]

Povrch kolonie mize byt hladky, hladky s vyvySenymietiem, tzv. kupolou, nebo
kraterovy s prohlubeninou veistlu povrchu, fip. pokgeny s pravidelnym radialnim nebo
koncentrickym (sougtdnym)clenénim. (Obr. 3)7, 10]

2
rl Y { \
e
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[ . T 4
f

b
& g
d_ (
"~ J{¢ ~ e
: ZARUIGIST

Obr. 3: Povrchy kolonii: a - hladky, plochy, b - hladkyysrySenym gtdem, c - hladky,
kraterovity, d - plochy, e - drsny kraterovity,\fysoky, drsny, kieravy, g - roz§ené ploché,
hladké nebo mainég, h - keinkovité [12]

Okraj kolonii mize byt celistvy, lalokovity, pilkovygipovity, vinity nebo kéinkovity,
pokud ma petelrt vyvinuté pseudomycelium. Kolonie s hladkymi a pekrymi sektory
vznikaji tehdy, kdyz je kultura schopna vyiteihladké nebo drsné kolon{@br. 4) [7, 10]
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Obr. 4 Okraje kolonii:
a - rovny, uceleny, b - laloaty, c - pilovity, d - cipovity, e - Kokovity[12]

2.1.3 Cytologie kvasinek

Pro kvasinky je charakteristickd struktura eukéicke buiky. Jeji povrch je obklopeny
silnou burc¢nou sénou, pod kterou se nachazi cytoplazmaticka membrdevirajici
cytoplazmu siznymi strukturami, které se v ni nachazeji. Jsouattro, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum, vakuoly, ribozémy, ppasty a Golgiho aparat. Kram
membranovych Utvérse v cytoplazm kvasinek nachazeji ietelna zrnika zasobnich latek,
nag. volutinu (polymetafosfat), glykogenu nebo ékterych druli i tuk (nag. u rodu
Rhodotoruld. (Obr. 5) [7, 8, 13]
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Obr. 5: Schéma pirezu buky kvasinky:
1 - burécna stna, 2 - jizva zrodu, 3 - cytoplazmaticka membrahajadro, 5 - jaderna
membrana, 6 - vakuola, 7 - endoplazmatickeé retikild - mitochondrie, 9 - glykogen,
10 - polymetafosfat (volutin), 11 - lipidy, 12 -1Gibo aparat[14]

2.1.3.1 Bunéénd s¥na

Buné¢né stna kvasinek ma silnou a pevnou strukturu, kteréadéwice charakteristicky
tvar a chrani ji ped mechanickymi vlivy a osmotickym Sokem. Permdabiheboli
propustnost zavisi na charakteru kvasinkovékigta ma na ni vliv nejen tvorba substratu a
piitomnost ioni drasliku nebo sodiku, ale i oxig-redukeni procesy.
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Hlavni sloZzkou bu&né stny kvasinek jsou polysacharidy, kteréegstavuji az 80 %
susiny stny. Polysacharidy maji strukturu vlaken, kterafivbustou splg vypinénou
bilkovinami, které pedstavuji 6-10 % suSinyésty. Ve stn¢ kvasinek je takéftomno malé
mnozZstvi lipidi a fosfolipich (3-10 %). Stny obsahuji také fosfotaany vazané esterovymi
vazbami na polysacharidy, které davajhkam kvasinek negativni naboj.

Na povrchu siny kvasinek jsou patrné jizvy po rni, které se v elektronovém
mikroskopu jevi jako mitavyvySené prstence. Na jednom polu kazdgklgumizeme spait
zvlastni jizvu, ktera istala v mist drivéjSiho spojeni daaé buiky s matéskou bukou.
Této jizw setika jizva zrodu. [8, 14]

2.1.3.2 Cytoplazmaticka membréana

Cytoplazmatickd membrana ohré&uje celou biku a ma ii hlavni funkce. Tvéi
elasticky obal a ochrannou bariéru na povrchikigu kontroluje vstup a vystup latek do
buiky a z butky a je mistem, kde se odehrava biosyntédaenych komponeiit burg¢né
sttny a vrgjSich obal. Je pomirné tenka, sloZzena z lipid a proteii a vytvai cetné
vychlipeniny vybihajici do cytoplazmy. Je veélpropustnda pouze pro malé molekuly bez
naboje, a tvli proto osmotické rozhrani mezi ikou a vrjSim prostedim. Membrana
obsahuje &které hydrolytické enzymy a enzymy souvisejicig#tézou slozek buiné sény
(nag. glukansyntasu). Neprobihaji zde oxidaprocesy. Cytoplazmaticka membrana ma
silnou aktivitu ATPazy, coz se projevi i na nitrobénych membranach. [7, 14]

2.1.3.3 Cytoplazma

Cytoplazma kvasinek obsahuje systém dvojitych nrambkteré se podobnjako u
rostlin a Ziva@&icha nazyva endoplazmatické retikulum. Otyto membrany maji po&nne
velké pory a vzhledavptipominaji membranu jadra. Naggim povrchu obou membran jsou
cetna zrndka polynonii, tj. agregat ribozomi, v nichZz se syntetizuji bilkoviny.
Endoplazmatické retikulum t¥bv buice tizné nadobky a odteni, obsahujicitizné enzymy
a rezervni latky. [7, 14]

2.1.3.4 Mitochondrie

Mitochondrie (Obr. 6) jsouiftomné v cytoplaz kvasinek a jsou to strukturalni dtvary
velmi rozmanitého tvaru (kulovité, valcovité az kitéé nebo lalénaté). Mitochondrie téZze
buiky se obyejn¢ liSi tvarem i velikosti. Jsou obklopeny &iwa membranami - Wsi a
vnitini. VnejSi membrana méa brad&waty povrch a vnihi membrana t® hluboké
vchlipeniny smirem dovnit mitochondrie, kterym siéka kristy.

Mitochondrie jsou sloZeny z bilkovin, lipida fosfolipidi. Obsahuji také RNA a malé
mnozstvi DNA, ktera je nositelem mimojadernédidnosti kvasinek. Jsou také sidlem
dychacich enzyf a systému oxidmi fosforylace. V mitochodriich probihd i syntéza
n¢kterych mitochondrialnich bilkovin, proto jsou zg®itomny také tRNA, mRNA a
ribozomy. [14]
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Obr. 6: Priiez organely mitochondrid 5]

2.1.3.5 Ribozémy

Ribozémy jsou globularni organely vipnéru 20 — 30 nm velké, sloZzené z malé a velke
podjednotky. Ribozdmy mohou byt volné nebo vazamémembrany endoplasmatického
retikula. Bilkoviny tvdi prevazrie 57 % hmot. ribozomu a pambilkovin a RNA v nich neni
jednotny. [7]

2.1.3.6 Vakuola

Vakuola je velmi ndpadna dildzita organela v hikach kvasinek. Je tastsinou kulovity
Gtvar obklopeny jednoduchou membranou, kt&sto vysila uzké vyiky do cytoplazmy.
Nejcastji byva v buice jedna velka (pokud je bka zrala klidova) a ¢kolik malych (u
mladych nebo pticich burk). Ve vakuolach se nachazeji enzymy hydrolaz§tSina
protedz, ribonukleazy, estrazy. Tyto enzymy rozijadunkiné naruSené organely, nap
mitochondrie. Vakuoly obsahuji také polyfosfaty @lkeu zasobu draselnych idnt
aminokyselin a purilh Jsou tedy rezervoarem latek, které se zrovndaséti metabolismu.
[7, 14]

2.1.3.7 Golgiho aparat

Golgiho aparat je dals§im membranovym utvarem vmgizneé a nachazi se pouze
v eukaryotickych biikdch. Ma tvar plochého #&hyrku nebo &kolika propojenych plochych
meéchyrkd nebo cisteren uloZzenych rovridi¢ vedle sebe. iedpokladanou funkci Golgiho
aparatu je transport prekurdorbuni¢né sény z cytoplazmy fes cytoplazmatickou
membranu. [7, 14]

2.1.3.8 Jadro

Bung¢né jadro je kulata az lalnata organela nachazejici se wedu buiky nebo ulozené
excentricky. Je od cytoplazmy o#ldno dvojitou jadernou membranou s velkymi péry.
RozliSeni chromozofnyv jadre kvasinek je i pomoci elektronové mikroskopie vebiotizné.
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Patet chromozom je proto odvozovan z vysletlk genetickych studii. U nejlépe
prostudované kvasinkyS@ccharomaces cerevisjaeylo az dosud zjisho 16 chromozoii
v haploidnim jage.

V jadru kvasinek je také jadérko srpkovitého tvékieré je uloZzené&sné pod jadernou
membranou. Dale je zddgetelné polovédisko weténka, které m4 tvar disku a vychazeji
z rgj vldkna zvana mikrotubuly. Mikrotubuly jsou sloZemz bilkoviny tubulinu a spolu
s &liskem hraji dlezitou roli @i déleni jddra Bhem rozmnozZovani bek. [7, 14]

2.1.4 Rozmnozovani kvasinek

Kvasinky rostou fevazre v koloniich z jednotlivych butk s ptimérem 5-10um. Mnozi
se vegetativéh putenim a pohlavé tvorbou askospor. Mnohé kvasinky jsou schopnéittvo
septované mycelium, pseudomycelium neba@kkié hyfy. Mohou se také od m#kée
burky oddElit.

2.1.4.1 Pohlavni rozmnozovani

Pohlavni rozmnoZovani (Obr. 7) je zndmé u kvastadicich se do skupidsskomycetea
Basidiomycetes souhrng nazyvanymi jako teleomorfni kvasinky. fiP pohlavnim
rozmnozovani vznikne po rediim dleni z diploidni buiky askus s haploidnimi
askosporami. Askospory (gamety) potom kopultimz po karyogamii vznikne diploidni
zygota a z ni askus nebo basidium. V asku se kiyagkospory (endospory) a na basidiu
basidiospory (exospory). Aby cely tento proces motdkzthnout, musi nejprve vzniknout
pohlavni aglutinace bwhk, kterd nastava ip smichani dvou kultur kvasinek opozitnich
parovacich typ. [5, 7]

Obr. 7: Schéma cyklu bétiného dleni Saccharomyces cerevisiae:

S - syntéza DNA, M - mit6za, G1 - vibel je jeden genom, G2 -/ika obsahuje zdvojeny
genom, a - klidova hika, b - zdvojeni polarnih@liska, c - syntéza DNA, vznik malého
pupenu, d - separace polarnichisek a vznik keténka, e, f - migrace jadra do pupenu a

déleni jadra (mitéza), g - vznik dvou samostatnyaejaodaleni obou busk [14]
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2.1.4.2 Vegetativni rozmnoZzovani

VétSina rodh kvasinek se vegetati¥rrozmnoZzuje ptenim. Ri puceni je vznikajici mald
dceina buika - pupen - spojena kanalkem s msiteu butkou (Obr. 8). BFed pu&enim
dochéazi ke splyvani blan endoplazmatického retikuf@ak k jeho &eni. Dale dochazi také
k opakovanému deni vakuol a ke zgn¢ tvaru mitochondrii v dlouze protahlé. Pocatku
tvorby pupenu do #ho vstupuji drobné vakuoly a mitochondtie. &mrE zane mitotické
déleni jadra a jeho migrace k pupenu. S jadréetipazeji do nayvvytvoreného pupenu takeé
dalSi slozky cytoplazmy. Pak se cytoplazmatickoumm&nou uzate kandlek mezi
matdgskou a dcBnou buwkou a vpupenu se intenzivnsyntetizuje a rozRije
endoplazmatické retikulum. Po vytemi burkcné sény mezi matéeskou a dcénou buikou,
vzrastu velikosti pupenu a spojeni drobnych vakuol akuwolu jedinou je pteni ukoreno.
[7, 8, 14]

Obr. 8: Schéma plrezu puici buiky kvasinky:
1 - burécéna stha, 2 - jizva, 3 - cytoplazmaticka membréna, 4f¢a5 - jaderna membrana s
pory, 6 - vakuola, 7 - endoplazmatické retikuluran@itochondrie, 9 - Golgiho aparéat,
10 - glykogen, 11 - polymetafosfat (volutin), 1ipidy [11]

2.1.5 Potravinai'sky vyznamné kvasinky

2.1.5.1 Rod Saccharomycodes

Tento rod se rozmnoZuje bipolarnimépaoim na tzv. Siroké zaklagnkdy pupen budouci
kvasinky je spojen s maskou buikou Sirokym k&kem a kvasinky mohou pat na obou
koncich buiky i ve stejnou dobu. Po peni se na Kiku tvori prepazka fipominajici @leni
burgk. F¥i pohlavnim rozmnoZzovani se vytwéasky se 4 kulovitymi sporami, které se po
vykli¢eni ihned spojuji, proto u nich nelze hévam haploidni vegetativni fazi. dddy se
stane, ze spolu kopuluji j€Ste wecku. Buky této kvasinky jsou dlouhé a maji citronovity
az paltkovity tvar. RodSaccharomycodg®©br. 9) zkvaSuje sachardzu a neutilizuje nif&t.
16]

Druh Saccharomycodeddansen vytvl velké diploidni citronkovité apikulatni (na
koncich maji maly vy&?ek) nebo prodlouzené fiky, které se rozmnoZuji vegetatévn
holoblastickym piibéZnym pwienim. Spory jsou kulaté s hladkowrsiu a ®kdy na nich
muzeme pozorovat kratky lem. V kapalném predt se tvéi usazenina a prstenec. [6, 17]
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Obr. 9: Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Schizosacechgces ludwigi[18]

2.1.5.2 Rod Hanseniaspora

Rod Hanseniaspora zkvaSuje sacharidy (glukoz@pstidi se rozkvaSovani mosStu.iiBy
jsou malé, citrénovité, apikulatni, ovalné az ptetse, pdi holoblasticky (pdeni se dastni
vSechny vrstvy buftné sény matéské buiky). Zpravidla se vytvd dolre vyvinuté
pseudomycelium, jen¢kdy rudimentarni (zarodeé) pseudomycelium. [5, 6, 17]

Hanseniasporaytvéri tii typy askospor:

- kloboukovité nebo helmovité - 2-4 v asku, ktezéve zralosti z askuvohiuji
- kulaté s hladkou nebo bradavatou stnou a ekvatorialnim lemem
- kulaté s bradavnatou stnou.

Kulaté askospory se ve zralosti z @skeuvohuji. [6]

2.1.5.3 Rod Saccharomyces

Rod Saccharomyce§Obr. 10) pat k nejznangjSim a nejprozkoumasim kvasinkam.
Jejich buiky maji kulaty, elipsoidni nebo cylindricky tvar. vEsinky se rozmnoZzZuji
vegetativnim multilateralnim (mnohostrannym)éenim a vegetativni stadium je az na
vyjimky diploidni. Mezi buikami dochazi také ke konjugaci, jejimz vysledkenvigba spor
s hladkym povrchem v gtu 1-4 v jednom ¥ecku. Rod mize také tvéit pseudomycelium.
Tyto kvasinky zkvaSuji sacharidy, nevytvamyl6zovou substanci a neutilizuji nitrat. [5, 6,
16]Do konce 19. stoleti bylo popsano mnoho drubdu Saccharomyceskteré vSak
z dneSniho hlediska nevyhovovaly poZzadswkna druh a spiSe by se definovaly jako
subspecie (variety). [16]
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Obr. 1Q Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Saccharomgeesvisiag19]

2.1.5.4 Rod Pichia

Buiiky roduPichia jsou kulaté, elipsoidni, protahnuté &dy mohou byt i zahrocené, ale
nejsou ogivalni. Kvasinky se rozmnoZzuji pohlavnimultitateralnim pdenim, gicemz
nékteré druhy mohou twd artrokonidie a mohou se také vyskytovat pseufiphy
v omezeném mnozstvi i pravé hyfy. V ascich se WWitvk4 askospory, které jsou
kloboukovité, mlkulaté, kulaté s hladkou &tou i saturnovité. Asky se vSeobécn
vyprazdiuji, ale mohou i petrvavat. Kvasinky roduPichia taktéZ mohou zkvaSovat
sacharidy. Tyto kvasinky mohou kontaminovat pivégoy ovocné vy, vyrobky studené
kuchyre i kysané zeli, kdy se na povrchu tekutin ftwzlinava blanka zvan&iks, pokozka
nebo mazdra. [5, 6, 16]

2.1.5.5 Rod Kluyveromyces

Druhy roduKluyveromyceqObr. 11) se fivodre zarazovaly do roduSaccharomyces
PodrobgjSim zkouméanim se vSak dokazalo, ze Raccharomycege velmi heterogenni.
Proto se #které druhy, které se odliSovaly morfologicky aifjagicky, oddlily do nového
roduKluyveromyceg6]

Do tohoto rodu se zahrnuji druhy s vegetativnirfipseidnimi, val€kovitymi az
protdhnutymi biikami, které se rozmnoZuji genim. Za utitych podminek se mohou
v kultuie vyvinout i Wecka, v nichZz se nachazeji 1-4 spory, které sevminéni shlukuji.
Pati sem druhy, které jsou schopné zkvaSovat sachdBdg, 16]
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Obr. 11 Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Kluyveromyunasxianug18]

2.1.5.6 Rod Candida

Rod Candidaje velmi rozsahly a zahrnuje druhy jaisté saprofytické, tak i potenciain
patogenni, které mohou igobit mykotickd onemoeni clovéka i zviat. AvSak rkteré
druhy tohoto rodu slouzi kifpraw krmného drozdi, n&pCandida albicans

Kvasinky tohoto rodu maji rozmanité tvary Bkn jako nap. kulaty, elipsovity,
cylindricky, protahnuty, apikulatni, agovalni, hatyn lahvovity apod. Rod se rozmnoZuje
multilateralnim pdenim a jfivodné se vyzn&oval tvorbou rudimentarnihogweného nebo
diferencovaného pseudomycelia a blastokonidiemuhfprrodu Candida mohou vytvéet
chlamydospory, ale askospory, letiospéry, balistdéiie ani artokonidie netvio Nekteré
druhy zkvaSuji sacharidy. [5, 6, 16]

2.1.5.7 Rod Metschnikowia

U téchto kvasinek se vyskytuje multilateralni ¢eni a také tvorba rudimentarniho
pseudomycelia. Jehlicovité askospory se vyvijeji pe2 ve wecku. Buiky rodu
MetschnikowigObr. 12) jsou kulaté, elipsoidni, hruSkovité, ¢tavité i srpkovité. Doposud
bylo vyizolovano 6 druth kvasinek, které se nachazeji &dp, ve vodnim prosedi a jako
parazité na bezobratlych Z&isich. [6, 16]

Druh Metschnikowia pulcherrimase rozmnoZuje @enim a ®kdy tvori skromné
pseuodomyceliumCerstvé izolaty této kvasinkyasto tvdi purpurovéervené kolonie
zpasobené barvivem pulcherimin. Druh sidermentuje sacharidy a vyskytuje se na ovoci a

v ovocnych 8avach. [5]
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Obr. 12 Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Metschnikoavidauensi§20]

2.1.5.8 Rod Zygosaccharomyces

Tento rod je nejvyznandfsim zastupcem osmotolerantnich kvasinek. Morfalkgijsou
podobné roduSaccharomycesVegetativni biiky se rozmnoZzuji multilateralnim penim,
jsou kulaté, elipsoidni nebo cylindrické. Rodiza tvdit pseudomycelium, ale pravé hyfy
netvai. Mezi jednotlivymi butkami €chto kvasinek nastava konjugace nebo somatogamni
autogamie. Vzniklé askospory jsou hladké, kulatéonmirreé elipsoidni, po 1-4 v asku, které
pretrvavaji. Kvasinky zkvaSuji sacharidy, ale nétamyl6zovou substanci. [5, 6]

2.1.5.9 Rod Rhodotorula

Rod (Obr. 13) pa&t mezi kvasinky, které nezkvaSuji Zadny cukr. Majané vyvinuty
pentézovy cyklus k vyuzivani glukézy, tedy na j@imou oxidaci. Kvasinky maji oranZzovou
az ¢ervenou barvu, protoZze obsahuji karotenoidni barvityto barviva je chréniied
acinkem ultrafialové slozky slugaiho zd&eni, proto se mohou veégim mnozstvi
vyskytovat v ovzduSi. Dale se mohou vyskytovatinap KiZi ¢lovéka a zviat, ve vlasech, na
povrchu i uvnit potravin. Ve vid mohou rkdy tvarit sliz a v kapalnych substratech
neiastji sedimentuji a tvid prstence. Biky kvasinek maji kulovity aZ kratce ovalny tvar a
jejich velikost je asi 2-5um. Na sladinovém agaru \igtaji v izovych aZc¢ervenych
koloniich, které jsou vyklenuté, lesklé, hladké&slité. [5, 16, 21]
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Obr. 13 Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Rhodotorulaigjisi[19]

2.1.5.10Rod Schizosaccharomyces

RodSchizosaccharomycgg jedinym rodem, ktery se rozmnoZzujelpradénym clenim
jako bakterie. Biiky této kvasinky se vyzgaji obdélnikovymi tvary, netud mycelium, ale
charakteristickd je tvorba askospor (1-8 v askule dedy o askosporogenni kvasinky.
Vyznaiuji se silnou fermentai schopnosti. Vyskytuji se v marmeladach, melhssznove
Staw apod. [5, 16]

Druh Schizosaccharomyces pomise rozmnoZzuje schizotomnim rozpadem na 4-8
dceinnych burk. Tento druh se pouzival jako modelovy mikroorgamis pro genetické
studie. Pomoci této kvasinky se takézm biologickou cestou stanovit inositol a vitaminy
skupiny B. Pouziti nachazi také ve uist@i, a to k odkyselovani vin, protoze dovede waizi
piitomnou kyselinu jablou a vinnou. [16]

2.1.6 Fermentaéni procesy

2.1.6.1 Alkoholova fermentace

Alkoholového kvaSeni se vyuziv&eplevsim ve vinatvi, pivovarnictvi, lihovarnictvi a
pekdstvi. Rivodci tohoto kvaSeni jsourgrevsim kvasinky radSaccharomycea Torula,
nékteré druhy mikroskopickych hub (rdducor) a ojedirlé druhy bakterii.

Hlavnim pivodcem alkoholového kvaSeni ovocnycltd\8 jsou pravé kvasinky
Saccharomyces ellipsoideu&teré energeticky zkvaSuji glukézu, fruktézu, reaézu a
maltézu. Bi alkoholovém kvaSeni vznikaji z jedné molekuly éex dw molekuly ethanolu a
dvé molekuly CQ za sodasného vzniku energie (2 ATP). N&atku kvaSeni, kdyz je jast
v prostedi nedostatek acetaldehydu, vznik&tarmnozstvi glycerolu.

CsH 1206 - 2 CHCH,OH + 2C0Q
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Pri pramyslovém alkoholovém kvaSeni vznikaji krénethanolu a malého mnoZstvi
glycerolu je& dalSi vedlejSi produkty, které se vyskytuji v gom¢ nizkych koncentracich,
ale maji velmi velky technologicky vyznamiddevsim jsou to vysSi jednosytné alkoholy
(propanol, butanol, pentanol), které vznikaji z mokyselin odurtelych kvasinkovych buik
(priboudliny). Po dobu kvaSeni, ale hlgvpo dobu zrani hotovych alkoholickych napoj
vznikaji estery, které jsou nezadouci v pivovarijcile ve vingstvi maji pozitivni vyznam -
tvori buket vina. Z pyruvatu, ktery vznika v procesykglyzy, se pi alkoholovém kvaseni
tvoii malé mnozstvi dalSich fermetitdch produkd, které uz v malém mnozstvi remive
ovliviuji chw hotového vyrobku. JdeigdevSim o biacetyl, ktery vznikd kondenzaci
acetaldehydu s pyruvatem na acetybntgu kyselinu a potom jeho samovolnym oxialian
rozkladem. [22, 23, 24, 25]

2.1.6.2 Spontanni fermentace

Pfi spontannim kvaSeni se do mosStu kéosireni nijak nezasahuje. Spontanni kvaseni
muze probihat jen v mosStech ze zdravych htoilezitym Cinitelem je dostaté mnozstvi
kulturnich kvasinek, pokud by se totiz hrozny diraa de& nebo po #m, spontanni
kvaseni by probihalo pomalu a obtfZRokud jsou hrozny zdravé a vylisovany most obgahu
pottebné mnozstvi kulturnich kvasinek, probiha sport&waseni i v moStech s vysokym
obsahem cukru.

Spontanni kvasny proces zahajuji vzdy apikulat@isknky Kloeckera apiculaty které
zkvasuji glukdzu a fruktdézu. Ve zkvaSovaneém mostu je az 90 % a vino dokazi zkvasit az
na 5-6 obj. % ethanolu. Kvasinky ro@accharomyces cerevisjdderé potlduji apikulatni
kvasinky @i koncentraci ethanolu 3 obj. %, jsou vice odoldé ethanolu a rozmnoZuji se a
kvasi i i nedostatku kysliku.

MoSty z nezdravych hroanjsou nachylné ff@devSim na nezadouci rah&, manitové
nebo octové kvaSeni. Je tougpbeno tim, Zze apikulatni kvasinky prokvasi vinondax.

5 obj. % ethanolu a potom jejigiinnost ustane. Pokud je v moStu malo kulturnichskvek
(Saccharomyces cerevisjaamost dale nekvasi a &naji pisobit bakterie miéného nebo
octového kvaSeni, které tento proces znehodn@;.2@, 27]

2.2 Vinarstvi
Vinarstvi je potravingské vyrobni odstvi zabyvajici se zpracovanim vinné révy.
Technologicky navazuje na vinohradnictvi, obor Imsé zentdélské vyroby, které se
zabyva gstovanim stolnich odld révy vinné, utenych k pimé spateb: a mostovych odid
révy vinne, uéenych k vyroks hroznovych vin. [28]
Podle odiid se vino rozéluje do ti jakostnichitid. [8]
I.A tiida - patti sem vylrové odidy hroznu, jako Burgundské bilé, Burgundské Sedé,
Burgundské modre, Muskét otonel, Muskat ZlutyzIRk rynsky, Tramin,
Sauvignon, Semillon a v tokajské oblasti Furnaitihovina.
|.B tiéida - obsahuje velmi kvalitni a rogmé odidy, které se §stuji ve velkych
mnozstvich, jako Ryzlink vlassky, Veltlinské zede Sylvanské zelené,
Sylvansk&ervené, Neuburské, Muller-Thurgau, a z modrychiddirankovka a
Svatovavineckeé.
. ttida - zahrnuje oddy Veltlinskécervenobilé, Veltlinsk€éervené, Bouvigtv hrozen,
Cabaiska perla, Ezerjo a Medovec.
lll. t¥éida - zahrnuje oddy, které se fedavaji jako stolové hrozny, maChrupka
(uslechtilé), Bratislavskeé bilé, Irsay, Olivekadarka bila &ervena. [8, 28]
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2.2.1 Hrozny vinné révy

Hrozny vinné révy se skladaji impin se stopkami, které tkiohlavni nosnou kostru
hroznu a z bobulitizné velikosti, barvy a tvaru. Bobule tid pres 95 % hmotnosti hroznu se
skladaji z duzniny, semen a slupekagina tvai 3 - 4 % hmotnosti hroZn Pred dosazenim
optimalni technologické zralosti je zelena, pakvthati a hidne. Ze zelené nevyzrai@piny
se do moStu mohou uvmlvat tisloviny a chlorofyl, které mohou poSkodit senzkéc
vlastnosti vina. Nejilezit¢jSi chemickou slozkou bobuli hrokrjsou cukry a organické
kyseliny. Obsah cukru se pohybuje od 10 do 24 &zayisly nejen na odldé (kultivaru), ale
i na klimatickych a pdnich podminkach danéhocroku a jeho zralosti. fitomny cukr je
tvofen gevazre z glukosy a fruktosy ve stejném mnoZzstvi. Z orglayih kyselin peviada
v duznirg hrozmi kyselina vinna, dale kyselina jabl& a kyselina citronova. DalSimi
chemickymi slozkami hrozn jsou ftisloviny, tuky, dusikaté latky, mineralni latky a
aromatické latky. Chemické sloZzeni a tbne vlastnosti hrozina zejména duzniny maji
rozhodujici vliv na kvalitu vyramého vina. [28, 29]

2.2.2 Technologické kroky vyroby bilého vina

2.2.2.1 Piejimka hrozni

Sklizené hrozny se dopravuji do zpracovatelskyaodi k piejimce hrozf v raznych
obalech (pepravky, kad, sudy, nakladni vozy) podle mistnich zvyklosti. $kladce hroz
se zji¥uje hmotnost. [28]

Déle se @i ptrejimce stanovuje pgmérna cukernatost a jakost podle zdravotniho stavu
odridy a obsahu cukru. K zjidvani cukernatosti slouzi specialni moStom V
automatizovanych linkach se cukernatost'mji§ zpravidla refraktometricky. [28, 30]

2.2.2.2 Ziskavani mostu z hrozh

K ziskani kvalitnihctisttho mostu pozadované jakosti se hrozny zpraegvéiznymi
operacemi, jako je mlynkovani, odmwvani, scezovani a lisovani. Mlynkovani slouzi k
rozdrceni bobuli a provzdudm dri. Déla se fiznymi typy mlynki - valcovymi, bubnovymi,
kladivkovymi a odsedivymi. Nejroz&ergjSi jsou valcové mlynky. # pouZziti rekterych
typt odztiovash a lisi se mlynkovani nemusikt. Cim Iépe se bobule rozdrti, tim je vy3si
vytéZek mosStu. Rozemleté hroznytaginami nebo i po odzéni se nazyvaji rmut. [30]

Odzriovani- slouzi k odstrami trapin z rmutu, aby do mosStu rephazely nezadouci

latky. Odznovani se #&& na f6znych typech vystiracich i
odstedivkovych odziovati, v nichZz se v perforovaném valci zachycuji
trapiny, kdezto rmut jim protéka doéshé nadrze. Stroje, které uniodi
mlynkovani a odzrovani najednou se nazyvaji mlynkoattzvace, téz
agrapumpy nebo fulograpy. [30]

Scezovani- mize byt samostatnou technologickou operaci nebmyeasti lisovaciho
procesu. Slouzi k odteni nejkvalitrgjSi ¢asti moStu, kterd se nazyva
samotok. Provadi se ihned pie@chozi operaci, aby séepeslo okystieni
mostu a jeho obohacettidiovinami vyluhujicimi se zZépin.

Lisovani- ma za Gel oddtleni ¥avy, ktera byla uvokna z bugk predchozimi

technologickymi operacemi. PouZivaji se periodickéontinualni lisy,
hydraulické i pneumatické lisy. U periodickychilise po napkni nasypného
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prostoru lisuje rmut hydraulickym nebo Sroubovynatrlym zd&izenim.
Vylisovany most vytéka z lisu do nadrze (Obr. 14isuje se pozvolna s
ob¢asnym peruSenim, aby vykek moStu byl co nefiSi. Ri pouziti
vysokovykonnych kontinualnich fisse do mosStu fize dostat nasledkem
vétSiho tlaku vice nastot, coz sniZuje kvalitu vina. Rmut zeggych hrozri
pro vyrobu bilého vina se lisuje ihnedii Rpracovani sild aromatickych
swtlych i pii zpracovani modrych hroana @i vyrobé ¢ervenych vin seipd
lisovanim rmut nakvaSuje. Bilé ddly se nakvaSuji obvykle 1 de&grvené
odrady 4 - 14 dni podle poZzadovaného charakteru Wréiho vina. Nejast;ji
se nakvasSujeipteplog 20 - 25°C v zavislosti na zpracovavané od¥. U
modernich vyrobnich linek se nakvaSuje kontin&apod tlakem oxidu
uhlicitého. [28, 30]

Obr. 14 Lisovani rmutu

2.2.2.3 Uprava mostu

K dosazeni optimalni kvality moStu jeeba most ziskany lisovanim dodai& upravovat.
V praxi se provadi odkalovani, provzdosani, sfeni, odkyselovani, okyselovani a Uprava
cukernatosti mostu. [28, 30]
- Odkalovani- slouzi k oddleni hrubych kal a neistot, s nimiz setdst&n¢ strhavaji i
kontaminujici mikroorganismy. [28, 30]

- Provzdusiovéni - se @la u zdravych most skladovanych v nepropustnych tancich a
nadrzich. Prosyceni mostu kyslikem je nezbytnyedpokladem dobré
¢innosti kvasinek.

- Siteni - slouzi k ochrahmosti pied bakterialni a plisvou kontaminaci, igd oxidaci a
pied jinymi vadami. Si se oxidem sicitym davkou 25 - 50 mg/l. V praxi seffsi
vSechny mosty, aby séquleSlo chorobam a vadam vina. Oxidcgy potlacuje
¢innost nezadoucich mikroorganigpezejména bakterii a divokych kvasinek a
souwasre priznive ovliviiuje senzoricky charakter nasledného vina podporou
tvorby glycerolu. [28, 30]
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- Odkyselovani- méa za el snizeni kyselosti mass nizkym obsahem cukru. Odkyseluje
se bul cistym vapencem, ktery vaze kyselinu vinnou, nebitgiem
pies vrstvu anexu, popmisSenim kyselych masts mér kyselymi. [28,
30]
- Okyselovani se provadi u modts nizkym obsahem kyselinii@ava se kyselina vinna v
mnozZstvi 1 - 2 g/l tak, aby celkova kyselost byka8rg/l.

Uprava cukernatosti- pokud mosty obsahuji malo cukru a hédyselin, upravuje se
cukernatost. # Upraw cukernatosti jefeba postupovat opatn
aby se @liSnym gislazenim nezinil odridovy charakter vina.
[28, 30]

2.2.2.4 Kvaseni mostu

Biochemické procesy, které probihaji v moStu awme, mohou byt aerobni nebo
anaerobni. K aerobnintggmeénam cukru a dale kyseliny pyrohroznovéipdfchani kvasinek.
Anaerobnim kvasenim je alkoholové kvaSetiikferém se jednoduché cukryni na ethanol
a oxid uhltity. Po dobu kvasného procesu se bilkoviny veéwviozkladaji msobenim
proteolytickych enzyri a vzniklé aminokyseliny se deaminuji. [23]

Kvasinky nejlépe kvasiip20 - 30°C. Z hlediska uniku vonnych latek z visau tyto
teploty nevhodné a #&i bychom ridit kvasny proces tak, aby teplota moStu resfupila
20°C. Toho dosahnemeitvanim kvasirny v noci, odkalenim &igirenim mostu a aktivnim
chlazenim kvasiciho mostu. [29]

Ve vinastvi se pouzivaji kmeny kvasineaccharomyces cerevisiagsynonyma
Saccharomyces vini, Saccharomyces ellipsoideki®ré maji vysSi toleranci k ethanolu.
Diive se vyuzivalo fedevsim spontanni kvasentigpbené kvasinkami wpymi na povrchu
hrozni. Dnes se pouziv&isté, nebolirizené kvaSeni. [28, 30, 31]

Zakvas se ffpravuje v mnozstvi 1 % veSkerého moStu namnoZevtiodné kultury
vinnych kvasinek v malém podilu sterilniho mostuln& siiené mosty se zakvaSuji
kvasinkami adaptovanymi na oxidigity. Kvaseni probiha ve vertikalnich horizontalnich
tancich a mé&ifaze (Obr. 5.).

1. Zatatek kvaSeni- je charakteristicky pozvolnym rozmnoZovaninagwmek, pomalym

zatatkem prokvasovani cukmostu a trva 2 - 3 dny.

2.Bourlivé kvaSeni - nastavareti azétvrty den a projevuje se vyvinem tepla, zvysenim

teploty az nad 28C a uvohovanim oxidu uhtiitého, ktery strhava

i aromatické adkavé buketni latky. V této fazi kvaseni se musi
regulovat teplota v rozmezi 15 - 18 a u chladnomilnych kultur
kvasinek v rozmezi 10 - 1. Boulivé kvasSeni trva &kolik dni

az tydri. KvaSeni pi nizSich teplotach trva déle, ale vyrobena vina
jsou kvalitrgjsi.

3. DokvaSovéni- je posledni faze kvaseni, ktera nastavad po poktgsahu cukru na
2 -5g/l atrva 1 - 2 gsice, ikdy i pal roku. Cinnost kvasinek se
postup® omezuje, az zcela ustane. Po uweni kvaSeni a zastaveni
vyvinu oxidu uhlgitého z&nou kvasinky sedimentovat na dno tanku a
usazuji se i kaly. Vino se pozvolna samovotisti. Cisténi vina Ize
urychlit ¢ifenim. DokvaSené vino se afije od sedimentu kal a
kvasinek sté&enim docistych zagienych kvasnych tarik(Obr. 15). Bi
prvnim stéeni se vino obvykle provzdusSni a nastane dalSiazgsri
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kalia, predevsimitislobilkovinnych. Proto se po 6 - 8 tydnech virégist
znovu. Vino po ukoteni kvaSeni se nazyva mladé vino [28, 30, 32]

Obr. 15 Nerezoveé tanky pro kvaseni mostu

2.2.2.5 DokvasSovani vina

Po skokeni alkoholového kvaSeni a biologického odbourdv&selin z&ina dalSi
vyznamna etapa vyvoje vin - vytei ¢ili formovani vina. Dobihaji intenzivni biochemické
zmeny kvaSeni, zvySuje se pH vina, protoze d&aedukéni cinnost kvasinek. Oxid uldity,
ktery se jiz tvéi jen v malém mnozstvi, nestaszino chranit ped vniknutim vzduchu zveén
Je proto nutné vino dolévat az po zatku a po dotiit.

Cim vice se zachovaji redérd vlastnosti vina, tim je jeho celkovy charakteseazorické
vlastnosti kvalitgjSi. DalSi oSéeni vina velmi zavisi na poZadavcich na koneprodukt.
[29, 32]

2.2.2.6 OSefovani a Skoleni vina

OSetovani a Skoleni vina vytviakone&né senzorické vlastnosti a celkovy charakter vina.
Mlada vina ze severnich oblasti, tedy i od nas&1 negiznivych letech, jsou po ukéani
hlavniho kvaSeni stale kysela, i kdyz se jejichekyst zmirnila vysrazenim soli kyseliny
vinné. Podstatné sniZzeni kyselosti se vSak dos&hngo biologickém odbourani kyselin,
predevsim kyseliny jabtmé. Po kvaSeni se vino uklada do imsjch lezackych tariknebo
cisteren a ve starych zavodech dewvinych sud [28, 30]

Vino zraje leZenim v tancich (Obr. 16§i §talé a nizké tepldtv lezackém sklepdochazi
k vytvareni buketu a k harmonickému vyrovnani senzorickyleistnosti - un¢ a chua’ se
zaokrouhluji. Doba zrani zavisi na mnoha faktorgako je odida a rénik vina, teplota,
pristup kysliku, materiél a velikost tainlkyj. Bila vina zraji optimatnpil az dva roky. Zranim
a lezenim ziska vino sudovou zralost. [28, 30, 33]
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Obr. 16 Drewny sud na &kolikaleté zrani vina

Skoleni vina se provadied plrenim do lahvi a zahrnuj&teni, stabilizaci, pasteraci a
filtraci.

- Cifeni - provadi se u vina, u kterého neptiolo v dostatené mfe samovold, a pouziva
se srazecich prasdki (Zelatina, kasein aj.), kterymi se ve &igsradzeji pitomné
nebo pidané tisloviny, dale hexakyano-Zeleznatan draselny, kwdzi &zké
kovy za vzniku srazeniny berlinské niipd¢imz se z vina strhavaji i jemné
koloidni latky (tzv. modréiieni).

- Stabilizace- pouzivaji se adso¥pi prostedky (bentonit, polyamidy, agar), nazn

koloidni slozky vina adsorbuiji.

- Pasterace probiha kratkodobym débvem na 60 - 70C v deskovych mitokovych

vymeénicich tepla a naslednym rychlym ochlazenim.

- Filtrace - nefastji se pouzivaji deskové nebo naplavovai@nkelinoveé filtry, obdob#
jako v pivovarnictvi. V. modernich viliskych provozech se zavadirdss-
flow" filtrace a membranové filtrace. Misto filtr Ize pouzit téz
vysokoobratkoveé kalové odstivky. [28, 30]

Po skokieném Skoleni, kdy vino je optimélmyzralé a je uko¥en proces tvorby aroma a
chuti vina, coz &Sinou trva nejdéle 1 rok, se provadi &&né apravy hotového vina a poté
se vino plni do lahwi jinych expedénich obali. Mezi za¥recné Upravyradime scelovani
vina, upravu koncentrace zbytkového cukru, ethaadtyselin, odkyselovardi okyselovani
vina, barvenéi odbarvovani vina, alkoholizovani vina a &&wéni vina. Scelovanim vina se
dosahuje sjednoceni a standardizovani kvality j#idgoh partii podle pozadawk
na senzorické vlastnosti a obsah AlditéjSich slozek, zejména zbytkového cukru,
koncentrace ethanolu a kyselin. Dodate odkyselovani vina se provadi jejich vysrazenim
piidavkem uhlkiitanu vépenatého nebo specialnichésimriznych anorganickych soli.
Dodat&éné okyselovani vina lze provéstigavkem povolenych potravitekych kyselin
(vinné, citrébnové, mkne), sddrovaninii fosfatovanim vina. Barveni a odbarvovéani vina Ize
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u prirodnich vin provégt pouze v ramci technologickych zakfokAlkoholizovani vina je
povoleno pouze u dezertnich vin. @swani vin se provadi sycenim vina oxidem diiytin.
[28, 30]

2.2.2.7 St&%eni vina

Hlavnim pozadavkemipst&eni vina do obal je, aby vino bylo dostateé vyzralé a
vySkolené, aby ne#io sklon k tvorks zakahi a nedochazelo u¢ho k dodaténym zngnam
senzorickych vlastnosti. U nas se vina@ispiievazrit do sklegnych lahvi. Nkteré druhy vin
se stéi do speciala tvarovanych lahvi a stolni vina sectdo papirovych krabic i PET lahvi.
[30]

2.2.3 Nemoci vina

Nemoci vina zfisobuji edevSim bakterie a kvasinky, které mohou z vinaohiyr
nepozivatelny a nepouzitelny patok. MezidasigjSi nemoci vina péit nag. kiis, octovaini a
mlécné kvasSeni. [34]

2.2.3.1 Kiis

Vv s

alkoholu. Onemoami zpisobuji kozkotvorné kvasinky Candida vini a Pichia
membranifacienskteré na povrchu vina v nedoghych nadobéach vytwéji bily Skraloup. B
zanedbani této hrozby dochazi k rozkladu kyselikrici buketu a ke vzniku Skodlivych
zplodin. Rozvoj &chto kvasinek se zastavi odstraim kiisu filtraci a zagéenim vina.
Zabranit vzniku kisu mizeme ¥asnym dolévanim vina do nadob ak@Znou kontrolou
zdravotniho stavu vina. [34, 35]

2.2.3.2 Octova#ni neboli octové kvaSeni

Octovatni lIze povazovat za jedno z nejvaiich onemoceni. Vznika oxidaci alkohdl
pusobenim bakterii octového kvaSeékietobactera neda se z vina odstranit. Vyskytuje se
hlavre u vin, @i jejichz vyrok® byly pouzity nahnilé, naplesnilé nebo jinak poSkozené
hrozny. Octové bakterie se velmi rychle mno#i teplotach nad 30°C, proto je nutné p
kvaSeni hlidat teplotu. Pokud uz k octaévat doSlo, je pdeba vypét a pelive
vydesinfikovat i sud, ve kterém k nemoci doslo.,[38]

2.2.3.3 MIéé&né a manitové kvaseni

Mlécné kvaSeni se objevujerqeviim u vin s nizkym obsahem kyselin a vysokym
obsahem neprokvaseného zbytkového cukru a vyvdlgepjpbakterie mléného kvaseni.
Bakterie se nejlépe mnozifipteplotach nad 25°C. Nemocny most nebo vino ma
sladkokyselou chtia pachne po kysaném zeli. Pokud jiZ v moStu nebwi prokzhlo
mléné kvaSeni, je nutné oba roztoky ¥asiNepijemné chuti je mozné je zbavit rfap
piidanim cerstvého, zdravého mostu neldgenim kvasnicemi. Hotové vino je vhodné
pasterizovat a scelit s vinem s vysokym obsaheralikya ot zasfit. [34]
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2.2.4 Odruada Sauvignon

Tato odfida pochézi z nefSi francouzské virfaké oblasti Bordeaux a je jednou
Z nejroz&iergjSich odfid. U nas se ve&Sim nefitku pestuje aZz od padesatych let a to
nejvice na Mora¥. [34]

Odridovy charakter vina se liSi podlévodu. U nas je to kvalitni vino Zlutozelené barvy
s vyraznou uni i chuti stény po broskviclterném rybizu, po kdjvach, podle pdnich
podminek a réniku. Sauvignon z jiznich a zais&ych zemi je extraktivnim vinem
s intenzivni wni liSici se od &né naSich Sauvignan [35]

Sauvignon pdt k ranym odiidam, které vas dozravaji a dosahuji vysokou cukernatost.
V piiznivych vegeténich podminkdch ho napadé uslechtila gliBetrytis cinereaktera mu
piidava specifickou charakteristickou ¢ha buket.Sauvignon vynika vysokym obsahem
alkoholu a pitmérnym obsahem kyselin. Obsah kyselin se sniZuje anmdiku, kdy odidu
napadne uslechtila pliseBotrytis cinerea Vysokou kvalitu sjemnymi tony vanilky a
téislovin ziskavaji tato vina prokvasenim v dubovgcidech. Ve sedni Francii je to jedna
z hlavnich bilych moStovych aitt. [8, 35]

2.2.5 Ekologicka produkce vina

Ekologické zengdélstvi

Ekologické zerdxdélstvi je moderni formou obhospadaani mdy bez pouZzivani
chemickych vstup s nepiznivymi dopady na Zivotni pragtdi. Tento zerdélsky produkni
systém, ktery umaije produkovat vysoce kvalitni potraviny, je nedilnsogdasti agrarni
politiky CR.

Kromé produkce biopotravin ifspiva ekologické zesdélstvi k lepSim  Zivotnim
podminkdm chovanych #Zat, k ochras Zivotniho prosedi a ke zvySeni biodiverzity
prostedi.

Garantem dodrzovani pravidel pro ekologické &hiistvi, a to jak narodni, tak evropské
legislativy, je Ministerstvo zedulstvi, které dale administruje statni podporu kolegické
zenedélce v rdmci narodnich dotaci a Programu rozvoj&eea. [36]

Ekologicky produkované vino (,biovino®)

,Biovino“ je vino vyrakkné z hrozih ziskavanych z vinné révyegtované podle pravidel
ekologického zewrdélstvi podle N&izeni rady EHS/2092/91 o ekologickém zelsistvi
a Zakona 242/2000 Sb. o ekologickém gze#stvi. Zpracovani hroZnna vino probiha bez
pouzivani Sleckhych kvasinek, enzyina dalSich syntetickyctiricich a stabilizénich latek.
Vysledkem je girodni vino bez syntetickych rezidui, jehoz vyrgivabéhla od zéatku do
konce s maximalnim ohledem na Zivotni pifedt. [37]

Ochrana ped Skidci, chorobami a plevely se zajige kombinaci niZze uvedenych
opafteni: - vylErem vhodnych druha odfid

- vhodnym osevnim postupem

- mechanickymi kultivénimi postupy

- ochranou prozenych nefatel (predatar) Skidca pomoci opdeni, ktera jsou pro
re prizniva (nap. hnizdisg, vypoustni dravdi, apod.)

- termickou regulaci pleviel

V pripact bezprostedniho ohroZeni plodin je moZné uchylit se Kpmvkim nebo
prostedkim, které jsou uvedeny v tabulce (Tab.1.). [38]

30



Tab. 1:Priklady rekterych gipravki nebo prostedk: pouzivanych v ekologickém zekistvi

Nazev

Typ prostedku

Popis, poZzadavky na slozeni,
podminky pouZziti

produkt skladajici se ze $si

O

chlévska mrva hnojivo Zivocisnych vykah a rostlinné
hmoty (stelivo)
pouZiti omezeno na zahradnictvi
raSelina hnojivo (zelin&stvi, pstovani ketin a
Skolkarske vygstky)
vyrobek ziskany ze s¥si
kompostovana nebo rostlinnych materidi, které byly
fermentovana sis hnojivo podrobeny kompostovani neb
rostlinnych materid anaerobni fermentaci spojene
s vyrobou bioplynu
nopel ze teva hnojivo ze deva, ktevré nebylo chemicky
oSeteno
vyrobek ziskany ze surové
. . . draselné soli fyzikalni extrakci
siran draselny hnojivo

jenz mize obsahovat také soli

horciku

. . ripravek na ochranu ) .

Zelatina prip rostlin insekticid
"y ripravek na ochranu .
lecitin Prp rostlin fungicid

vytazek (vodny roztok)
z Nicotiana tabacum

pripravek na ochranu
rostlin

insekticid, pouze proti rozéém
na subtropickych ovocnych
stromech nebo tropickych
rostlinach, lze pouzit pouze na
zatatku vegeténiho obdobi

rostlinné oleje (nap
métovy, borovicovy,
kminovy)

pripravek na ochranu
rostlin

insekticid, akaricid, fungicid a
prostedek proti kléeni

mikroorganismy (bakterie,
viry a houby) nap Bacillus
thuringiensis Granulosis
virus

mikroorganismy

pouze geneticky neupravené
vyrobky ve smyslu sirnice
90/220/EH$

feromony

@ipravky v pastich

navnada, narusuje pohlavni
chovani

metaldehyd

fpravky v pastich

prostedek proti ntkkysim,
pouze v pastich obsahujicich
repelent proti vySSim Zingsnym
druhim

fosforenan Zelezity

pripravky k povrchové
aplikaci

piipravek ugéenych k hubeni
mekkysa
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Tab. 1 pokréovani

Popis, poZzadavky na slozeni,

Nazev Typ prostedku podminky pouiti

dalSi latky pouzivané

o ] insektici
v ekologickém zerdglstvi sekticid

draselné mydlo

Bordeauxova jicha dalsi latky pouzivané

(polysulfid vapenaty) v ekologickém zerdélIstvi fungicid, insekticid, akaricid

dalSi latky pouzivané

ické . insekticid, akarici
v ekologickém zerdélstvi insekticid, akaricid

parafinovy olej

dalSi latky pouzivané

mineralni oleje Ny ot
) v ekologickém zerdglstvi

insekticid, fungicid

2.3 Metody pro izolaci kvasinek

Izolaci rozumime ziskavanicisté kultury utitého mikroorganismu ze s
mikroorganisni. P zisk&vani cistych kultur z pirodniho zdroje nebo fp precisteni
kontaminovanych kultur je nutnoélbem kultivace zvyhodnit Zadany mikroorganismus a
ostatni mikroorganismy co nejvice peéitanebo usmrtit. [39]

Princip izolace spoiva v dostaténém Zedéni mikrobialni snisi ve vhodné fdé takovym
zpisobem, aby kolonie, které vzniknou rozmnozZovanimgrostly z jedné boky. F¥i
metodach makroskopicky kontrolovatelnych sledujewmy@ijejici se kolonie na Petriho
misk&dch pouhym okem. Metody mikroskopicky kontr@teiné dovoluji sledovani celého
izolacniho postupu pomoci mikroskopu a skytaji zarukupaestla kolonie vznikla skutes
Z jedné biiky. Popsany zde budou pouze makroskopicky kontettdué metody. [40]

2.3.1 lzolace litim desek

Tato metoda smdva v rozmichavani mikrobialni sisi do roztavené Zzivnéudy a
v postupném ied’ovani do dalSich {w, z nichz se desky liji. PouZivd seét3mou pro
kvasinky (pouzita fda je sladinova Zelatina) a pro bakterie (LuriatB@ho medium
s agarem). Obsahuje-li $ana kultura vedle kvasinek j&dtakterie, husta suspenze kvasinek
se fenese do Raulinova roztoku a necha se stat 24 fiddbpratorni teplat, ¢imz dojde
k usmrceni ¥tSiny bakterii. [40]

2.3.2 Kochova metoda ¥ed’ovani v tekutém médiu a izolace rozrem

Metoda je modifikaci fedchozi metody. Sgiva ve Zed’ovani suspenze bek ve sterilni
vodk nebo fyziologickém roztoku ve zkumavkach (Obr..1Z)kazdé zkumavky se pak
sterilni pipetou odebere 0,1 miezkné suspenze a rotetsklegnou akovaci hokejkou na
povrch tuhé Zivné jmy. Tato metoda se s vyhodou pouziva htapro kvasinky a plish
(Obr.17) [39, 40]
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Susnse 1,5x10'b/ml 1,5x10°b/ml 1,5x10°b/ml : 1,5x10°b/ml | 150b/ml :
3x10°b/m 0.1k 0,1m| 0,1m|
v

SA SA
I I

1500 kolonii 150 kolonif 15 kolonii
Obr. 17: Priklad z'edovani gi izolaci kvasinek roztem[39]

2.3.3 lzolacec&arkovanim na desky

Izolace touto metodou zalezi na postupri@nkovani a tim ied’ovani mikrobialni srési
pomoci @kovaci klicky na agar6zovou desku. Je to nejunivergalrmetoda pouZzitelné pro
bakterie, plis#, kvasinky i pro smsi tchto skupin, pokud se pouzije vhodnida. Ugitou
skupinu mikroorganisinlze potl&it ptidanim antibiotika nebo upravenim pH. Tim se viyivo
predpoklad kiistu samostatnych, disb izolovanych kolonii. Aby k tomu vSak doSlo, je

k ¢arkovani patba pouzit velmi malé mnoZstvi detrozmichané suspenze bkin(Obr. 18)
[39, 40]

Obr. 18:Rizné zfisoby izolac&arkovanim na desky [39]

2.4 lzolace DNA kvasinek

Izolace biomakromolekul (proteiny, nukleové kysg)i z girozenych materiél je
zalezitost velicetrznoroda, vhledem kiznému fivodu a odliSnému charakteru jednotlivych
makromolekul. Aby mohla byt latka charakterizovamaisi byt v relativé ¢istém stavu a bez
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piimési, které by mohly charakterizaci rugit zkreslovat. Existuje mnohaiznych metod
purifikace nukleovych kyselin, ale jejich zakladgsy jsou spoléné. Prvnim pedpokladem
je dostupnost vstupniho materialu, kterym mohou baf. kultury bakterialnich nebo
eukaryotickych bugk, které je patba oddlit od rastového média. K uvoémi obsahu butk
je nutné vyvolat lyzi buktné sény. Vyber zpasobu indukce lyze zavisi na typurity. [4, 41]

2.4.1 lzolace DNA fenolovou extrakci

Fenolova extrakce je klasickd metoda pro odstiarproteini z buré¢nych lyzat.
Extrakce je provatha pufrem ekvilibrovanym fenolem nebo &hfenolu a chloroformu.
Tyto organické latky se nemisi s vodou, a protgipdani do vodnéeho pragtdi buréného
lyzatu tvai dvé vrstvy. KdyZ se sis dikladre promichd, fenol oddi od nukleovych kyselin
proteiny a chloroform je denaturuje a dojde k jejieysrazeni. SraZeninu protéirize
centrifugaci koncentrovat do fazového rozhraniréteddluje t€ZSi organickou fazi od I€h
vodné faze. Organicka faze je teoa pouze fenolem nebo &nfenolu a chloroformu a ve
vodné fazi se nachazi nukleové kyseliny. Pokud a&iva fenol ekvilibrovany neutrélnim
nebo alkalickym pufrem, nukleové kyselinyistanou ve vodné fazi. Pokud se k extrakci
pouzije kysely fenol, DNA fechazi do organické faze a ve vodné fdmtava pouze RNA.

Toho se vyuzivaipizolaci RNA. [4, 42, 43, 44]

2.5 Metody pro identifikaci kvasinek

Pro identifikaci kvasinek vgmeé, listech, bobulich a moStu vinné révy byly pouzity
metody polymerazovéetzova reakce (PCR), restéiki analyza a nasledna elektroforeticka
detekce PCR produkfa restriknich fragment.

2.5.1 Polymerazovéaretézova reakce (PCR)

Polymerazové&etzova reakce je enzymova metoda, ktera slouzi léggntlefinovaného
Uuseku DNAIn vitro, pro rgjz jsou k dispozici oligonukleotidové primery korepientarni
k 3" a 5" -koncovym sekvencim Useku, ktery ma oypleikovan. Tato metoda poskytuje az
10° nasobné pomnoZendttiem 2-3 hodin. PCR probih& wkolika krocich, které zahrnuiji:

- denaturaci templétu

- piipojeni primet

- extensi pipojenych primeit DNA polymerazou (Obr. 19)

Opakovani &chto kroki vede k syntéze segmentu s konci definovanymi pximieteré
jsou inkorporovany do n@éwznikajicich molekul. Fragmenty této délky fivblavni produkt
reakce. B prvnim reaknim cyklu vznikaji fragmenty jiné délky, nez odpd&ivzdalenosti
vymezené zvolenymi primery. Ve druhém cyklu poskytiyto now vzniklé molekuly
fragmenty DNA poZadované deélky, jejichz podil expocialré roste v nasledujicich cyklech
reakce. Doba zdvojeni odpovida jednomu cyklu deaa&utemplatu, ifpojeni a extenze
primeru. [40, 45, 46]

Vzhledem k vysokeé citlivosti detekce je mozné R@RZit pro zji&ni piitomnosti velmi
malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. Zaklad UsgsSné reakce je pouziti
neporuSeného Useku DNA, ktery ma byt amplifikovén, také navrZzeni vhodnych
oligonukleotidovych primér, aby byla zajigina specifita reakce. [45, 47]
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Ty _("=

+DNAponmeréza—i SYNTEZA

ZAHRATI +dATP DNA

HYBRIDIZAC :

K ODDELENI e +dGTP Z PRIMERU
T ——— RETEZCU +dCTP
DNA +dTTP

=2 C L —
- ey
1. krok 2. krok 3. krok
— prvni cyklus

Obr. 19:Kroky syntézy DNA v jednom cyklu P{ZIR]

2.5.1.1 Prabéh PCR

Denaturace templatu
Tohoto efektu je dosazeno zvySenim teploty vzork@®@5°C. DNA je denaturovana zpravidla
1-5 min. Je dlezité, aby doSlo ke kompletni denaturaci obou etékjinak by totiz mohlo
dojit k velmi rychlé renaturaci celé molekuly, doZ zabranilo interakci s primery. [45, 46]

Pripojeni primera (annealing)
Druhym stup®m je renaturace,ipniz je reakni snmés ochlazena na zvolenou teplotu, ktera
se pohybuje kolem 55°C. Teplota vhodna pro tutigiezavisi na délce oligonukleotidu a na
zastoupeni A-T a G-C partii vodikove mistky, které fixuji G-C, zvySuji stabilitu a tim i
denaturani teplotu. [45, 46]

Synteticka faze
V této fazi jsou tedy ifpojovany jednotlivé deoxynukleotidy ve s 5° - 3". Teplota je
Vv pripact pouzitiTaq polymerazy fi tomto kroku zvySena na 75°C, coz je teplotni ropiin
tohoto enzymu (Obr. 20). [45, 46]

oddéleni syntéza
’ fetézcl DNA a svazani DNA
oddéleni syntéza s primerem -
fetézcl DNA a svazani DNA T Em e mm
oddéleni syntéza w- _/ - '
Fetéxch DNA DNA E
a prrdanl primeru /’ - Y I ;‘ = ey ,‘:ﬁ'
W J:':‘_ [ — R —
/ \ \ [ e - T =
— EEe==0
\ ‘ == atd
[T eee— | | DNA-oligonukleotidové - = ==
[ e ] rime
| ] pri 4 4 ‘ - T I* ‘ - ]
. e - i o - (— ]
oblast IZ-
dvouretézcové b \ = ~ EEm——
chromosomalni e —— s —=a
DNA,
! - EE-E mm - -
kterou / ] =y ==
mnozime \ . o ) - | EEE——. |
| s B —
\ = iy
T W B mm
%
prvni cyklus druhy cyklus teti cyklus
(tvorba dvou dvoufetézcovych {tvorba &étyf dvouretézcovych (tvorba osmi dvoufetézcovych
molekul DNA) molekul DNA) molekul DNA)

Obr. 20: Syntéza DNA metodou P{48]
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2.5.2 Restrikéni analyzy

Restrikni analyzy jsou soubory technik, které vyuzivajistri&ni endonukleazy
(restriktazy). Tyto bakterialni enzymy se vazouspacifické rozpoznavaci sekvence dsDNA,
dlouhé zpravidla 4-6 bp. Olfatézce se &pi uvnitt nebo pobliz této sekvence. Rozpoznavaci
sekvence mohou byt unikatni (famu enzymuEcoRl), nebo nediité (nag. Hindll), kdy
jeden nebo vice nukleotidv sekvenci je libovolnych. Misto &teni DNA se oznaije jako
restrikéni misto. [49]

Paet restriknich mist na zkoumané DNA je zavisly na jeji veditiona jeji sekvenci a
také na délce rozpoznavaci sekvenCenosti restriktaz je DNA roz&pena na &kolik
fragment o rizné délce, které Ize od sebe &iddtlektroforézou. [49]

2.5.2.1 RFLP (polymorfizmus délky restrignich fragmenti)

Restrikni analyza DNA je metodou charakterizace DNA pomgajiho Stpeni
restrikinimi endonukleazami na fragmenty. Identifikace alyra produki S€peni se provadi
elektroforetickym dlenim. Je zndmo velké mnozZstvi bakterialnich destich endonukleaz
(asi 1500), které se liSi od sebe tim, Ze rozpaghéizné kratké sekvence nukleatid4, 6, 8
a Ze pi DNA na Gzre¢ dlouhé fragmenty podle individualniho fadi bazi a podle
rozpoznané sekvence. Za danych podminek vznikéodagovatelny peéet restriknich
fragmeni o urité opst reprodukovatelné délce (= ¢ta bazi). Poet i délka fragmeiitje pro
daneho jedince specificka. OdliSefizmych DNA se provadi na zakkagolymorfismu délky
Stpnych Usel. Tento polymorfismus vznika na zakéagritomnosti nebo néftomnosti
rozpoznavacich a &inych mist. Obeenrestrikni endonukleazy, které rozpoznavaji kratsi
sekvenci, &pi DNA ¢astji na mensi Useky, zatimco restiik endonukleazy rozpoznavajici
delSi sekvenci 8pi mért ¢asto a na delSi fragmenty. [49, 50, 51]

2.5.2.2 PCR-RFLP

PCR-RFLP je modifikace standardni PCR pouZzivana typizaci cilové sekvence,
obvykle ugitého genu, obsahujiciho sek¢anpolymorfismus. V zavislosti na valtprimert
muze byt provedena analyza jakékoliv DNA. SekvenceADNdélce az 5 kb se amplifikuje
za pgisnych podminek pomoci printerpiipojujicich se ke koncovym konzervativnhim
oblastem. Vysledkem amplifikace jsou produkty PCRjne délky, které se detekuji
elektroforeticky. Amplifikované produkty jsouégeny restrikni endonukledzou a poté &@p
analyzovany elektroforézou v agar6zovém nebo poakidovém gelu. [4, 50]

2.5.2.3 Restrikéni endonukleazy
Restrikni endonukleazy jsou sekve®’ specifické endonukleazy, které produkuji kmeny

restrikini endonukleazy Il.iftdy. Tyto enzymy rozpoznavaji kratké specifické leokidove
sekvence 4 bp, 6 bp, 8 bp &m@EtdsDNA uvnit téchto sekvenci nebo vedle nich. K r@p&ni
dochéazi hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb oldekizci v restrikknim mist. Produktem
St€peni jsou Useky DNA o definované délce - restrikragmenty.

Nazvy restrignich endonukleaz jsou odvozeny z@mniho pismene rodového a
prvnich dvou pismen druhového jména mikroorganismmhoZz byly izolovany. Kmen
organismu je ozri@n pismenem nebdslici. Pokud wity kmen produkuje vice enzyim
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odlisuji se navzajerfimskymicislicemi (nap. Hadll - Haemophilusaegypticus enzymlll ,
BanHI - Bacillus amyloliquefacienskmenH, enzyml) [4]

Tab. 2: Priklady rekterych restriknich endonukled]

Restrikéni endonukleéaz;

A

Producent enzymu

Rozpoznavaci misto na sekveci DNA

Hadlll Haemophilus aegypticug ggg:ggg
Hinfl Haemophilus influenzae gg;ﬁz-fgg
Tagq| Thermus aquaticus gl’\é%(j?;
Alul Arthrobacter luteus gﬁgAglg
Msd Micrococcus species 2;;1:'6?2
Hhal Haemophilus haemolyticys gg;;%cjgg
Hpall Haemophilus aphrophilus gg?gc;gz

2.5.3 Elektroforéza

Elektroforéza je fyzikal&rchemickd metoda proékbni latek v elektrickém poli a je

vvvvvv

vany s anodou, katodou a pufrem, vlastniho drzaéhw, gve kterém probiha separace a
externiho zdroje stejnosmmého napti (Obr. 21). Hlavnim nositelem néboje nukleovych
kyselin jsou negativh nabité fosfatové skupiny, proto DNA migruje &em k anod.
Rychlost migrace DNA zavisi na jejich vlastnostéotolarni hmotnost - velikost, elektricky
naboj, prostorové uspédani), na vlastnostech gelu, predt (pufru) a na velikosti nap. [4,

49]

Obr. 21: Zarizeni pro elektroforézu
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2.5.3.1 Princip elektroforézy

Elektroforéza spgiva v migraci elektricky nabityckéstic ve stejnosémném elektrickém
poli. Elektrické pole se vyt¥a vkladanim konstantniho stejno&mého napti mezi
elektrody. Vzorek se davkuje do daného mista \ésyst Kationy migruji k zapornému poélu,
aniony ke kladnému a neutraltéistice (molekuly) se nepohybujibec.

Kazdacastice ma svoji elektroforetickou pohyblivost Elektroforeticka pohyblivost je
rychlost pohybu nabité&astice v elektrickém poli o jednotkové integzit

Na nabitowastici o nabojQ pasobi d sily: silaF; (elektrickd), kterd ji uvadi do pohybu
aF, (odpor viskdzniho prosdi), ktera ji brzdi.

Foe O F F.= Q (E
F2 =k v
Q

P ustaleném toku:F; =F, => Q[E=kLVv => V=I.E = Vv=ulE

Elektroforeticka pohyblivost z&visi na velikostastic, naboje, viskozit prostedi a
iontové sile roztoku. U slabych elektralyde vyjaduje efektivni elektroforeticka pohyblivost
1 e dand sotinem a [, kde a je stupaé disociace. [55, 53]

2.5.3.2 Elektroforéza v agar6zovém gelu (AGE)

Elektroforéza v agar6zovémdi polyakrylamidovém gelu se pouziva k identifikaci,
separaci a purifikaci fragmentDNA. Fragmenty DNA jsou d&eny v elektrickém poli
v zavislosti na jejich velikosti. Touto metodowibe byt detekovan az 1 ng DNA. Volbou
typu a koncentrace gelu lze zajistit vhodné podmipko cleni fragmeni v raznych
rozmezich molekulovych hmotnosti (Tab.) Agar6zoey sg pipravuje rozvéenim praskové
agarozy v elektroforetickém pufru, ktery se nectuhizout i pokojove teplat. [40, 49]

Tab. 3:Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA separovanggandzovém gelu aiznych
koncentracich agar64y0]

Koncentrace | Rozmezi molekulovych
agarozy (%ow/v) hmotnosti DNA (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 05-7
1,2 04-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Gel je barven ethidium bromidem, ktery gasto gitomen jiz hem elektroforézy.
Ethidium bromid je interkalani ¢inidlo, které se vaze mezi vidkna DNA¢@rveno-oranZoy
fluoreskuje po oz#@ni UV z&enim o vinové délce 260-360 nm. [40]
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Chemikélie, pristroje, suroviny

3.1.1 Chemikalie

- Agardza (SERVA, Mmecko)
- Sladina (pivovar Brno)
Kvasniny extrakt (HiMedia, Indie)
Ethanol 96% a 99,8% Lach-Ner s.r.o0., Ostrava)

- Hydroxid sodny (Lach-Ner s.r.o., Neratovice)

- Octan sodny (LACHEMA, Brno)

- Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner s.r.o., Nerat&yic

- Uhli¢itan sodny (LACHEMA, Brno)

Kyselina borita (MACH-CHEMIKALIE s.r.o0., Ostrava)
Ethidium bromid (Serva Bitech,dhecko)

- Kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA (Sigma-Adtiri Néemecko)

- Tris(hydroxymethyl)aminomethan,;8,1:NO; (SERVA, Némecko)
Komerni sada UltraCledff' Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon
spol.s.r.o.CR)

- dNTP mix (Invitek, Nmecko)

- Primery (ITS1, ITS4) (Invitek, Bmecko)

- TaqDNA polymeraza (Kapa Biosystems, Boston USA)

- 10x TagDNA pufr pro PCR mix (Invitek, Bmecko)

- 10x TagDNA pufr pro PCR mix (Kapa Biosystems, Boston USA)
Délkové standardy 100 bp, 20 bp (Elizabeth Pharmaaoo. CR)
Restrikeni endonukleazyHaelll, Hinf I, Tad'1, Alu I, Msel (BioLabs, New England;
Fermentas, Litva)

Loading k nandSeni vzarKFermentas, Litva)
Parafinovy olej (Penta, Praha)
- Sterilni destilovana voda

3.1.2 P¥istroje a pomicky

- Termostat IP 100-U LTE SCIENTIFIC (Velk& Britanie)

- Vortex-Genie 2, MoBio (Biotech s.r.cCR)

- Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.oCR)

- PCR box- AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

- Termocyklér PTC-108" (MJ Research, Inc, USA)

- Mikrovinna trouba ETA 1195((R)

- Sterilni box pro mikrobiologickou praci AURA minB{oair instruments, Italie)
- Centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf A@niecko)

- Zdroj nagti - SAVANT PS 250 (Biotech s.r.cC;R)

- Zdroj nagti - Major Sciece MP-500P (Biotech s.r.6R)

- Trepaka (Heidolph, Nmecko)

- Exsikator

- Turbidimetr Ultrospec 10 (Amersham Biosciences,dSké)

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

- Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

- Elektroforetické vany (Owl separation systeme, nhed®, (Biotech s.r.o.CR)
- Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o¢R)
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- Mikropipety Nichpetex (Nichrio, Japonsko)
- Spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA)
- Transluminator (Ultra Lum. INC, USA)

- NanoPhotometé&} UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, mecko)
- Qubit™ Fluorometer (Invitrogem)

- Lednice a mrazak k uchovéani vzarkNA

- Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Bioteclr.s.,CR)
- Software Scion Image (Biotech s.r6R)

- Software BioNumerics (Applied Maths)

- Software LUCIA Net (Laboratory Imaging)
- Parafilm (American Nacional Can, USA)

- Mikrozkumavky Eppendorf

- Laboratorni sklo

- Mikroskop

- Bakteriologické kleky

- Stojany na mikrozkumavky

- Kahan

- Spicky

- Bunicita vata

- Plastové Petriho misky

- Nazky

Obr. 22: Termocyklér

3.1.3 Suroviny a mikroorganismy

K analyze byly pouzity kvasinky izolované z bobaiNinného moStu z odldy bilého vina
Sauvignon z eko vinice, které byly odebraity35°C. Cukernatost vinného mosStu z eko vina
byla 19°CNM. Dodavatelem vzorkbylo Vinastvi Holanek, sidlici v obci Ivav mikulovské
vinaiské podoblasti.
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K identifikaci nami vyizolovanych kvasinek z bobuhoStu byly pouzity restrini mapy
typovych kvasinek. Tyto kvasinky byly ziskany zeirkp kvasinek CCY uloZzené na
Chemickém Ustavu SAV v Bratislawa jejichZ restrikni analyza byla jiz provedena v ramci
piedchozich diplomovych praci. V této praci byla awph databaze typovych kvasinek o
dalSich osm druhkvasinek:

Issatchenkia orientalis (Candida kruseji Cystofilobasidium bisporidii - typovy,
Cystofilobasidium infirmaminiatur- typovy, Pichia fluxuum Sporobolomyces rozdus
Issatchenkia occidantalisSaccharomyces pastorianus/povy, Saccharomyces pastorianus

3.2 Priprava kultiva énich médii

3.2.1 Priprava sladinového kultivatniho meédia

Jako kultiv&ni médium byl pouzit sladinovy extrakt s agarem. BYtenmeyerovy hiky
o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny, ktergléb Z‘red®na vodou na cukernatost
7 °CNM a bylo upraveno pH na 6,8 pomoci @itinu sodného. K tomuto roztoku byligéan
agar a vznikla sgs byla promichana varem a 20 minut sterilizovanatiacni médium bylo
nasledg nalito do Petriho misek. Ke kultigrimu médiu byly fidana kyselina propionova
0,25 ml/l s antibiotikem 25Qg/l. Antibiotikum zabra&uje ristu bakterii, kdezto kyselina
propionova zabiauje mnistu plisni. Ob dw prisady byly pidany do chladnouciho
vysterilizovaného kultivéniho média (cca 60 °C).

3.2.2 Priprava Sikmych agani

Kultivacni médium na fipravu Sikmych agdarbylo pipraveno stejnym Zjsobem jako
sladinové. Médium bylo nalito do zkumavek, které/hytoZeny do Sikmé polohy.

3.3 Odbéry z pudy, listi, bobuli a mostu vinné révy

Vzorky bilého vina, odidy Sauvignon byly odebrany zZkolika mist vinice.

Bobule bileého vina byly odebrany ze dvou misteena to hned z kraje a potoriilghzné
uprosted. Bylo odiznuto asi 20 bobuli, které byly vioZzeny do 300Hnlkemeyerovy biaky.

K bobulim bylo gilito 200 ml sladinového kultivanino média a sis se nechala kultivovat
10 dni @i pokojové teplat.

Listy bilého vina byly odebrany &pze dvou mist vinice, a to z vySky asi 1 m nad izem
zvySky asi 2 m nad zemi. @dnuty byly asi 2 listy, které byly nd&@tany a vioZzeny do
zkumavky. K listm bylo @ilito 10 ml sladinového kultivéniho média a s#s byla
kultivovana 10 dni $ pokojové teplat.

Pada byla odebrana pouze z jednoho mista vinicez®debraného mnozstviigy bylo
smichano s 50 ml sterilni vody a undigi na 1 hodinu naepaku.

Ze ziskanych suspenzi se odebralo g0ha Petriho misky se sladinovouigou s
antibiotikem a kyselinou propionovou. Suspenze byglsetena hokejkou a byla kultivovana
3-5 dni v termostatuipteplo® 26°C.

Vinny most byl odebiran kazdy druhy den. Byl 6kan ges mikrobialni filtr, ktery byl
potom poloZzen na Petriho misku se sladinovoidop s antibiotikem a kyselinou
propionovou. Petriho misky byly kultivovany 5-7 dnfermostatu  teplot 26°C.
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3.4 lzolaceéisté kultury kvasinek

Izolacecistych kultur kvasinek byla provéda postupnym wed’ovanim. K vyedovani
byla pouZita ved’ovaci metoda.

Ve sterilnim boxu byly nachystany 3 zkumavky. D@d z nich bylo napipetovano 10 ml
sterilni destilované vody a ddeti 9 ml sterilni destilované vody. Ze &né kvasinkove
kultury byly odebrany d¥ klicky, které byly viozeny do prvni zkumavky s 10 mbyo Sn#s
byla promichana a bylo odebrano gl0do druhé zkumavky s 10 ml vody. @poyla sngs
promichana a tentokrat byl odebran 1 ml do zkumas/Ryml vody. Srs byla promichana.
Z této smEsi bylo odebrdno 5Qu na Petriho misku s kultié@im médiem a #Zovym
roztrem rozetena. Takto ppravené Petriho misky byly uloZeny do termostakukivovany
3-5 dni fi teplot 26°C.

Po uplynuti této doby byly Petriho misky s nangsil koloniemi geatkovany ve
sterilnim boxu na nové Petriho misky s kultimdm médiem. Po eoikovani byly vSechny
Petriho misky uloZeny v termostatti peplo€ 26°C a kultivovany 2-3 dny.

Tento postup byl opakovan az do ziskastych kvasinkovych kultur. (Obr. 23)

Obr. 23: Cisté kultury kvasinek pakolikerém pecisteni

3.5 lzolace kvasinkové DNA

K izolaci kvasinkové DNA byla pouzita konimi sada UltraCledf! Microbial DNA
Izolation Kit. (Obr. 24)
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Z cistych kultur jednotlivych kvasinek byly odebrdny dka bakteriologické kéky,
vloZzeny a rozsuspendovany v rozbijeci mikrozkumaybéicroBead Tube) s 300ul
rozbijeciho pufru (MicroBead Solution). Do rozbijenikrozkumavky bylo gidano 50pl
roztoku MD1 (Solution MD1). Mikrozkumavky byly viehy v horizontalni poloze do
adaptéru kvortexu (Mo Bio Vortex Adapt¥j a vortexovany 10 min. Poté byly
mikrozkumavky centrifugovany ip 10 000 x g po dobu 30s ip pokojové teplot.
Supernantant byl odebran gepesen daisté mikrozkumavky a bylofiddno 100ul roztoku
MD?2 (Solution MD2). Smis byla 5s vortexovana, inkubovana 5 min43C a centrifugovana
pii 10 000 xg po dobu 1 min f pokojové teplat. VeSkery supernantant byl &prenesen do
cisté mikrozkumavky, bylo jidano 900ul roztoku MD3 (Solution MD3) a vortexovano 5s.
Ze vzniklé smisi bylo odebrano 70Ql do mikrozkumavky s kolonkou a centrifugovans p
10 000 xg 1 min. Refiltrovany roztok byl odstram a na kolonku byl fgnesen zbytek sisi.
Opet bylo centrifugovano i 10 000 xg 1 min. Refiltrovany roztok byl odstram, na
kolonku bylo gidano 300ul roztoku MD4 (Solution MD4) a centrifugovandi 20 000 xg 1
min. Kolonka byla penesena déisté mikrozkumavky, do jejihoigtdu bylo pipetovano 50l
roztoku MD5 (Solution MD5). Off prokehla centrifugace ip 10 000 xg 1 min. Kolonka
byla odstrasna a vyizolovana DNA byla uchované g20°C.

Obr. 24: Sada UltraCleaf™ Microbial DNA Izolation Kit pro izolaci DNA kvash

3.6 Priprava roztoka potiebnych pro metodu PCR, restrikni analyzu a
elektroforetickou detekci fragmenti
3.6.1 Pr¥iprava Tris-boratového pufru (TBE)

Nejprve byl pipraven zésobni roztok 10xTBE a & rbyly piipraveny dva pracovni
roztoky 1XTBE a 1XTBE s ethidium bromidem.

3.6.1.1 P¥iprava zasobniho roztoku 10xTBE

Na zasobni roztok bylo navazeno 108 g Tris a &§sgliny borité, které byly rozpusty
v destilované vo&l Po rozpu&ni obou chemikalii byl roztokiplit do odnérné baky o
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objemu 1 |. Ke srsi bylo gidano 40 ml 0,5M roztoku EDTA o pH 8 a odma baika byla
doplrena po rysku destilovanou vodou.

Priprava 0,5M EDTA o pH 8
Na pgipravu tohoto roztoku bylo navazeno 9,36 g EDTA.v&fEné mnoZstvi bylo
pieneseno do odkmé baiky o objemu 50 ml a rozpusto v destilované vad pH bylo
upraveno pomoci 0,5% roztoku NaOH asrbyla dopl&na po rysku destilovanou vodou.

Priprava 0,5% NaOH
Na gipravu bylo navazeno 0,25 g NaOH. Navazené mnobsteirozpu&tno v kadince,
pieneseno do odémé baiky o objemu 50 ml a dop#no po rysku destilovanou vodou.

3.6.1.2 Priprava pracovniho roztoku 1XxTBE bez ethidium broraid

Ze zasobniho roztoku 10xTBE bylo odlito 100 ml aldmerné baky o objemu 1 | a
mnoZstvi bylo dopléno destilovanou vodou po rysku. Tento roztok byledpouzit na
piipravu agarézovych gl

3.6.1.3 Priprava pracovniho roztoku 1XxTBE s ethidium bromidem

Ze zasobniho roztoku 10xTBE bylo odlito 100 ml aldmerné baky o objemu 1 | a
mnoZstvi bylo dopléno destilovanou vodou po rysku. Ke vzniklému romtdikylo navic
piidano 100ul ethidium bromidu. Tento roztok byl dale pouzZikgavyvijeci roztok v gelové
elektroforéze.

3.6.2 Pr¥iprava octanového pufru

Octanovy pufr byl pouZzitippriprav vzorki pro restrikni analyzu.
Na jeho pipravu bylo pateba 2,46 g octanu sodného, ktery bi¢rmesen do odémné
baiky o objemu 10 ml. Bylo upraveno pH na 5,5 pomawidentrované HCI.

3.6.3 Priprava 2% agarozoveho gelu

2% agarozovy gel byl pouzit jakiipelektroforetické detekci PCR produkttak i [
elektroforetické detekci restiikich fragment po restrikni analyze.

Na pipravu bylo patba 6 g agardzy, 300 ml 1XTBE bez ethidium bronadethidium
bromid. Snds agardézy a 1xTBE byla u@mrozvaena v mikrovinné troub na ¢iry roztok,
ktery byl ponechartasténé vychladnout a potom kému bylo gidano utité mnozstvi
ethidium bromidu - podle velikosti elektroforetickény, do které byl gel nalivan. Neptji
byly pouzivany objemy 30, 50 a 70 ml gelu a 3, Bjd ethidium bromidu (0,01 %) Takto
pripraveny gel byl nalit do vyvazené elektroforetickany a byly vioZzeny tebinky. Hebinky
po zatuhnuti a vytazeni vytkity jamky, do kterych potom byly nanaseny jednadlivzorky.

3.6.4 Priprava 80% ethanolu

Do 2 ml mikrozkumavky bylo odpipetovano 1,6 ml 9&¥hanolu a 0,32 ml destilované
vody. Mikrozkumavky byly uzateny, snds byla promichana na vortexu a byly uchovatiy p
teplog -20°C.
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K praci byl pouzivan i 96% ethanol, ktery byl takéhovavan v mikrozkumavkactip
teplot -20°C.

3.6.5 Pr¥iprava délkovych standardi

3.6.5.1 Priprava délkového standardu 100bp

Tento délkovy standard bylipraven od vyrobce, proto jiZ nebyl nijak upravovéia
gelovou elektroforézu bylo pouzito mnozstyil.1

3.6.5.2 Pyiprava délkového standardu 20bp
Délkovy standard 20 bp bylo nutn&gravit. Na jeho pipravu bylo smichano:

42,5l sterilni destilované vody
10ul loading
7,5u délkového standardu 20 bp.

Na gelovou elektroforézu bylo pouzitquétohoto standardu.

3.6.6 Priprava reakéni smési pro metodu PCR

Metoda PCR slouzi ke zmnozZeni (amplifikaci) vy@@né kvasinkové DNA na takové
mnozZstvi, které bude Iépe detekovatelné. Aby mobtkce PCR praihnout bylo pateba
piipravit reakni smes, tzv. mastermix.

Reakni snes je slozena ze 7 komponent, které jefglma michat v daném faai a jeji
celkovy objem pro jeden vzorek je B0 Mastermix byl michan v trojnasobném mnozstvi,
aby bylo dostatek amplifikované DNA pro naslednestrikini analyzu.

Reakni snes pro jeden vzorek obsahuje:

126,9ul  sterilni destilované vody |

15pl pufru |

1,50l dNTP mix % 146, 4yl
1,5ul primer 1 (ITS1) |

1,5ul primer 2 (ITS4) J

3ul templatovd DNA

0,6l TagDNA polymerazy

150ul - v kazdé mikrozkumavce

Reakni snts byla gipravena pocastech. Nejprve byla fipravena sms sterilni
destilované vody, pufru, dNTP mixu a obou prithefato smnés byla zvortexovana a teprve
potom byla pidana templatova DNA d@aq DNA polymeraza. V fipact vice vzorki byla
prvni ¢ast sndsi pripravena najednou pro vSechny vzorky, rozpipetovdagednotlivych
mikrozkumavek (v poZzadovaném objemu) a potom biilgamy konkrétni templatové DNA a
TaqDNA polymeréaza.

3.6.7 Pruabéh reakce PCR

Reakce PCR probihala vée¢h krocich a 25 cyklech. (Tab. 4) Prvnim krokentaby
denaturace, kterd probihal& P4°C. Druhym krokem byla vazba prindetzv. annealing a
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tietim krokem je elongace prodluzovdeg&zce. Po ukoteni PCR se vzorky uchovavaji p
20°C nebo se ihned detekuiji.

Tab. 4Jednotlivé kroky v pibéehu PCR a jejich parametry ve zvoleném programu K1

proces teplota (°C)| ¢as (min)
denaturace 94 4
94 1
annealing (25 cyki) 48 0,5
72 1
elongace 72 10

3.6.8 Elektroforeticka detekce fragmenti PCR produkti

Vzorky po PCR byly detekovany pomoci gelové elgkirézy. Do pipravené a vyvazené
elektroforetické vany byl nalit rozieny 2% agarozovy gel s ethidium bromidem. Pro
vytvoreni jamek byly vioZzeny febinky. Po ztuhnuti a odstiam hrebinki byl do
elektroforetické vany nalit pracovni roztok 1xTBE eshidium bromidem. Vzorky byly
pipetovany daady v nami stanoveném j@amli a v mnozstvi pl. Pred jejich pipetovanim do
jamek byl kazdy vzorek smichan sulLlnanaSeciho pufru - loadingu. Byla napipetovaka ta
negativni kontrola a to stejnymigmobem a ve stejném mnoZstvi jako vzorky. Ng&t#al i na
konci tétorady byl pipetovan lul délkového standardu 100 bp. Po napipetovani véectki
byla vana fipojena na zdroj elektrického n#p Velikost nagti byla ot volena podle
velikosti pouzité elektroforetické vany (45V, 55\6aV) (Tab. 5).

Po prokhnuti elektorforézy byl gel vyjmut, vliozen pod U\étdktor, vyfocen a ulozen
pro dalSi zpracovani.

Tab. 5: Tabulka hodnot nafhi, rozmeru gelu a doby trvani elektroforézy v zavislost na
velikosti pouZzité elektroforetické vany

Elektroforetickd] Volené | Roznery | Pramérna doba trvani
vana napsti (V) | gelu (cm)| elektroforézy (min)
mala 45 8x7 139

stredni 55 11x9 146
velka 65 14 x 12 164

3.6.9 Pr¥iprava vzorkia pro restrik éni analyzu

Pro restrikni analyzu je nutné PCR produktyefistit, protoze by mohly obsahovat
inhibitory, které by¢innost restriktaz mohly omezit nebo ji uplolokovat.

Po rozmrazeni PCR produktbylo postups z kazdého odpipetovano 2Q1 do
piipravenychg¢istych mikrozkumavek. Ke kazdému vzorku bylgidany 2 pl octanového
pufru a potom 6Qul 96% ethanolu o teplét-20°C. Snés byla promichana na vortexu a
centrifugovana $ 4°C, 15 000 xg po dobu 30 min. Poté byl supernatant dekantovyl@a
piidano 60 ul 80% ethanolu, afi o teplo¢ -20°C. Smds byla znovu vortexovana a
centrifugovana f 4°C, 15 000 xg po dobu 30 min. Po centrifugaci byl supernataittesl
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mikrozkumavky byly vysuSeny v exsikatoruiilpizné 20 min. Poté byly mikrozkumavky
uzaweny a uchovavanyip-20°C.

3.6.10 Priprava reakéni smési pro restrik éni analyzu

Reakni smés pro restrikni analyzu je sloZzena ze 3 komponent, které jéepat michat
v daném ptadi. Jeji objem pro jeden vzorek je 5
Reakni snes pro jeden vzorek obsahuje:

13ul sterilni destilované vody |
1,54l pufru F 15l
0,5l enzymu J

Reakni snts byla gipravena vzdy najednou pro vSechny vzorky. Nasidayla sngs
rozpipetovana do jednotlivych mikrozkumavekisdstenou a vysuSenou DNA.

3.6.11 Restrikéni analyza PCR produkti

Amplifikovana DNA byla peciStétna a podrobena resttiki analyze. Restriai analyza
byla provedenadii restrikicnimi endonukleazamiadll, Hinfl, Alul, Msd a Tagl. Restrikni
analyza probihalaipteplot 37°C, po dobu 16 h. Inaktivace enzymu probih&l2 peplotach
podle pouzitého enzymu (Tab. 6). Proces probih@iogramovatelném termostatu. Ziskané
fragmenty byly opt elektroforeticky rozéleny a detekovany pomoci UVigdi.

Tab. 6:Enzymy a jejich inaktivai teplota

enzym inaktivaéni | voleny program
teplota (°C) termostatu

Hadll 80 R2

Hinfl 80 R2

Taql 80 R2

Alul 65 R1

Msd 65 R1

3.6.12 Elektroforeticka detekce restrikénich fragmenti

Elektroforetick4 detekce byla provedena stejnynisepem a probihala za stejnych
podminek jak je popsano v kapitole 3.6.8. Jedirglildbyl v tom, Ze bylo navic pouzito 6
délkového standardu 20 bp, ktery byl pipetovan arackiady. Misto negativni kontroly byla
pouzita kontrola pozitivni, kterou byl PCR produkt.

3.7 Alkoholova tolerance

Alkoholova tolerance byl sledovana u vybranych hdrikkvasinek. Byla sledovana
schopnostéchto kvasinek mnozit se v préstlich s#iznou koncentraci ethanolu.

Do 100 ml Erlenmeyerovy hky bylo nalito 50 ml roztoku sladiny, ktera byla
vysterilizovana. Po sterilizaci bylfidan ethanol (99,8 %, p.a.) tak, aby jeho celkova
koncentrace v roztoku byla 1%, 4%, 8%, 12% a 16%tdkto gipravenych srési byl gridan
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1 ml suspenze bék kvasinek, ktera byla ipravena rozsuspendovanim jednohiékao
bakteriologické Kkitky ¢isté kultury v 6 ml sterilni destilované wadvzorky byly kultivovany
pii 26°C po dobu 10ti dni a kazdy den bylastema koncentrace vzniklého zakalu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni ¢asti této diplomové préace byly izolovany kvasinkpabuli a list vinné révy,

z pady z vinice a z vinného mosStu z ady cerveného vina Cabernet Moravia z eko vinice a
bilého vina Sauvignon z integrované a ekologick#éce, které byly sterikh odebrany f
teplog 25°C. Vzorky pochazely z Vidstvi Holanek, sidlici v obci Iwa v mikulovskée
vinaiské podoblasti. Odebrané bobule hioza listy, byly vloZzeny do sladinového
kultivacniho média a byly kultivovany 10 dnpti pokojové teplat. Po 10-ti dnech bylo
odebrano 30Qul suspenze kvasinek na Petriho misky a kultivovas® dni v termostatuip
26 °C. Vinny most byl odebiran kazdy druhy den kédm procesu a celkéwylo takto
provedeno 10 odioi. Navic bylo provedeno jeS6 odk¥ra a to 16., 21., 31., 42. a 52. den
kvasného procesu. Odebrany most byl filtrovdaespbakteriologicky filtr, ktery byl potom
poloZen na Petriho misku a kultivovan na sladinovdmném médiu v termostatuipgeplot

26 °C. Ze smsnych kultur izolovanych vinnych kvasinek byly pgste vyied’ovaci metodou
ziskanycisté kultury kvasinek. Za timtazalem byly smisné kultury pecistény 6-krat.

V ramci této diplomové prace byla izolovana DNAupe z kvasinek z vinného mosStu a
bobuli bilého vina Sauvignon,égiovaného podle pravidel ekologického zdtstvi.
Vyizolovana DNA byla naamplifikovana metodou PCReké&oforeticky detekovana a
vizualizovana pomoci UV #¥ani. Naamplifikované PCR produkty byly nasléghiecisSteny a
podrobeny restriéni analyze. Restrii analyza byla provedena pomogitiprestrikénich
endonulkeaz Haell, Hinfl, Tagl, Alul a Msd. NaS&pené vzorky byly elektroforeticky
detekovany a vizualizovany pomoci UVieai.

Dale byla izolovana DNA z 12-ti drihtypovych kvasinek, kterd byla zpracovana stejnym
zpiasobem jako DNA izolovana z mostu a bobuli vinnéyrd< restrikini analyze byly navic
pouzity jeS¥ dvé restrikini endonukleazy, a tdhal a Hpall.

Byl také proveden test na alkoholovou toleranceriin bylo zji§ovano, i jaké
koncentraci ethanolu jsou izolované kvasinky scléo@zmnoZovani.

4.1 Identifikace vinnych kvasinek izolovanych z bobulia moStu vinné révy

4.1.1 Amplifikace kvasinkové DNA metodou PCR

Vyizolovana kvasinkova DNA byla metodou PCR naafigoivana a vznikle PCR
produkty byly detekovany gelovou elektroforézowadgmenty byly detekovany UV nim a
nasledg zpracovany. V tabulce 8 a 9 je uvedena velik@rfrenh DNA po reakci PCR.

Tab. 7:Pracovnicisla izolat:, vyizolovanych z bobuli, velikost jejich PCR frag

Pracovni | fragment Pracovni | fragment Pracovni | fragment
¢islo izolatu| PCR ¢islo izolatu| PCR ¢islo izolatu| PCR
1 880 104 450 69 450
128 750 138 450 70 450
160/2 750 145 450 90 450
97 620 146 450 160 450
156 620 147 450 190 450
161 620 149 450 151 390




Tab. 8:Pracovnicisla DNA kvasinek vyizolovanych z mostu, derrodb velikost jejich
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PCR fragment
den odisru Pragovm' fragment den odiru Prag:ovni fragment

¢isloizolatu| PCR ¢islo izolatu| PCR
1.den 37 450 4.den 122 880
1.den 39 450 4.den 177 880
1.den 52 450 8.den 40 450
1.den 116 450 8.den 44 450
1.den 4 880 8.den 13 880
1.den 171 880 9.den 43 450
2.den 45 450 9.den 136 750
2.den 144 450 9.den 143 880
2.den 183 450 16.den 12 880
4.den 131 390 21.den 15 880
4.den 60 450 31.den 20 880
4.den 61 450 42.den 140 880
4.den 112 450 52.den 141 880

131 61 138

145 146 147 @ 1491 1183

69 NK

Obr. 25: Elektroforetické rozédleni fragment po amplifikaci metodou PCR




4.1.2 Restrikéni analyza PCR produkti

Naamplifikované vzorky byly ieciSttny a podrobeny restdki analyze, ktera byla
provedena §i restrikknimi endonukleazamiadll, Hinfl, Alul, Msd a Taq|.

4.1.2.1 Amplikony s délkou fragmerni 880 bp

Izolaty s délkou PCR fragmentu 880 bp byly analgmyy pomoci @i restrikénich
endonukledz, které je n#&pily na dva, ¢tyii a pst fragmend. Velikosti vSech dchto
fragment po restrikni analyze jsou uvedeny v tabulce 9.

Podle stejnych velikosti fragménize usuzovat, Ze se jedna o jeden rod kvasinky.

Tab. 9:Velikosti &pnych fragmernt (v bp) ziskanych po resteiki analyze

Cislo
izolatu
1 880 | 320+240+180+14P370+120] 290+265+145+10(Q 820+90| 230+220+130+110+10
4 880 | 320+240+180+14p370+120] 290+265+145+10Q 820+90| 230+220+130+110+10
12 880 | 320+240+180+140370+120] 290+265+145+10Q 820+90| 230+220+130+110+10
13 880 320+240+180+14b370+120 290+265+145+10¢ 820+90| 230+220+130+110+10
15 880 320+240+180+14b370+120 290+265+145+10Q 820+90| 230+220+130+110+10
20 880 320+240+180+14b370+120 290+265+145+10¢ 820+90| 230+220+130+110+10
122 880 | 320+240+180+140370+120] 290+265+145+10(Q 820+90| 230+220+130+110+10
140 880] 320+240+180+140370+120] 290+265+145+10(Q 820+90] 230+220+130+110+10
141 880 | 320+240+180+140370+120] 290+265+145+10(Q 820+90| 230+220+130+110+10
143 880] 320+240+180+140370+120] 290+265+145+10(Q 820+90] 230+220+130+110+10
171 880 | 320+240+180+140370+120] 290+265+145+10(Q 820+90| 230+220+130+110+10
177 880 320+240+180+140370+120| 290+265+145+10( 820+90| 230+220+130+110+10

PCR Hadll Hinfl Taql Alul Msd
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Obr. 26: Ukéazka Stpeni amplikor s délkou 880 bp restitki endonukledzou Haelll

51



4.1.2.2 Amplikony s délkou fragmenit 750 bp

Amplikony s délkou fragmentu PCR produktu 750 bgybtaktéZz analyzovany &
restrikknimi endonukleazami. Tyto izolaty byly n&$ény pouzectyimi endonukledzami.
Analyzovany fragment 750 pb neobsahufmBou sekvenci pro endonuklediadll, proto
nebyl identifikovan zadny &vny produkt, jen fivodni fragment.

Tab. 10:Velikosti Spnych fragmerit (v bp) ziskanych po resteiki analyze

Cislo
izolatu
128 750 n 350+200+16P400+170+13Q 280+190] 250+120+100+9¢
136 750 n 350+200+16P400+170+13(Q 280+190] 250+120+100+9(
160/2 | 750 n 350+200+160400+170+130Q 280+190| 250+120+100+9(

PCR| Hadll Hinfl Taql Alul Msd

128 136 160/~

_
i
i —
b |
A—
e
e
!

Obr. 27:Ukazka stpeni amplikori s délkou fragmerit750 bp restrikni endonukleazou Alul

4.1.2.3 Amplikony s délkou fragmenit 620 bp

Kvasinkové DNA s délkou PCR fragmenu 620 bp bydkét SEpeny pouzedétyimi
restrikknimi endonukleazami. | zde néla endonukledz#laelll svoji specifickou sekvenci
nukleotidh pro Stpeni. Ostatni endonukleazy ngmly tyto izolaty na ii fragmenty, jejichz
délky jsou uvedeny v tabulce 11.

Tab. 11:Velikosti $¢pnych fragmeni (v bp) ziskanych po resttiki analyze

Cislo
izolatu
156 620 n 280+130+11P340+220+65 390+110+90] 400+90+60
161 620 n 280+130+11P340+220+65 390+110+90] 400+90+60
97 620 n 280+130+11pP 340+220+65 390+110+90] 400+90+60

PCR| Hadll Hinfl Taql Alul Msd
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186...161....97

Obr. 28: Ukazka 3tpeni PCR fragmetits délkou 620 bp restithi endonukleazou Msel

4.1.2.4 Amplikony s délkou fragmeni 390 bp

Pri Sttpeni amplikonu s délkou PCR fragmentu 390 bp, dk$iasépeni u endonukleaz
Hadll, Hinfl, Tagl a Msd, a to vzdy na dva fragmenty. Endonukledal tyto izolaty
nestpila.

Tab. 12:Velikosti Spnych fragmerit (v bp) ziskanych po resteiki analyze

Cislo
izolatu
131 390 280+9(Q 190+180| 290+150| n 290
151 390| 280+9(Q 190+180| 290+150| n 290

PCR| Hadll Hinfl Taql Alul | Msd

Obr. 29:Ukéazka &tpeni PCR produkits délkou fragmentu 390 bp restiik endonukledzou
Hinfl
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4.1.2.5 Amplikony s délkou fragmenit 450 bp

Amplikony s délkou PCR fragment450 bp byly nagpeny vSemi endonukledzami.
EndonukleazoWlul byly vSechny izolaty na§peny na dva fragmenty o stejné velikosti, coz
nazn&uje Ze se jedna o jeden rod kvasinky. Ostatni emkeazy vSak &pily tyto izolaty
odliSre a z toho Ize usoudit, Ze tato skupina obsahujeddwiay kvasinky.

Tab. 13:Velikosti Spnych fragmerit (v bp) ziskanych po resteiki analyze

Cislo ,

o, PCR| Hadll Hinfl Taql Alul Msd
izolatu

183 450 310+9Q 260+115+105 190+160+60 410+5(Q 360+50
39 450 ] 310+9( 260+115+105 190+160+60 410+5ti) 360+50
40 450 ] 310+9( 260+115+105 190+160+60 410+5ti) 360+50
61 450 ] 310+9( 260+115+10§ 190+160+60 410+5(i) 360450
43 450 ] 310+9( 260+115+105 190+160+60 410+5ti) 360+50
44 450 ] 310+9(Q 260+115+10§ 190+160+60 410+5(i) 360450
45 450 ] 310+9( 260+115+105 190+160+60 410+5ti) 360+50
52 450 ] 310+9( 260+115+10§ 190+160+60 410+5(i) 360450
60 450 ] 310+9(Q 260+115+10§ 190+160+60 410+5(i) 360450
112 4501 310+9( 260+115+105 190+160+60 410+5ti) 360+50
116 450 310+9Q 260+115+10§ 190+160+60 410+5(i) 360450
144 4501 310+9( 260+115+105 190+160+60 410+5(|) 360+50
69 450 | 390+9(0 250+210 180+140+90+7p410+50] 290+120+50
190 450] 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50| 290+120+50
160 4501 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50] 290+120+50
37 450 390+9(¢ 250+210 180+140+90+7p410+50| 290+120+50
138 4501 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50] 290+120+50
145 4501 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50| 290+120+50
146 450] 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50| 290+120+50
147 4501 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50] 290+120+50
149 450] 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50| 290+120+50
70 450 | 390+9(¢ 250+210 180+140+90+7p410+50] 290+120+50
104 450] 390+9Q 250+210 180+140+90+7p410+50| 290+120+50
90 450 | 390+9(¢ 250+210 180+140+90+7p410+50] 290+120+50
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61 183 43 44 45 52 190 70 104 90 160 37 104

Obr. 30: Ukazka Stpeni restrikni endonukleazou Tagl. Na obrazku vlevo jsoetvid
fragmenty po gpeni prvni skupiny PCR produkiNa obrazku vpravo jsou fragmenty po
Stepeni druhé skupiny PCR produkt. Délka PCR fragrehbu skupin je 450 bp.

4.2 Analyza typovych kvasinek

Identifikace izolovanych kvasinek probiha porovimdns typovymi kvasinkami. Byla
provedena restrini analyza dalSich 12ti typovych kvasinginz byla roz&ena stavajici
databaze typovych kvasinek.

Mikroorganismy pochéazely ze sbirky kultur kvasineCY z ChU SAV v Bratisla.
(Tab.14)

Tab. 14:Seznam typovych kvasinek

Pracovni ozngeni] CCY Rod Druh
s96 29-9-17] Issatchenkia orientalis
s101 39-27-1] Issatchenkia occidentalis
s97 62-7-1 | Cystofilobasidium bisporidii
s98 17-18-1| Cystofilobasidiun] infirmo-miniatum
s99 41-11-2 Pichia fluxuum
s100 19-6-15| Sporobolomyces roseus
s102 21-6-7| Saccharomyces pastorianus
s103 21-6-6 | Saccharomyces pastorianus
s104 48-80 | Saccharomyces uvarum
s105 48-79 | Saccharomyces uvarum
s106 21-53-2| Saccharomyces paradoxus
s107 21-22-1Q) Torulaspora delbrueckii
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4.2.1 lzolace DNA typovych kvasinek a jeji amplifikace méodou PCR

DNA byla izolovana pomoci komariho kitu UltraCleaR” Microbial DNA Izolation Kit.
Postup byl stejny, jako ip izolaci DNA z vinnych kvasinek. Vyizolovana DNAyla
podrobena PCR reakci a naamplifikované DNA bylketgoreticky detekovany. (Obr. 31)

S96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103 N

s104 s105 s106 s107 NK

P e - -
—

Obr. 31:Elektroforeogram PCR produktypovych kvasinek. NK - negativni kontrola, 100 -
100 bp standard, s96 - s107 - oZeai typovych kvasinek

Tab. 15:Velikosti fragment PCR produkt typovych kvasinek v bp

Pracovnil Fragment | Pracovni| Fragment
oznaeni| PCR oznaeni| PCR
s99 500 s102 880
s96 550 s103 880
s101 550 5104 880
s97 650 s105 880
s98 660 s106 880
s100 650 5107 800

4.2.2 Restrikéni analyza DNA typovych kvasinek

Naamplifikované vzorky byly igcisteny a podrobeny restiki analyze, kterd byla
provedena sedmi resttikimi endonukledzamiadll, Hinfl, Taql, Alul, Msd, Hhal a Hpall.
Restrikni analyza endonukleazantihal a Hpall byla provedena pouze pro dopin
databaze typovych kvasinek.

4.2.2.1 Amplikony s délkou fragmemnit 550 a 500 bp

Délka fragment 550 bp pai typovym kvasinkamlssatchenkia orientalis(s96),
Issatchenkia occidentaligs101). Fragment 500 bp nélezi druPRichia fluxuum (s99).
Kvasinka druhu Pichia fluxuum (s99) byla nagpena pouze iémi restriknimi
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endonukledzami. Endonukledzarfiaelll a Alul tento druh kvasinky nebyl na&gen.
Kvasinky druhu Issatchenkia orientalis(s96) a Issatchenkia occidentaligs101) byly
nastpeny vSemi endonukleazani.

Tab. 16:Velikosti $¢pnych fragmeni (v bp) ziskanych po resttiki analyze

Pracovni
oznaeni
s96 550| 400+100240+170+15Q 250+120+7Q 380+140 500+20
s101 550/ 400+100240+170+15Q 230+12G6-80 | 380+150 500+20
s99 500 n 240+240 270+190+80 n 220+120+90+60

PCR| Hadll Hinfl Taql Alul Msd

s96 s9¢ s1(1 s96| s99 s101

Obr. 32:Ukézka Stpeni DNA typovych kvasinek endonukleazami Tagtdyle Haelll
(vpravo)

4.2.2.2 Amplikony s délkou fragmenit 650 a 660 bp

Délky fragmeni 650 a 660 bp p#t typovym kvasinkam druhiCystofilobasidium
bisporidii (s97),Cystofilobasidium infirmo-miniaturs98) aSporobolomyces rose|s100).
Druhy Cystofilobasidium bisporidi(s97) aCystofilobasidium infirmo-miniatungs98) byly
nastpeny vSemi restriknimi endonukledzami. DruSporobolomyces roseys100) nebyl
nastpen endonukleazoHadll. Ostatni endohukleazy jej&ily na dva aztyti fragmenty
(viz. Tab. 18).

Tab. 17:Velikosti S¢pnych fragmerit (v bp) ziskanych po resteiki analyze

Pracovnll o p | Haall Hinfl Taq| Alul Msd
oznaenli
s97 650 420+220 360+220+70 240+190+70 450+220+23m+160+120
s98 | 660| 450+90+70 290+210+190 | 230+200+90+7480+220+50 270+100
s100 | 650 n 220+130+100+50 440+150 420+50
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s97 s98 s100

Obr. 33:Ukazka Stpeni DNA typovych kvasinek endonukleazami Had#v/¢y, Hinfl

(uprosted) a Alul (vpravo)

4.2.2.3 Amplikony s délkou fragmenit 880 a 800 bp

Amplikony s délkou fragmefit 880 bp pai typovym kvasinkam Saccharomyces
pastorianus(s102, s103)Saccharomyces uvaru(s104, s105) &accharomyces paradoxus
(s106). DruhTorulaspora delbruecki{(s107) ma délku fragmentu 800 bp. Amplikony byly
nastpeny ¢tyimi endonukledzami na dva &yt fragmenty. EndonukledzoHadll tento
druh na3tpen nebyl. DruhyS. pastorianus(s102, s103),S. uvarum(s104, s105) &S.
paradoxus(s106) byly nagpeny vSemi vybranymi endonukleazami. Driyuvarunm(s104,
s105) &aS. paradoxu$s106) byly totoz& S€peny temi endonukledzami, k rozdilnémggni

doslo u endonukleddadll a Hinfl.

Tab. 18:Velikosti $¢pnych fragmeni (v bp) ziskanych po resttiki analyze

Pracovni g Haelll Hinfl Taq|

oznaeni
s102 | 880 320+240+180+14®60+120+50 300+280+140+100+60
s103 | 880 320+240+180+14®60+120+50 300+280+140+100+60
s104 | 880] 500+240+150 |  360+120  300+280+140+100+60
s105 880 500+240+150 360+12( 300+280+140+100+60
s106 | 880 320+240+180+140 360+120 | 300+280+140+100+60
s107 | 800 n 420+380 400+370+40
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Tab. 18:Pokracovani

Pracovni
oznaeni
s102 880/ 800+80 210+180+120+100+80+50+20
s103 880| 800+8Q 210+180+120+100+80+50+20
s104 880/ 800+80 210+180+120+100+80+50+20
s105 880| 800+8Q 210+180+120+100+80+50+20
s106 880| 800+8Q 210+180+120+100+80+50+20
s107 800| 600+110 210+160+140+120

PCR| Alul Msd

=+

=+

=+

s104 s105 s106 si s105 s10
s102 s103

Obr. 34:Ukézka Sfpeni DNA typovych kvasinek endonukledzami Mseldyke Taq|
(vpravo)

4.3 Taxonomické za&azeni vyizolovanych kvasinek

K zaazeni a uteni kvasinek vyizolovanych z bobuli a mostu vingeyr byly pouzity
now zpracované typove kvasinky a typové kvasinky,&tgyly zpracovany v ramci minulych
diplomovych praci.

Vzorky ¢. 1, 4, 12, 13, 15, 20, 122, 140, 141, 143, 1774 4délkou PCR fragmentu
880 bp, byly prokazatetnurceny jako rodSaccharomycesDruhow se je vSak zadit
nepodéilo, protoZze nami zvolené restéiki endonukleazy &ily vSechny vzorky na stejné
fragmenty. Vzorky. 128, 136 a 160/2, kteréetg déelku PCR fragmentu 750 bp, bylyceny
jako rodHanseniasporaPouzitim enzymwHaédll a srovnanim s typovymi kvasinkami bylo
mozné tyto kvasinky zadit i druho¥, protoze enzyniadll je neSgpi. MuZzeme tedyici, Ze
se jedna o drukanseniaspora uvarum/zorky (€. 156, 161 a 97) s délkou PCR fragmentu
620 bp byly uéeny jako rodRhodotorula | zde bylo mozné zadit tyto kvasinky druhava
to srovnanim s typovymi kvasinkami asopliky enzymuHaelll, kterym nebyly Speny. Jde

59



tedy o druhRhodotorula glutinisvVzorky (24 vzork) s velikosti PCR fragmentu 450 bp, byly
uréeny jako rodPichia. Porovnanim s typovymi kvasinkami bylo zisb, Ze se jedna o dva
druhy, a toPichia membranifacienaPichia fermentansvzorky ¢. 131 a 151 s velikosti PCR
fragmentu 390 bp byly #azeny jako rod Metschnikowia. fiP porovnani s délkami
restrikinich fragment typovych kvasinek bylo zji8ho, Ze se jedna o drutletschnikowia
pulcherrima

Tab. 19:Souhrnna tabulka Zazenych kvasinek vyizolovanych z bobuli

E;;Oe":i' Frﬁ,%rge”t Druh (Rod) kvasinky
1 880 Saccharomyces sp.
128 750 .
Hanseniaspora uvarum
160/2 750
97 620
156 620 Rhodotorula glutinis
161 620
104 450
138 450
145 450
146 450
147 450
149 450 Pichia fermentans
69 450
70 450
90 450
160 450
190 450
151 390 | Metschnikowia pulcherrimé

Tab. 20:Souhrnna tabulka Zazenych kvasinek vyizolovanych z vinného mostu

den odisru c|ZIr(;m|:zoc:/Igltu fraF?énsm Druh (Rod) kvasinky
1.den 37 450 Pichia fermentans
1.den 39 450
1.den 52 450 | Pichia membranifacienp
1.den 116 450
L.den 4 880 Saccharomyces sp.
1.den 171 880
2.den 45 450
2.den 144 450 | Pichia membranifacieng
2.den 183 450
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Tab. 20:Pokratovani

1~

4.den | 131 390 | Metschnikowia pulcherrim
4.den| 60| 45(
4.den| 61| 450 Pichia membranifaciens
4.den| 112 450
4.den| 122 880
4.den| 177 880
8.den| 40| 45(
8.den| 44| 45(
8.den| 13| 88( Saccharomyces sp.
9.den| 43| 450 Pichia membranifaciens
9.den| 136 750 Hanseniaspira uvarum
9.den | 143 880 Saccharomyces
16.den| 12 | 880
21.den| 15 | 880
31l.den| 20 | 880 Saccharomyces sp.
42.den| 140| 880
52.den| 141| 880

Saccharomyces sp.

Pichia membranifaciens

4.4 Dendrogram kvasinek izolovanych z vina

Dendrogram pro analyzované vzorky byl vyso pouZitim programu BioNumerics.
Dendrogram byl sestaven na zakiadPGMA klastrové analyzy a jako kritérium podobmost
byly zvoleny Pearsonovy koeficienty.

Z dendrogramu (Obr. 39) Ize &igt, Ze nami vyizolovanych 44 kvasinek z bobuli @sta
vinné révy bylo, pomoci vybranycktpendonukleaz, rozieno do Sesti skupin. Dale je ¥idg
Ze pomoci zvolenych enzyimbylo mozné druhay zaradit nejpéetngjSi skupinu kvasinek
rodu Pichia. KdezZto kvasinky identifikované jako rd@accharomyceérzorky s¢. 177, 141,
171, 143, 140, 122, 20, 13, 15, 4, 1)&eito endonukleazami druh&zaadit nepodalo.
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Obr. 35: Dendrogram genetické podobnosti analyzovanychikeksestaveny
na zaklad vysledk RFLP — pro enzymy Alul, Haelll, Hinfl, Msel a Taq|

4.5 Alkoholova tolerance

Test na alkoholovou toleranci byl proveden u Sestbranych drub kvasinek,
vyizolovanych z mostu a bobuli vinné révy. Alkohddotolerance byla sledovana po dobu
240ti hodin pi koncentraci ethanolu 1 %, 4 %, 8 %, 12 % a 16\¥echny nar&ené
hodnoty jsou uvedeny v samostatnych tabulkach Keld@au vzorku a souhrnna tabulka je
uvedena v filoze 3. Pith¢h ristu burgk jednotlivych kvasinek je zndzamm v grafech.
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4.5.1 Rod Saccharomyces

Z grafu (Obr. 36) je patrné, Ze tato kvasinka lsglhopna Zivota iipkoncentraci ethanolu

12 %. Kvasinka byla nejvice schopna rozmnoZovdnkancentraci ethanolu 1 %, kdy po
24 hod. vyrazévzrostla absorbance a po 72 hod. kultivace sagiit ustalil. Stejny prbe¢h
rastu byl i @i koncentraci ethanolu 4 %. V médiu s obsahem &Warmlu byl naist burgk
této kvasinky velmi pozvolny a éppo 72 hod. kultivace se jeji ridt ustalil. Ve srssi, ktera
obsahovalo 12 % ethanolu, tato kvasinka narostlpoaz2 hod. kultivaci. DalSi vySSi riét
byl po 120 hod. kultivace, poté sést ténti zastavil. B 16% koncentraci ethanolu i tato
kvasinka pezivala, ale ve velmi malém §a.

Tab. 21:Nan¥rené hodnoty absorbance pro vzotek40

0bj.% absorbance
EtOH| 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 144h 168h 19P h
1 0,016 | 0,444 0,504 0,67 0,684 0,692 0,684 0,684,6840
4 0,015| 0,456| 0,51 0,69¢ 0,708 0,698 0,708 0,7087090
8 0,013 | 0,207 0,420 0,58t 0,600 0,600 0,624 0,636,6360
4
6

12 0,016 0,037 0,053 0,24 0,29 0,414 0432 0,432,432
16 0,015| 0,016/ 0,014 0,01 0,07 0,007 0,015 0,010,017

OO TW T OV

——1%

—m— 4%
8%
12%

—%— 16%

Absorbance

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
¢as (hod)

Obr. 36: Graf alkoholové tolerance vzorku 140

4.5.2 Rod Hanseniaspora

Tato kvasinka byla schopné Zivotdi oncentraci ethanolu 1 % a 4 %. Ve &in
s obsahem ethanolu 1 % byl éstrburtk hned po 24 hod., poté se zvySoval jen malo a dals
narist byl zaznamenan po 168 hod. kultivadi. B®ncentraci ethanolu 4 % byl zaznamenan
vySSi nafist burgk po 24 a 48 hod., poté byl jejich hat velmi pozvolny. B koncentracich
ethanolu 8 %, 12 % a 16 % seit#, Ze tato kvasinka byla schopna pou¥ fvat.
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Tab. 22:Nan¥rené hodnoty absorbance pro vzorek 36

0bj.% absorbance
EtOH| 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120h  144h 168 h 19Ph
1 0,009 | 0,180, 0,180 0,286 0,186 0,198 0,204 0,2282280
4 0,010 | 0,109 0,15 0,256 0,156 0,159 0,171 0,170,1710
8 0,009 | 0,011 0,012 0,012 0,012 0,009 0,009 0,011,0120
12 0,010| 0,009/ 0,009 0,009 0,008 0,008 0,009 0,009,009
16 0,008 | 0,009f 0,009 0,009 0,007 0,007 0,008 0,009,008
0,30 -
0,25 - 1%
8 020 S
.‘95 0,15 - 8%
§ 0,10 - 12%
<
0,05 | —%— 16%
0,00 % ‘ X , X , X , X= X% ‘ X , X , X ‘
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
¢as (hod)

Obr. 37: Graf alkoholové tolerance vzorku 136

4.5.3 Rod Pichia

Z vySe popsané restiiki analyzy bylo zji&tno, Ze byly vyizolovany dva druhy kvasinek
rodu Pichia. To bylo potvrzeno i testem na alkoholovou tolerakdy kazdy druh této
kvasinky byl jinak odolny %¢i etanolu.

Z grafu kvasinky €. 60 je vidt, Ze byla schopna Zivotdigkoncentracich ethanolu 1 %,
4 % a 8 %. R koncentraci 1 % byl nést burgk po 24 hod. kultivace a dalsi velky skok byl
po 48 hod. kultivace, poté se mnozstvi dunéto kvasinky zvySovalo jen malo. Velmi
podobny piibéh nakstu byl i v médiich s koncentraci ethanolu 4 % &8V roztocich
s koncentraci ethanolu 12 % a 16 % kvasinky nerostl

Tab. 23:Nan¥iené hodnoty absorbance pro vzotek0

0bj.% absorbance
EtOH| 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120h  144/h 168h 19Ph
1 0,013| 0,071, 0,165 0,180 0,186 0,198 0,210 0,2192190
4 0,011 | 0,048, 0,102 0,132 0,132 0,147 0,159 0,1591650
8 0,011 | 0,025/ 0,053 0,077y 0,084 0,088 0,111 0,117,1230
12 | 0,010| 0,010/ 0,011 0,011 0,009 0,009 0,008 0,009,008
16 | 0,010| 0,010/ 0,008 0,000 0,010 0,008 0,009 0,008008
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Obr. 38: Graf alkoholové tolerance vzorku 60

Z grafu kvasinky. 149 vyplyva, Ze byla schopna Zivota poutiekpncentracich ethanolu
1% a4 % a tudiZ byla mé&mdolna wici ethanolu, nez i@dchozi kvasinka & 60. V obou
piipadech byl nadist burgk nejvyssi po 24 a 48 hod. kultivace, poté mnoZsivik naristalo
velmi pozvolna. V médiich s obsahem ethanolu 8 294 a 16 % bylo mnoZstvi bék
kvasinky roduPichia minimalni.

Tab. 24:Nan¥rené hodnoty absorbance pro vzorek49

0bj.% absorbance
EtOH| 0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h 190 h
1 0,011 0,084 0,162 0,162 0,186 0,198 0,216 0,022,2220
4 0,011 0,068 0,126 0,132 0,150 0,168 0,180 0,1982100
8 0,010 0,017 0,017 0,017 0,015 0,015 0,016 0,017,0150
12 0,009 0,007 0,009 0,00¥ 0,0Q7 0,006 0,007 0,000,005
16 0,010 0,007 0,008 0,008 0,006 0,006 0,006 0,008,006
0,30 -
0,25 - ——1%
§ 0,20 - = 4%
3 015 8%
3 010 12%
< 0,05 - —%— 16%

0,00 T T T T T ‘X\ + T X T X T X 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
¢as (hod)

Obr. 39: Graf alkoholové tolerance vzorku 149
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45.4 Rod Rhodotorula

Kvasinka tohoto rodu byla schopna Zivota pouzeédions koncentraci ethanolu 1 %. Jeji
vyrazny naiist byl zaznamenan po 120 hod. kultivace, potom byhoZstvi budk priblizné
stejné. Tento nést byl zpisoben adaptaci kvasinky na ethanol, protoze ethaintd pisobit
jako stresové prosdi. Ri koncentraci ethanolu 4 %, 8 %, 12 % a 16 % bwathost této
kvasinky minimalni.

Tab. 25:Nanv¥iené hodnoty absorbance pro vzorek 61

0bj.% absorbance
EtOH| 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120h  144h 168h 19Ph
1 0,004 | 0,012 0,023 0,028 0,032 0,082 0,093 0,0930940
4 0,005 | 0,006/ 0,005 0,006 0,007 0,005 0,006 0,006,0060
8 0,003 | 0,002 0,002 0,002 0,000 0,002 0,002 0,0020030
12 | 0,003| 0,003] 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003,002
16 | 0,003| 0,004/ 0,004 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003002
0,30 -
0,25 -
8 0,20 - 1%
S —m— 4%
g 0,15 8%
é 0,10 - 12%
0,05 —%— 16%
00 R—F— % % 5 g g
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

¢as (hod)

Obr. 40: Graf alkoholové tolerance vzorku 161

455 Rod Metschnikowia

MnozZstvi bugk této kvasinky ve vzorku vzrostlo viditélpo 24 hod. kultivace a poté byl
jeji narast velmi pozvolny. Tento fb¢h byl zaznamenan ve vzorcich s obsahem ethanolu
1 % a 4 %. Kvasinka nerostla v médiich s koncehgtmanolu 8 %, 12 % a 16 %.

66



Tab. 26:Nan¥rené hodnoty absorbance pro vzorek 31

0bj.% absorbance
EtOH| 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120h  144h  168h 19Ph
1 0,017 | 0,165 0,199 0,216 0,222 0,240 0,252 0,270,2700
4 0,017 | 0,077 0,165 0,171 0,274 0,201 0,215 0,210,2160
8 0,015| 0,015 0,017 0,018 0,019 0,020 0,020 0,021,0200
12 0,014 | 0,015 0,014 0,013 0,013 0,012 0,013 0,014,014
16 0,014 | 0,014 0,014 0,012 0,013 0,041 0,011 0,013012

—— 1%
g —8— 4%
38 8%
2 12%
O
< —%— 16%

0,00 T T X T X T X T x T X\ T X T x T x 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
¢as (hod)

Obr. 41: Graf alkoholové tolerance vzorku131
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5 ZAVER

Naplni této diplomové prace byla identifikace kma& vyizolovanych z bobuli a mostu
bilého vina Sauvignon, které byloigpovano podle pravidel ekologického zskistvi.
V prvni ¢asti prace bylo nutné kvasinky nakultivovat a vigxat. Poté byla vyizolovana
DNA jednotlivych kvasinek a to pomoci konietho kitu UltraCleaf™ Microbial DNA
Isolation Kit. Takto vyizolovana DNA byla amplifikdna metodou PCR za pouZiti sady
dvou primet ITS1 a ITS4 a dalSich pebnych komponent. Po amplifikaci bylo ziskari p
skupin kvasinek (o délkach fragmér&80 bp, 750 bp, 620 bp, 450 bp a 390 bp), ktehg by
podrobeny restrigni analyze. Jednotlivé vzorky pro restnk analyzu byly nejprve
pieciStény, aby se odstranily nezadouci inhibitory reakceeprve poté byla provedena
restrikéni analyza, ke které bylo pouZzit@tprestrikknich endonukleéaz, a teladll, Hinfl,
Taq|l, Alul a Msd.

Aby bylo mozné ziskané fragmenty DNA vyizolovanyktasinek z#adit, byly také
analyzovany typové kvasinky, které pochéazely zerkgbkvasinek CCY z ChU SAV
v Bratislav. Jejich DNA byla vyizolovana a analyzovana stejngpiisobem jako DNA
kvasinek vyizolovanych z bobuli a moSstu vinné réguy¢emz k restrikni analyze, krom jiz
zmirgnych endonukleaz, byly pouzity jeéstlalSi d¢ restrikkni endonukleazy, kterymi byly
endonukleazyHhal a Hpall. ProtoZze v rdmci této diplomové prace bylo iza@oo pouze
12 druli typovych kvasinek, byly vyizolované kvasinky pondvany s typovymi
kvasinkami, které byly zpracovany v ramci minulydiplomovych praci.

Porovnanim vyizolovanych kvasinek s typovymi kw&simi, po amplifikaci metodou
PCR bylo zji&no, Ze analyzované matrice obsahovaly nodi kvasinek:Saccharomyces,
Pichia, Metschnikowia, Rhodotorula a HanseniaspdRastrikni analyzou bylo zjigno, Ze
se v matrici nachézi dva druhy roBichia. Porovnanim s typovymi kvasinkami bylo mozné
urtit, Ze se jedna o druhyichia membranifaciena Pichia fermentansRestrikkni analyzou
kvasinek roduSaccharomycesily vzniklé fragmenty stejné délky. Porovnanim soyymi
kvasinkami bylo zji&no, Ze ®&které druhy rodiaccharomycese S&pi na stejné fragmenty,
a proto nebylo mozné tento rodradit druho¥. Rody Metschnikowia, Hanseniaspora
Rhodotorulabylo mozné z&dit druho¥. K porovnani byly oft pouzity typové kvasinky.
V matrici se nachazely druhyetschnikowia pulcherrima, Hanseniaspora uvarusm
Rhodotorula glutinis

Jak jiz bylo popsano vyse, kvasinky byly izolovanpobuli a moStu vinné révy bilého
ekologicky gstovaného vina. Na bobulich bylo nalezegbdruhi kvasinek. Jsou to druhy
Metchnikowia pulcherrima, Pichia fermentans, Rhodofa glutinis, Hanseniaspora uvarum
a rod SaccharomycesVinny most byl odebiran postupra v kazdém odisu se nalezené
kvasinky trochu liSily. Kvasinka druhBichia fermentansyla nalezena pouze v ofth z 1.
dne kvasného procesu, kdezto kvasinky drudtichia membranifaciendyly nalezeny
v odkérech z 1., 2., 4., 8. a 9. dne kvasného procesuh Bletschnikowia pulcherriméyl
nalezen pouze v odlu ze 4. dne kvasného procesu a drAaimseniaspora uvaruryl pouze
v odiEru z 9. dne kvasného procesu. R8dccharomycedyl nalezen v kazdém oéltu,
krom¢ odbiru z 2. dne kvasného procesu.

Provedenim testu na alkoholovou toleranci bylaStzja schopnost tolerance
vyizolovanych drufi kvasinek na ethanol. NejvysSi tolerance na ethamgtal stanovena u

e
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toleranci na ethanol byl zji&t u druhuRhodotorula glutinisktery byl schopen Zivota pouze
pii koncentraci ethanolu 1 obj.%.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

°CNM ¢esky normalizovany mostam

A adenin

A-T adenin-tyminovy nistek

ATPaza enzym 8pici ATP

bp base pair

C cytosin

CCY colection culture yeasts

dATP deoxyadenosin trifosfat

dCTP deoxycytidin trifosfat

dGTP deoxyguanosin trifosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotid trifosfat

dsDNA dvoudetezcova DNA

dTTP deoxythymidin trifosfat

EDTA ethyldiamintetraoctova kyselina

G guanin

G-C guanin-cytosinovy istek

Chu Chemicky Ustav

ITS vnitini prepisova oblast (internal trascribed spacer)

kb kilo base

MRNA mediatorova RNA

MtDNA mitochondrialni DNA

NK negativni kontrola

PCR polymerazovéettzova reakce (polymerase chain reaction)

RFLP polymorfismus délky restikich fragment (restriction fragment length
polymophism)

RNA ribonukleova kyselina

SAV Slovenskéa akadémia ved

T thymin

TBE tris-boréatovy pufr

tRNA transferova RNA

uv ultrafialové z&eni

Vv jednotka nagti
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Délky fragmeni DNA po restrikni analyze vzorkizolovanych z vina

Tabulka 1 Souhrnnd tabulka délky resttikich fragment ziskanych gpenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentubtb0

Cislo izolatu PCR Hadll Hinfl Taql Alul Msd
183 SEM2 450 310+90 260+115+10b 190+160+60 410+50 60+30
39 SEM1 450 310+90 260+115+10b 190+160+6D 410+50 0+36
40 SEM4 450 310+90 260+115+10p 190+160+6p 410+50 0+36
61 SEM3 450 310+90 260+115+10b 190+160+6D 410+50 0+36
43 SEM5 450 310+90 260+115+10p 190+160+6p 410+50 0+36
44 SEM4 450 310+90 260+115+10b 190+160+6D 410+50 0+36
45 SEM2 450 310+90 260+115+10p 190+160+6p 410+50 0+36
52 SEM1 450 310+90 260+115+10p 190+160+6p 410+50 0+36
60 SEM3 450 310+90 260+115+10b 190+160+6D 410+50 0+36
112 SEM3 450 310+90 260+115+10p 190+160+60 410+50 60+530
116 SEM1 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 60+30
144 SEM2 450 310+90 260+115+10p 190+160+600 410+50 60+530
69 SEB?2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 +BD+50
190 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 0+220+50
160 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 0+220+50
37 SEM1 450 390+90 250+210 180+140+90+475 410+50 +PB0+50
138 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90475 410+50 0+220+50
145 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+475 410+50 0+220+50
146 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90475 410+50 0+220+50
147 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+475 410+50 0+220+50
149 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+475 410+50 0+220+50
70 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+475 410+50 +PEAD+50
104 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+475 410+50 0+220+50
90 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+475 410+50 +PED+50
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Tabulka 2: Souhrnna tabulka délky resteikich fragment ziskanych gpenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentubfb0

Cislo izolatu PCR Hadll Hinfl Taql Alul Msd
128 SEB2 750 n 350+200+160 400+170+130 280+190 PEDH1L00+90
136 SEM5 750 n 350+200+160 400+170+130 280+190 PH0+100+90
160/2| SEB2 750 n 350+200+160 400+170+130 280+190 0+220+100+90

Tabulka 3: Souhrnna tabulka délky resteikich fragment ziskanych gpenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentulg20

Cislo izolatu PCR Hadll Hinfl Taql Alul Msd
156 SEB1 620 n 280+130+110 340+220+6%5 390+110+90 0+9M+60
161 SEB2 620 n 280+130+110 340+220+6% 390+110+90 0+9M+60
97 SEB2 620 n 280+130+110 340+220+6% 390+110+90 +QID60

Tabulka 4: Souhrnna tabulka délky resteikich fragment ziskanych gpenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentulig90

Cislo izolatu PCR Hadll Hinfl Taql Alul Msd
131 SEM3 390 280+90 190+180 290+150 n 290+50
151 SEB1 390 280+90 190+180 290+150 n 290+50
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Tabulka 5: Souhrnna tabulka délky resteikich fragment ziskanych gpenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentul80

Cislo izolatu PCR Hadll Hinfl Taq|l Alul Msd

1 SEB1 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100

4 SEM1 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
12 SEMS8 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
13 SEM4 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+1p0
15 SEM11 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
20 SEM10 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+1p0
122 SEM3 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
140 | SEM12 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
141 | SEM13 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+1p0
143 SEM5 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
171 SEM1 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+1p0
177 SEM3 880 | 320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
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Priloha 2: Délka fragment DNA po restrikni analyze typovych kvasinek

Tabulka 6: Souhrnna tabulka délky resteikich fragment ziskanych gpenim amplifikované DNA typovych kvasinek

Cislo| PCR Hadll Hinfl Taq|l Alul Msd Hhal Hpall
s96 | 550 400+100 240+170+15% 250+120+70 380+140 BDO+ 230+200+90+75 270
s97 650 420+220 360+220+70 240+190+70 450+220+50  200+160+120 330+250+115 500+115
s98 660 450+90+70 290+210+190 230+200+90+70 480H50 270+100 270+220+110 600
s99 | 500 n 240+240 270+190+80 n 220+120+90+60 250HA® | 260+22(
s100| 650 n 220+130+100+50 - - 420+50 320+230 620
s101| 550 400+100 240+170+150 230+120+80 380+150 500+20 20+280+80+65 260
s102| 880 | 320+240+180+140 360+120+50 [ 300+280+140+100+60 800+80 210+180+120+100+80+50+x20 370+340+140 720+130
s103| 880 | 320+240+180+140 360+120+50 | 300+280+140+100+60 800+80 | 210+180+120+100+80+50+20370+340+140 | 720+13D
s104| 880 500+240+150 360+120 300+280+140+100+6@00+80 | 210+180+120+100+80+50+20340+315+130 | 720+130
s105| 880 500+240+150 360+120 300+280+140+100+6@00+80 210+180+120+100+80+50+20 340+315+130 720+130
s106| 880 | 320+240+180+140 360+120 300+280+140+100+60 800+80 | 210+180+120+100+80+50+20340+315+130 | 720+13D
s107| 800 n 420+380 400+370+40 600+11pD - 320+220+140+100-
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Priloha 3: Turbidimetricky nansiené hodnoty pro alkoholovou toleranci

Tabulka 7: Souhrnna tabulka nagrenych hodnot pro alkoholovou toleranci

NJ

¢. |obj.% meieni absorbance (hod)
vzorku| EtOH| 0 24 48 72 96 120 144 168 19
1 | 0,016| 0,444 0,504 0,672 0,684 0,692 0,684 0,6846840
4 | 0,015/ 0456 0,516 0,696 0,708 0,698 0,708 0707090
140 8 | 0,013] 0,207 0,420 0,588 0,600 0,600 0,624 0,63/6360
12 | 0,016/ 0,037 0,053 0,246 0,294 0,414 0,432 0/462432
16 | 0,015/ 0,01 0,01y 0,016 0,006 0,017 0,015 0/0Q,017
1 | 0,009| 0,180 0,180 0,186 0,186 0,198 0,204 0,22228)
4 | 0,010, 0,109 0,156 0,156 0,156 0,159 0,171 0/17QA710
136 8 | 0,009| 0,011 0,012 0,012 0,012 0,009 0,009 0,01,0120
12 | 0,010/ 0,009 0,009 0,009 0,008 0,008 0,009 0/00909
16 | 0,008/ 0,009 0,009 0,009 0,007 0,007 0,008 0/009D08
1 | 0,013 0,071 0,265 0,180 0,186 0,198 0,210 0,212190
4 |0,011 0,048 0,102 0,132 0,132 0,147 0,159 0,/159650
60 8 | 0,011| 0,025 0,051 0,077 0,084 0,088 0,111 0,114230
12 | 0,010/ 0,010 0,011 0,011 0,009 0,009 0,008 0/009D08
16 | 0,010/ 0,010 0,008 0,009 0,010 0,008 0,009 0/00®08
1 | 0,011 0,084 0,162 0,162 0,186 0,198 0,216 0,222220
4 |0,011 0,068 0,126 0,132 0,150 0,168 0,180 0,/192100
149 8 | 0,010| 0,017 0,017 0,017 0,015 0,015 0,016 0,033590
12 | 0,009/ 0,007 0,009 0,007 0,007 0,006 0,007 0/00,005
16 | 0,010/ 0,007 0,008 0,008 0,006 0,006 0,006 0/00H06
1 | 0,004| 0,012 0,028 0,028 0,082 0,082 0,093 0,099940
4 | 0,005/ 0,006 0,006 0,006 0,007 0,005 0,006 0,00®060
161 8 | 0,003] 0,002 0,002 0,002 0,001 0,002 0,002 0,00D030
12 | 0,003| 0,003 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003 0/00€02
16 | 0,003| 0,004 0,004 0,004 0,003 0,003 0,003 0/00D02
1 | 0,017 0,165 0,198 0,216 0,222 0,240 0,252 0,27(2700
4 0,017| 0,077 0,165 0,171 0,174 0,201 0,215 0,212160
131 8 | 0,015| 0,015 0,017 0,018 0,019 0,020 0,020 0,02,0200
12 | 0,014, 0,015 0,014 0,013 0,013 0,012 0,013 0/0a®H14
16 | 0,014 0,014 0,014 0,012 0,013 0,011 0,011 0/0@D12
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Priloha 4: Elektroforeogramy DNA kvasinek izolovanych z bobaulinoStu vinné révy po
reakci PCR a restréki analyze

37 39 40 97 156 161 190 128 16G&2NK

1 4 12 13 15 20 122 14Q1m43 171 177

Obrazek 1:Elektroforetické rozéleni fragment po amplifikaci metodou PCR
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131 61 138 145 146 147 149 151 183 K

70 104 90 43 44 45 52 60 1B 144 160

Obrazek 2:Elektroforetické rozéleni fragment po amplifikaci metodou PCR



1 4 12 13 15 20122 140 141 143 171128 136 160/2 122 136

156 161 97 61 138 145 146 147 149 ¥88 190 131 151 161 146 131

37 39 40 70 10 90 43 44 4t 52 60 112 116 1441

Obrazek 3:Elektroforeogramy po &veni PCR produktendonukleazou Haell
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1 4 12 13 15 20 122140 141 143 177 128 136 160/ 122 13

61 183 43 44 45 52 60 112 116 144 3® 156 161 9 61 15

138 145 146 147 149 69 190 70 104 90 3¥0131 15]

=

]
= .

o

Obrazek 4:Elektroforeogramy po &veni PCR produktendonukledzou Hinfl



12 13 15 20 122 140 143 171 177 128 136 160/: 122 136

61 183 43 44 45 52 60 112 116 14449 156 16:

138 145 146 147 149 69 190 70 104 9® By 131

Obrazek 5:Elektroforeogramy po &veni PCR produktendonukleazou Taq|l
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4 12 13 15 20 122140 1B 171 177 128 136 160/2

61 183 43 44 45 52 60 112 116 144 89 156 161 97

T i e e S D T D S D S e, i e

138 145 146 147 149 69 190 70 103 BO 37 131 151 145 151

Obrazek 6:Elektroforeogramy po &eni PCR produktendonukleazou Alul



1 4 12 13 15 20 122 140 141 14B177 128 136 160/2

61 183 43 44 45 52 60 112 116 144 89 156 161 97

138 145 146 147 149 69 190 70 104 90 380131 151 145 151

Obrazek 7:Elektroforeogramy po &veni PCR produktendonukleazou Msel
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Priloha 5: Elektroforeogramy DNA typovych kvasinek po reaR€R a restriéni analyze

S96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 $i3 s104 s105 s106 s107 Nk

|

Obrazek 8:Elektroforetické rozéleni fragment po amplifikaci metodou PCR

s96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103 s96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103

Obrazek 9:Elektroforeogramy po &beni PCR produktendonukledzami Alul (vlevo) a Hhal
(vpravo)
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s96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 103 s96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s1.03

Obréazek 10Elektroforeogramy po &eni PCR produktendonukledzami Haelll (vlevo) a
Hpall (vpravo)

s96 s97 s98 s99 s100 5101 s102 103 s96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 703

Obréazek 11Elektroforeogramy po &eni PCR produktendonukledzami Hinfl (vlevo) a
Tagl (vpavo)

8¢



$96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s123 s100

Obrazek 12Elektroforeogram po &peni PCR produktendonukleazou Msel

Msd Tagl Haelll

5104 s105 s106 s107 s104 s105 s106 s107 s104 KIS KO7 s104 s107

Obrazek 13Elektroforeogram po &peni PCR produktendonukleazami Msel, Taql, Haelll
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Hhal Alul Hinf |

104 s105 s106 s107 s104 s105 s106 s107 $064s106 s107 s105 s107

Obrazek 14 Elektroforeogram po &peni PCR produktendonukledzami Hhal, Alul, Hinfl
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