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ABSTARKT

Tato diplomové prace se zabyvé identifikaci vinnych kvasinek izolovanych z bobuli a
mostu vinné révy. K izolaci byla pouzita bila odrida vina Sauvignon, které bylo péstovdno a
vyrdbéno podle pozadavkil ekologického zemédélstvi. Odebrané vzorky byly zpracovany
v laboratofi a pomoci zfedovaci metody byly ziskdny Cisté kultury jednotlivych kvasinek.
Z t&chto &istych kultur byla pomoci komeréniho kitu UltraClean™ Microbial DNA Isolation
Kit vyizolovdna DNA, kterd byla pouZita k dalS$i analyze. Izolovand DNA byla
naamplifikovana metodou PCR, za pouziti ITS1 a ITS4 primert. PCR produkty byly
detekovany elektroforeticky v agarozovém gelu. Naamplifikované vzorky, ndasledné
piecisténé, byly podrobeny restrikéni analyze, ke které bylo pouZito pét restrikCnich
endonukledz: Haelll, Hinfl, Taql, Alul a Msel. Vzorky po restrikéni analyze byly opét
elektroforeticky detekovany, vizualizoviany pod UV detektorem a porovniny s obrazem
Stépeni sbirkové zatazenych kvasinek. Déle byla srovndna similarita téchto izoldtd a to za
pouZziti programu BioNumerics, kde jako kritérium podobnosti byly zvoleny Pearsonovy
koeficienty a UPGMA Kklastrovd analyza. Vysledkem je potom dendrogram genetické
podobnosti izolovanych kvasinek.

ABSTRACT

This thesis deals with isolation and identification wine yeasts from grapes and must. For
analysis was used white wine Sauvignon that was grown and producing after needs ecological
agriculture. Remove samples were processed in laboratory and by the help of dilution method
were obtained pure culture isolated yeasts. In the following step, by the application of
commercial kit UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit we were able to isolated individual
DNA that it was used to the next analysis. Isolated DNA was amplification by PCR method
with ITS1 and ITS4 primers. PCR products were detected on agarose gel. Amplification
samples were chopped five restriction endonucleases: Haelll, Hinfl, Taql, Alul and Msel.
Chopped DNA was detected by the same way as PCR products and it was compared with
restriction patterns of collection yeasts. In the next step it was compared genetic similarity of
isolated yeasts by using BioNumerics software. As a criterion it was used Pearson coefficients
and UPGMA clastering analysis. The result is dedrogram of genetics similarity isolated
yeasts.

KLICOVA SLOVA
kvasinky, identifikace, PCR-RFLP, elektroforéza, taxonomie, restrikni analyza, vinafstvi,
vyroba vina
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1 UVOD

Vino se u nds produkuje od stfedovéku, ale o metodice vyroby se v historii dozviddme
pouze vzicné. Jedna z prvnich zminek je ze zaCatku 13. stoleti a vdze se k cistercidckému
klaSteru ve Velehrad€. Tamni mniSi se ucili vinarské praxi v Poryni a v Burgundsku a na
Moravu prinesli nékteré nové postupy pfi lisovani hrozni a pfi uchovavani vina. Vino vznika
alkoholovym kvasenim, pfi kterém jsou piirodni cukry z hroznl révy vinné pfeménovany
kvasinkami na alkohol a oxid uhlicity. Do vina pfechazi z hroznii mnoho chemickych latek,
které spolu s alkoholem a zbytky cukrt vytvaii vysledny charakter vina. [1]

Kvasinky jsou mikroorganismy, které ,,od nepaméti slouzi lidem* pfi riznych kvasnych
vyrobdch. Ve védeckém vyzkumu se staly diky svym vynikajicim vlastnostem soucasti
druhy Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris. Jejich hlavni primyslovy vyznam tkvi
v pouziti pro vyrobu alkoholickych ndpoja, pekaiského a krmného drozdi. Jsou Siroce
vyuzivany v fadé oblasti v&dy, technologie i mediciny. Nékteré druhy jsou nezastupitelné v
potravinarském a farmaceutickém pramyslu, jiné jsou vyuZivany jako biologické modelové
systémy pro studium obecnych regulaci metabolizmu eukaryotickych bunék, dalsi pasobi
jako faktory vyvoldvajici onemocnéni. Z bunék kvasinek se izoluje pro komercni tcely fada
latek, pouzivanych v biochemickych laboratofich, napt. enzymu, koenzymi, nukleotidd apod.
[2,3]

Metoda PCR byla zavedena v roce 1985 a znamenala pro molekuldrni biologii stejny
piinos jako objev restrikénich endonukledz nebo zavedeni sekvencovani DNA. Tato metoda
je pouzivéna v Siroké Skdle variant, které jsou upraveny podle toho, zda je potfeba amlifikovat
templaty s nizkym poctem kopii, detekovat sekvencni polymorfismy, provadét molekuldrni
identifikaci nebo typizaci organismi nebo modifikovat sekvence nukleovych kyselin. Tyto
varianty se navzdjem liSi pouzitim dalSich enzymatickych reakci kromé& amplifikace Taq
DNA-polymerazou, pouzitim specifickych sekvenci primerti, pfisnosti podminek pro
amplifikaci a zpusoby detekce produkti PCR. [4]
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Kbvasinky

Kvasinky maji v potravinafské technologii dvoji vyznam. Jako technologicky vyuzivané
mikroorganismy ve fermentacnim prumyslu pfi vyrob€ piva, vina, lihu, pfi vyrobé pekaiskych
produktt (drozdi), ale i jako Skidci masa, ryb, dribeze, vyrobki studené kuchyné, mlé¢nych
produktt, fermentovanych pozivatin, vyrobki s vysokym obsahem cukru a dal$ich. [5]

2.1.1 Systematika kvasinek

Kvasinky zatfazujeme do 3 skupin.

1. Ascomycetes - kvasinky patfici do tfidy vieckatych hub

2. Badisidiomycetes - kvasinky rodu Leucosporidium a Rhodosporidium pattici mezi
stopkovytrusé houby

3. Deuteromycetes - kvasinky, u kterych nelze pozorovat pohlavni rozmnoZovani, a které
netvoii ani balistospory. [6]

2.1.2 Morfologie kvasinek
2.1.2.1 Morfologie kvasinek

Velikost bunék kvasinek je pod hranici viditelnosti pouhym okem, proto je vzdy
pozorujeme pod mikroskopem. Jejich tvary byvaji rozmanité, mohou byt okrouhlé, ovalné,
elipsoidni, protdhnuté, citrénovité apod. (Obr. 1.) Preména tvard buné€k nastdvd vlivem
vnéjSich podminek a tzce souvisi s vlastni funkci buniky. Zdkladnim tvarem bunék kvasinek
je rotacni elipsoid a odchylky ve tvarech jsou dvojiho druhu: zména na kulaté tvary a zména
na podlouhlé az vldknité tvary. [7, 8]

Coaadl g

Obr. 1: Rozmanité tvary bunék kvasinek: a - kulaté, b - ovdlné, elipsoidni, c - citronovité,
d - ogivdlni, e - lahvovité, f - podlouhlé, g - vidknité [9]

2.1.2.2 Morfologie kvasinkovych kolonii

Buriky kvasinek nanesené na jedno misto na Zivném agaru vytvoii kolonii. Podle uloZeni
v agarové vrstveé se rozliSuji kolonie: povrchové, vnitini a polovnitini (Obr.2). Kazda tato
kolonie ma jiny tvar. Povrchové kolonie maji kruhovité obrysy, jsou Siroké a pulkulaté.
Vnitini kolonie byvaji malé a ¢oCkovité a polovnitini kolonie byvaji ¢oCkovité, trojramenné
nebo Ctyframenné. Tyto utvary polovnitinich kolonii vznikaji tak, Ze se kolonie §ifi po
puklindch agaru. Pukliny tu vytvoii kolonie svoji rozpinavosti, kdyZ roste v nejvétsi blizkosti
povrchu. U nékterych anaerobnich kultur jsou Casté uzké, vysoké, rohovité kolonie (napft. S.

cerevisiae). [7, 10, 11]
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Obr. 2: Typy kolonii: a - povrchové,b - vnirtni, ¢ - polovnirni [11]

Povrch kolonie muze byt hladky, hladky s vyvySenym stfedem, tzv. kupolou, nebo
kraterovy s prohlubeninou ve stfedu povrchu, pfip. pokréeny s pravidelnym radidlnim nebo
koncentrickym (soustfednym) €lenénim. (Obr. 3) [7, 10]
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Obr. 3: Povrchy kolonii: a - hladky, plochy, b - hladky s vyvysSenym stiedem, c - hladky,
krdterovity, d - plochy, e - drsny krdterovity, f - vysoky, drsny, kuceravy, g - rozsirené ploché,
hladké nebo moucné, h - korinkovité [12]

Okraj kolonii muze byt celistvy, lalokovity, pilkovy, ¢ipovity, vinity nebo kofinkovity,
pokud ma zfeteln€é vyvinuté pseudomycelium. Kolonie s hladkymi a pokréenymi sektory
vznikaji tehdy, kdyz je kultura schopna vytvéaret hladké nebo drsné kolonie. (Obr. 4) [7, 10]
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Obr. 4: Okraje kolonii:
a - rovny, uceleny, b - lalocnaty, c - pilovity, d - cipovity, e - koFinkovity [12]

2.1.3 Cytologie kvasinek

Pro kvasinky je charakteristickd struktura eukaryotické burky. Jeji povrch je obklopeny
silnou bunécnou sténou, pod kterou se nachdzi cytoplazmatickd membrina uzavirajici
cytoplazmu s riznymi strukturami, které se v ni nachdzeji. Jsou to jadro, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum, vakuoly, ribozémy, protoplasty a Golgiho aparit. Kromeé
membranovych tdtvart se v cytoplazmé kvasinek nachazeji i zfetelnd zrniCka zasobnich latek,
napf. volutinu (polymetafosfat), glykogenu nebo u nékterych druht i tuk (napf. u rodu
Rhodotorula). (Obr. 5) [7, 8, 13]
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Obr. 5: Schéma priifezu buniky kvasinky:
1 - bunécnd sténa, 2 - jizva zrodu, 3 - cytoplazmatickd membrdna, 4 - jddro, 5 - jadernd
membrdna, 6 - vakuola, 7 - endoplazmatické retikulum, 8 - mitochondrie, 9 - glykogen,
10 - polymetafosfdt (volutin), 11 - lipidy, 12 - Golgiho apardt [14]

2.1.3.1 Bunécnd sténa

Buné&Cnd sténa kvasinek ma silnou a pevnou strukturu, kterd ddvé buiice charakteristicky
tvar a chrani ji pfed mechanickymi vlivy a osmotickym Sokem. Permeabilita neboli
propustnost zavisi na charakteru kvasinkové builkky a mé na ni vliv nejen tvorba substratu a
ptitomnost iont drasliku nebo sodiku, ale i oxida¢né-reduk¢ni procesy.
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Hlavni sloZkou bunécné stény kvasinek jsou polysacharidy, které ptedstavuji az 80 %
suSiny stény. Polysacharidy maji strukturu vldken, kterd tvoii hustou splet, vyplnénou
bilkovinami, které pfedstavuji 6-10 % suSiny stény. Ve sténé kvasinek je také pfitomno malé
mnozstvi lipida a fosfolipida (3-10 %). Stény obsahuji také fosforeCnany vazané esterovymi
vazbami na polysacharidy, které ddvaji buitkdm kvasinek negativni naboj.

Na povrchu stény kvasinek jsou patrné jizvy po pucleni, které se v elektronovém
mikroskopu jevi jako mirné vyvysené prstence. Na jednom p6lu kazdé buriky mizeme spatfit

vvvvv

Této jizve se fikd jizva zrodu. [8, 14]

2.1.3.2 Cytoplazmatickda membrdna

Cytoplazmatickd membrana ohrani¢uje celou builku a ma tfi hlavni funkce. Tvoii
elasticky obal a ochrannou bariéru na povrchu buiiky, kontroluje vstup a vystup litek do
buriky a z buiiky a je mistem, kde se odehrava biosyntéza nékterych komponentii bunééné
stény a vné&jSich obald. Je pomérné tenka, slozend z lipidi a protein a vytvaii Cetné
vychlipeniny vybihajici do cytoplazmy. Je voln€ propustnd pouze pro malé molekuly bez
ndboje, a tvofi proto osmotické rozhrani mezi builkkou a vné&jSim prostfedim. Membréina
obsahuje né€které hydrolytické enzymy a enzymy souvisejici se syntézou sloZek bunécné stény
(napf. glukansyntasu). Neprobihaji zde oxidacni procesy. Cytoplazmatickd membrdna m4
silnou aktivitu ATP4zy, coZ se projevi i na nitrobunénych membrandch. [7, 14]

2.1.3.3 Cytoplazma

Cytoplazma kvasinek obsahuje systém dvojitych membrin, které se podobné& jako u
rostlin a zivoCichii nazyva endoplazmatické retikulum. Obé tyto membrany maji pomérné
velké pory a vzhledoveé pripominaji membranu jadra. Na vné&jSim povrchu obou membrén jsou
Cetna zrniCka polynomu, tj. agregati ribozomu, vnichZz se syntetizuji bilkoviny.
Endoplazmatické retikulum tvofi v burice rizné nadobky a oddéleni, obsahujici rizné enzymy
arezervni latky. [7, 14]

2.1.3.4 Mitochondrie

Mitochondrie (Obr. 6) jsou pifitomné v cytoplazmé kvasinek a jsou to strukturdlni dtvary
velmi rozmanitého tvaru (kulovité, valcovité az vlaknité nebo laloCnaté). Mitochondrie téze
buiikky se obycCejné li§i tvarem 1 velikosti. Jsou obklopeny dv€éma membrdnami - vné&jsi a
vnitini. Vné&jSi membrdna ma bradavi¢naty povrch a vnitini membrdna tvoii hluboké
vchlipeniny smérem dovnitf mitochondrie, kterym se fika kristy.

Mitochondrie jsou slozeny z bilkovin, lipidd a fosfolipidi. Obsahuji také RNA a malé
mnozstvi DNA, kterd je nositelem mimojaderné deédicnosti kvasinek. Jsou také sidlem
dychacich enzymt a systému oxidacni fosforylace. V mitochodriich probiha i syntéza
nekterych mitochondridlnich bilkovin, proto jsou zde pfitomny také tRNA, mRNA a
ribozémy. [14]
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Obr. 6: Prirez organely mitochondrie [15]

2.1.3.5 Ribozomy

Ribozomy jsou globularni organely v primeéru 20 — 30 nm velké, sloZené z malé a velké
podjednotky. Ribozémy mohou byt volné nebo vdzané na membrany endoplasmatického
retikula. Bilkoviny tvoii pfevdzne 57 % hmot. ribozému a pomér bilkovin a RNA v nich neni
jednotny. [7]

2.1.3.6 Vakuola

Vakuola je velmi ndpadna a dulezitd organela v burikach kvasinek. Je to vétSinou kulovity
utvar obklopeny jednoduchou membranou, kterd Casto vysila uzké vybeézky do cytoplazmy.
NejcCasté&ji byva v buiice jedna velkd (pokud je buiika zrald klidovd) a né€kolik malych (u
mladych nebo pucicich bunék). Ve vakuoldch se nachdzeji enzymy hydroldzy, vétSina
protedz, ribonukledzy, estrdzy. Tyto enzymy rozklddaji funk&n€ naruSené organely, napf.
mitochondrie. Vakuoly obsahuji také polyfosfaty a velkou zdsobu draselnych iontd,
aminokyselin a purint. Jsou tedy rezervodrem latek, které se zrovna neucastni metabolismu.
[7, 14]

2.1.3.7 Golgiho apardt

Golgiho apardt je dalSim membrdnovym utvarem v cytoplazmé a nachdzi se pouze
v eukaryotickych bunikdch. M4 tvar plochého méchyrku nebo nékolika propojenych plochych
méchyik nebo cisteren uloZenych rovnobézné vedle sebe. Predpoklddanou funkci Golgiho
aparatu je transport prekurzori bunécné stény zcytoplazmy pies cytoplazmatickou
membranu. [7, 14]

2.1.3.8 Jddro

Buné&né jadro je kulatd aZ laloCnatd organela nachdazejici se ve stfedu buiiky nebo ulozené
excentricky. Je od cytoplazmy oddé€leno dvojitou jadernou membrdnou s velkymi pory.
Rozliseni chromozom v jadie kvasinek je i pomoci elektronové mikroskopie velmi obtizné.
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PoCet chromozomi je proto odvozovan zvysledkd genetickych studii. U nejlépe
prostudované kvasinky (Saccharomaces cerevisiae) bylo az dosud zjisténo 16 chromozomu
v haploidnim jadre.

V jédru kvasinek je také jadérko srpkovitého tvaru, které je uloZené t&€sné pod jadernou
membrinou. Déle je zde zfetelné polové télisko vieténka, které ma tvar disku a vychazeji
zn¢j vldkna zvand mikrotubuly. Mikrotubuly jsou sloZeny z bilkoviny tubulinu a spolu
s téliskem hraji daleZitou roli pti déleni jadra béhem rozmnozovani bunék. [7, 14]

2.1.4 RozmnozZovani kvasinek

Kvasinky rostou prevazné v koloniich z jednotlivych bunék s primérem 5-10 um. Mnozi
se vegetativné pucenim a pohlavné tvorbou askospor. Mnohé kvasinky jsou schopné tvorit
septované mycelium, pseudomycelium nebo klickové hyfy. Mohou se také od matetské
buriky oddélit.

2.1.4.1 Pohlavni rozmnozovdni

Pohlavni rozmnoZovéni (Obr. 7) je zndmé u kvasinek fadicich se do skupin Askomycetes a
Basidiomycetes souhrnné nazyvanymi jako teleomorfni kvasinky. Pfi pohlavnim
rozmnozovani vznikne po redukénim déleni z diploidni bunky askus s haploidnimi
askosporami. Askospory (gamety) potom kopuluji, ¢imz po karyogamii vznikne diploidni
zygota a z ni askus nebo basidium. V asku se vytvaii askospory (endospory) a na basidiu
basidiospory (exospory). Aby cely tento proces mohl prob&hnout, musi nejprve vzniknout
pohlavni aglutinace buné&k, kterd nastdvd pfi smichdni dvou kultur kvasinek opozitnich

parovacich typu. [5, 7]

Obr. 7: Schéma cyklu bunécného déleni Saccharomyces cerevisiae:
S - syntéza DNA, M - mitoza, G1 - v bufice je jeden genom, G2 - burtka obsahuje zdvojeny
genom, a - klidovd burika, b - zdvojeni poldrniho téliska, c - syntéza DNA, vznik malého
pupenu, d - separace poldrnich télisek a vznik vieténka, e, f - migrace jddra do pupenu a
déleni jadra (mitoza), g - vznik dvou samostatnych jader, oddéleni obou bunék [14]
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2.1.4.2 Vegetativni rozmnoZovdni

Vétsina rodll kvasinek se vegetativné rozmnozuje pucenim. Pfi puceni je vznikajici mald
dcefind builka - pupen - spojena kandlkem s matefskou buiikou (Obr. 8). Pfed pucenim
dochdzi ke splyvani blan endoplazmatického retikula a pak k jeho déleni. Dale dochdzi také
k opakovanému déleni vakuol a ke zméné€ tvaru mitochondrii v dlouze protdhlé. Po pocitku
tvorby pupenu do ného vstupuji drobné vakuoly a mitochondtie. Soucasné zaCne mitotické
de€leni jadra a jeho migrace k pupenu. S jadrem prechdzeji do nové vytvoreného pupenu také
dals§i slozky cytoplazmy. Pak se cytoplazmatickou membrdnou uzavie kandlek mezi
matefskou a dcefinou bufikou a vpupenu se intenzivné syntetizuje a rozSifuje
endoplazmatické retikulum. Po vytvofeni bunécné st€ny mezi matetskou a dcefinou buiikou,
vzrustu velikosti pupenu a spojeni drobnych vakuol ve vakuolu jedinou je puéeni ukonceno.
[7, 8, 14]

Obr. 8: Schéma prurezu pucici buriky kvasinky:
1 - bunécnd sténa, 2 - jizva, 3 - cytoplazmatickd membrdna, 4 - jadro, 5 - jadernd membrdna s
pory, 6 - vakuola, 7 - endoplazmatické retikulum, 8 - mitochondrie, 9 - Golgiho aparadt,
10 - glykogen, 11 - polymetafosfat (volutin), 12 - lipidy [11]

2.1.5 Potravinarsky vyznamné kvasinky

2.1.5.1 Rod Saccharomycodes

Tento rod se rozmnoZuje bipolarnim pucenim na tzv. Siroké zdkladné, kdy pupen budouci
kvasinky je spojen s matetskou burkou Sirokym krékem a kvasinky mohou pucet na obou
koncich buriky 1 ve stejnou dobu. Po puceni se na krcku tvoii prepdzka pfipominajici déleni
bunék. Pfi pohlavnim rozmnoZovéani se vytvéii asky se 4 kulovitymi sporami, které se po
vykli€eni ihned spojuji, proto u nich nelze hovofit o haploidni vegetativni f4zi. N€kdy se
stane, Ze spolu kopuluji jesté ve viecku. Buniky této kvasinky jsou dlouhé a maji citrénovity
az paliCkovity tvar. Rod Saccharomycodes (Obr. 9) zkvaSuje sachar6zu a neutilizuje nitrat. [5,
16]

Druh Saccharomycodes Hansen vytvaii velké diploidni citrénkovité apikuldtni (na
koncich maji maly vybézek) nebo prodlouZené burky, které se rozmnoZuji vegetativné
holoblastickym pribéZnym pucenim. Spdry jsou kulaté s hladkou sténou a nékdy na nich
muZeme pozorovat kratky lem. V kapalném prostied{ se tvoii usazenina a prstenec. [6, 17]
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Obr. 9: Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Schizosaccharomyces ludwigii [18]

2.1.5.2 Rod Hanseniaspora

Rod Hanseniaspora zkvasuje sacharidy (gluk6zu) a d€astni se rozkvaSovani mostu. Buiiky
jsou malé, citrénovité, apikulétni, ovdlné aZ protaZené, puci holoblasticky (puceni se tcastni
vSechny vrstvy bunéfné st€ény mateiské buiky). Zpravidla se vytvaii dobfe vyvinuté
pseudomycelium, jen nékdy rudimentarni (zdrode¢né) pseudomycelium. [5, 6, 17]

- kloboukovité nebo helmovité - 2-4 v asku, které se ve zralosti z askt uvolfiuji
- kulaté s hladkou nebo bradavi¢natou sténou a ekvatoridlnim lemem
- kulaté s bradavicnatou sténou.

Kulaté askospory se ve zralosti z askd neuvoliuji. [6]

2.1.5.3 Rod Saccharomyces

Rod Saccharomyces (Obr. 10) patii k nejzndméjSim a nejprozkoumanéjsim kvasinkam.
Jejich buiiky maji kulaty, elipsoidni nebo cylindricky tvar. Kvasinky se rozmnoZuji
vegetativnim multilaterdlnim (mnohostrannym) pucenim a vegetativni stadium je aZ na
vyjimky diploidni. Mezi buiikami dochdzi také ke konjugaci, jejimz vysledkem je tvorba spor
s hladkym povrchem v poctu 1-4 v jednom viecku. Rod mize také tvorit pseudomycelium.
Tyto kvasinky zkvaSuji sacharidy, nevytvaii amyl6zovou substanci a neutilizuji nitrét. [5, 6,
16] Do konce 19. stoleti bylo popsano mnoho druh@i rodu Saccharomyces, které vsak
z dne$niho hlediska nevyhovovaly pozadavkim na druh a spiSe by se definovaly jako
subspecie (variety). [16]
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Obr. 10: Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae [19]

2.1.5.4 Rod Pichia

Buiiky rodu Pichia jsou kulaté, elipsoidni, protdhnuté a n€kdy mohou byt i zahrocené, ale
nejsou ogivdlni. Kvasinky se rozmnoZuji pohlavnim multilaterdlnim pucenim, pficemz
nekteré druhy mohou tvofit artrokonidie a mohou se také vyskytovat pseudohyfy a
v omezeném mnoZzstvi i pravé hyfy. V ascich se vytvaii 1-4 askospéry, které jsou
kloboukovité, pulkulaté, kulaté s hladkou sténou i saturnovité. Asky se vSeobecné
vyprazdiuji, ale mohou i pretrvdvat. Kvasinky rodu Pichia taktéZ mohou zkvaSovat
sacharidy. Tyto kvasinky mohou kontaminovat pivo, vino, ovocné $§tavy, vyrobky studené
kuchyné i1 kysané zeli, kdy se na povrchu tekutin tvofi vzlinava blanka zvand kiis, pokozka
nebo mazdra. [5, 6, 16]

2.1.5.5 Rod Kluyveromyces

Druhy rodu Kluyveromyces (Obr. 11) se puvodné zatazovaly do rodu Saccharomyces.
PodrobnéjSim zkouménim se vSak dokdzalo, Ze rod Saccharomyces je velmi heterogenni.
Proto se né€které druhy, které se odliSovaly morfologicky a fyziologicky, oddélily do nového
rodu Kluyveromyces. [6]

Do tohoto rodu se zahrnuji druhy s vegetativnimi elipsoidnimi, valeCkovitymi aZ
protdhnutymi burikami, které se rozmnoZuji pucenim. Za urCitych podminek se mohou
v kultufe vyvinout 1 viecka, v nichZ se nachdzeji 1-4 spory, které se po uvolnéni shlukuji.
Patii sem druhy, které jsou schopné zkvaSovat sacharidy. [5, 6, 16]

19



Obr. 11: Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Kluyveromyces marxianus [18]

2.1.5.6 Rod Candida

Rod Candida je velmi rozsdhly a zahrnuje druhy jak Cisté saprofytické, tak i potencidlné
patogenni, které mohou zplsobit mykotickd onemocnéni Clovéka i zvifat. AvSak néekteré
druhy tohoto rodu slouZi k ptipravé krmného drozdi, napt. Candida albicans.

Kvasinky tohoto rodu maji rozmanité tvary buné€k, jako napt. kulaty, elipsovity,
cylindricky, protdhnuty, apikulatni, agovalni, hranaty, lahvovity apod. Rod se rozmnoZuje
multilaterdlnim pucenim a pivodné se vyznacoval tvorbou rudimentarniho, vétveného nebo
diferencovaného pseudomycelia a blastokonidiemi. Druhy rodu Candida mohou vytvéaret
chlamydospdry, ale askospdry, letiospdry, balistokonidie ani artokonidie netvori. Nekteré
druhy zkvasuji sacharidy. [5, 6, 16]

2.1.5.7 Rod Metschnikowia

U téchto kvasinek se vyskytuje multilaterdlni puceni a také tvorba rudimentdrniho
pseudomycelia. Jehlicovité askospory se vyvijeji po 1-2 ve viecku. Buiky rodu
Metschnikowia (Obr. 12) jsou kulaté, elipsoidni, hruskovité, vileckovité i srpkovité. Doposud
bylo vyizolovdno 6 druht kvasinek, které se nachazeji v pudé, ve vodnim prostiedi a jako
parazité na bezobratlych ZivociSich. [6, 16]

Druh Metschnikowia pulcherrima se rozmnozuje pucenim a nekdy tvofi skromné
pseuodomycelium. Cerstvé izoldty této kvasinky &asto tvoii purpurovolervené kolonie
zpusobené barvivem pulcherimin. Druh slabé fermentuje sacharidy a vyskytuje se na ovoci a
v ovocnych $t'dvach. [5]
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Obr. 12: Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Metschnikowia andauensis [20]

2.1.5.8 Rod Zygosaccharomyces

ev s

Tento rod je nejvyznamnéjSim zastupcem osmotolerantnich kvasinek. Morfologicky jsou
podobné rodu Saccharomyces. Vegetativni bufiky se rozmnoZzuji multilaterdlnim pucenim,
jsou kulaté, elipsoidni nebo cylindrické. Rod muze tvofit pseudomycelium, ale pravé hyfy
netvofi. Mezi jednotlivymi buinikami téchto kvasinek nastdvd konjugace nebo somatogamni
autogamie. Vzniklé askospory jsou hladké, kulaté nebo mirné€ elipsoidni, po 1-4 v asku, které
pretrvavaji. Kvasinky zkvasuji sacharidy, ale netvofi amyl6zovou substanci. [5, 6]

2.1.5.9 Rod Rhodotorula

Rod (Obr. 13) patii mezi kvasinky, které nezkvaSuji Zadny cukr. Maji znacn€ vyvinuty
pentézovy cyklus k vyuzivani glukézy, tedy na jeji pfimou oxidaci. Kvasinky maji oranZzovou
az Cervenou barvu, protoZze obsahuji karotenoidni barviva. Tyto barviva je chrdni pted
uCinkem ultrafialové slozky slunecniho zafeni, proto se mohou ve ve&tSim mnoZstvi
vyskytovat v ovzdusi. Ddle se mohou vyskytovat napft. na kizi ¢lovéka a zvitat, ve vlasech, na
povrchu i uvnitf potravin. Ve viné mohou n€kdy tvofit sliz a v kapalnych substritech
nejcastéji sedimentuji a tvoii prstence. Buiiky kvasinek maji kulovity az kratce ovalny tvar a
jejich velikost je asi 2-5 um. Na sladinovém agaru vyrustaji v rizovych az Cervenych
koloniich, které jsou vyklenuté, lesklé, hladké, slizovité. [5, 16, 21]
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Obr. 13: Mikroskopicky snimek kvasinky druhu Rhodotorula glutinis [19]

2.1.5.10 Rod Schizosaccharomyces

Rod Schizosaccharomyces je jedinym rodem, ktery se rozmnozuje piehrddecnym délenim
jako bakterie. Buiiky této kvasinky se vyznacuji obdélnikovymi tvary, netvoii mycelium, ale
charakteristickd je tvorba askospor (1-8 vasku). Jde tedy o askosporogenni kvasinky.
Vyznacuji se silnou fermentacni schopnosti. Vyskytuji se v marmelddach, melase, hroznové
stave apod. [5, 16]

Druh Schizosaccharomyces pombe se rozmnoZuje schizotomnim rozpadem na 4-8
dcefinnych bung€k. Tento druh se pouZzival jako modelovy mikroorganismus pro genetické
studie. Pomoci této kvasinky se také muzZe biologickou cestou stanovit inositol a vitaminy
skupiny B. PouZiti nachdzi také ve vinafstvi, a to k odkyselovéni vin, protoZe dovede vyuzivat
piitomnou kyselinu jable¢nou a vinnou. [16]

2.1.6 Fermentacni procesy
2.1.6.1 Alkoholovd fermentace

Alkoholového kvaseni se vyuZivd pfedev§Sim ve vinafstvi, pivovarnictvi, lihovarnictvi a
pekartstvi. Puvodci tohoto kvaseni jsou predevsim kvasinky rodd Saccharomyces a Torula,
nekteré druhy mikroskopickych hub (rod Mucor) a ojedinélé druhy bakterii.

Hlavnim plavodcem alkoholového kvaSeni ovocnych §tdv jsou pravé kvasinky
Saccharomyces ellipsoideus, které energeticky zkvaSuji glukézu, fruktézu, sacharézu a
maltézu. Pfi alkoholovém kvaseni vznikaji z jedné molekuly hex6zy dvé molekuly ethanolu a
dveé molekuly CO, za soucasného vzniku energie (2 ATP). Na zacatku kvaseni, kdyZ je jesté
v prostredi nedostatek acetaldehydu, vznikd urcité mnoZzstvi glycerolu.

C6H1206 — 2 CH3CH20H + 2 C02
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Pii primyslovém alkoholovém kvaseni vznikaji kromé ethanolu a malého mnozstvi
glycerolu jesté dalsi vedlejsi produkty, které se vyskytuji v pomérne nizkych koncentracich,
ale maji velmi velky technologicky vyznam. Pfedev§im jsou to vyS$si jednosytné alkoholy
(propanol, butanol, pentanol), které vznikaji z aminokyselin odumfelych kvasinkovych bun&k
(priboudliny). Po dobu kvaseni, ale hlavné po dobu zrani hotovych alkoholickych napoja
vznikaji estery, které jsou nezadouci v pivovarnictvi, ale ve vinafstvi maji pozitivni vyznam -
tvoii buket vina. Z pyruvétu, ktery vznikd v procesu glykolyzy, se pfi alkoholovém kvaSeni
tvoif malé mnozstvi dalSich fermentacnich produktt, které uz v malém mnoZstvi nepiiznive
ovliviiuji chut hotového vyrobku. Jde predev§Sim o biacetyl, ktery vznikd kondenzaci
acetaldehydu s pyruvitem na acetylmlé¢nou kyselinu a potom jeho samovolnym oxidacnim
rozkladem. [22, 23, 24, 25]

2.1.6.2 Spontdnni fermentace

Pfi spontdnnim kvaSeni se do moStu kromé¢ sifeni nijak nezasahuje. Spontdnni kvaSeni
muZe probihat jen v moStech ze zdravych hroznt. Dulezitym Cinitelem je dostate¢né mnoZstvi
kulturnich kvasinek, pokud by se totiz hrozny sbiraly za deSté nebo po ném, spontdnni
kvaseni by probihalo pomalu a obtizng€. Pokud jsou hrozny zdravé a vylisovany most obsahuje
potiebné mnoZstvi kulturnich kvasinek, probihd spontdnni kvaSeni i v moStech s vysokym
obsahem cukru.

Spontdnni kvasny proces zahajuji vzdy apikulédtni kvasinky (Kloeckera apiculata), které
zkvaSuji glukézu a fruktézu. Ve zkvaSovaném mostu jich je aZ 90 % a vino dokézi zkvasit aZ
na 5-6 obj. % ethanolu. Kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae, které potlacuji apikulatni
kvasinky pfi koncentraci ethanolu 3 obj. %, jsou vice odolné vuci ethanolu a rozmnoZuji se a
kvasi 1 pfi nedostatku kysliku.

Mosty z nezdravych hroznll jsou nachylné predevsim na nezddouci mlé¢né, manitové
nebo octové kvaseni. Je to zpusobeno tim, Ze apikulatni kvasinky prokvasi vino do max.
5 obj. % ethanolu a potom jejich €innost ustane. Pokud je v moStu mélo kulturnich kvasinek
(Saccharomyces cerevisiae), most ddle nekvasi a zaCinaji pusobit bakterie mlééného nebo
octového kvasent, které tento proces znehodnoti. [22, 26, 27]

2.2 Vinafrstvi
Vinafstvi je potravindfské vyrobni odvétvi zabyvajici se zpracovdnim vinné révy.
Technologicky navazuje na vinohradnictvi, obor rostlinné zeméde€lské vyroby, které se
zabyva péstovanim stolnich odrad révy vinné, urenych k piimé spotiebé a mostovych odrad
révy vinné, urenych k vyrobe hroznovych vin. [28]
Podle odrud se vino rozdé€luje do tif jakostnich tiid. [8]
I.A tfida - patii sem vybérové odridy hroznu, jako Burgundské bilé, Burgundské Sedé,
Burgundské modré, Muskat otonel, Muskat Zluty, Ryzlink rynsky, Tramin,
Sauvignon, Semillon a v tokajské oblasti Furmint a Lihovina.
I.B tiida - obsahuje velmi kvalitni a rozsifené odrudy, které se péstuji ve velkych
mnozstvich, jako Ryzlink vlaSsky, Veltlinské zelené, Sylvanské zelené,
Sylvanské ¢ervené, Neuburské, Miiller-Thurgau, a z modrych odrid Frankovka a
Svatovaviinecké.
IL. tfida - zahrnuje odridy Veltlinské Cervenobilé, Veltlinské Cervené, Bouvierav hrozen,
Cabatiskd perla, Ezerjé a Medovec.
III. tfida - zahrnuje odrudy, které se predavaji jako stolové hrozny, napt. Chrupka
(uSlechtilé), Bratislavské bilé, Irsay, Olivek, Kadarka bild a Cervend. [8, 28]
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2.2.1 Hrozny vinné révy

Hrozny vinné révy se sklddaji z tfapin se stopkami, které tvoifi hlavni nosnou kostru
hroznu a z bobuli rizné velikosti, barvy a tvaru. Bobule tvofici pfes 95 % hmotnosti hroznu se
skladaji z duzniny, semen a slupek. Ttapina tvoii 3 - 4 % hmotnosti hrozni. Pfed dosazenim
optimdlni technologické zralosti je zelend, pak dievnati a hnédne. Ze zelené nevyzrilé tfapiny
se do moStu mohou uvolfiovat tfisloviny a chlorofyl, které mohou poskodit senzorické
vlastnosti vina. Nejdulezitéjsi chemickou slozkou bobuli hroznd jsou cukry a organické
kyseliny. Obsah cukru se pohybuje od 10 do 24 % a je zavisly nejen na odrudé (kultivaru), ale
i na klimatickych a pidnich podminkach daného ro¢niku a jeho zralosti. Pfitomny cukr je
tvofen pievazné z glukosy a fruktosy ve stejném mnoZzstvi. Z organickych kyselin prevlada
v duzniné hrozni kyselina vinnd, dale kyselina jablecnd a kyselina citrénovad. Dal$imi
chemickymi slozkami hrozna jsou tfisloviny, tuky, dusikaté latky, mineralni latky a
aromatické latky. Chemické sloZeni a chutové vlastnosti hrozni a zejména duzniny maji
rozhodujici vliv na kvalitu vyrabéného vina. [28, 29]

2.2.2 Technologické kroky vyroby bilého vina
2.2.2.1 Prejimka hroznu

Sklizené hrozny se dopravuji do zpracovatelskych zavodia k piejimce hroznd v raznych
obalech (pfepravky, kadé, sudy, nakladni vozy) podle mistnich zvyklosti. Pfi skladce hrozna
se zjiSt'uje hmotnost. [28]

Dale se pfi pfejimce stanovuje prumérna cukernatost a jakost podle zdravotniho stavu
odridy a obsahu cukru. K zjiStovani cukernatosti slouzi specidlni moStoméry. V
automatizovanych linkdch se cukernatost zjistuje zpravidla refraktometricky. [28, 30]

2.2.2.2 Ziskdvdni mostu z hrozni

K ziskani kvalitniho Cistého mostu pozadované jakosti se hrozny zpracovavaji riznymi
operacemi, jako je mlynkovani, odzriiovani, scezovani a lisovdni. Mlynkovani slouzi k
rozdrceni bobuli a provzdusnéni drté. D¢l4 se riiznymi typy mlynkd - valcovymi, bubnovymi,
kladivkovymi a odstfedivymi. Nejrozsitené€jsi jsou vdlcové mlynky. Pii pouZiti nékterych
typl odzriiovadl a lisG se mlynkovani nemusi dé&lat. Cim Iépe se bobule rozdrti, tim je vy3§i
vytézek mostu. Rozemleté hrozny s tfapinami nebo i po odzrnéni se nazyvaji rmut. [30]

Odzriiovani - slouZi k odstranéni tfapin z rmutu, aby do moStu neptechdzely nezddouci

latky. Odzriiovani se déla na riznych typech vystiracich i
odstfedivkovych odzriiovact, v nichz se v perforovaném vélci zachycuji
trapiny, kdeZto rmut jim protékd do sbé€rné nddrze. Stroje, které umoziuji
mlynkovéni a odzriiovdni najednou se nazyvaji mlynkoodzriiovale, téZ
agrapumpy nebo fulograpy. [30]

Scezovéni - mize byt samostatnou technologickou operaci nebo je soucasti lisovaciho
procesu. Slouzi k oddéleni nejkvalitnéjs$i Casti moStu, kterd se nazyva
samotok. Provadi se ihned po pfedchozi operaci, aby se predesSlo okysli¢eni
mostu a jeho obohaceni tfislovinami vyluhujicimi se z tfapin.

Lisovini - ma za ucel oddéleni stdvy, kterd byla uvolnéna z bunék predchozimi

technologickymi operacemi. PouZivaji se periodické 1 kontinudlni lisy,
hydraulické i pneumatické lisy. U periodickych lisi se po naplnéni nasypného
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prostoru lisuje rmut hydraulickym nebo Sroubovym tlaCnym zafizenim.
Vylisovany most vytékd z lisu do nddrze (Obr. 14). Lisuje se pozvolna s
obCasnym pieruSenim, aby vytéZek moStu byl co nejvétsi. Pii pouziti
vysokovykonnych kontinudlnich lisi se do moStu muze dostat nasledkem
vétsiho tlaku vice necistot, coZ snizuje kvalitu vina. Rmut ze svétlych hrozna
pro vyrobu bilého vina se lisuje ihned. Pfi zpracovani siln€ aromatickych
svétlych i pfi zpracovani modrych hrozna a pfi vyrobé Cervenych vin se pred
lisovanim rmut nakvasuje. Bilé odridy se nakvasuji obvykle 1 den, Cervené
odridy 4 - 14 dni podle pozadovaného charakteru vyrabéného vina. NejcCastéji
se nakvasuje pfi teploté 20 - 25 °C v zavislosti na zpracovavané odrade. U
modernich vyrobnich linek se nakvaSuje kontinudlné¢ pod tlakem oxidu
uhli¢itého. [28, 30]

Obr. 14: Lisovdni rmutu

2.2.2.3 Uprava mostu

K dosaZeni optimdlni kvality moStu je tfeba most ziskany lisovanim dodatecné€ upravovat.
V praxi se provadi odkalovani, provzduSiovéni, sifeni, odkyselovani, okyselovani a dprava
cukernatosti mostu. [28, 30]
Odkalovéni - slouzi k oddéleni hrubych kalii a necistot, s nimiZ se Caste¢né strhavaji i
kontaminujici mikroorganismy. [28, 30]

Provzdusiiovani - se déla u zdravych mosti skladovanych v nepropustnych tancich a
nadrzich. Prosyceni mostu kyslikem je nezbytnym predpokladem dobré
¢innosti kvasinek.

Siteni - slouzi k ochrané mosta pred bakteridlni a plisfiovou kontaminaci, pfed oxidaci a
pfed jinymi vadami. Sifi se oxidem sifiCitym ddvkou 25 - 50 mg/l. V praxi se sifi
vSechny mosty, aby se pfedeSlo chorobdm a vaddm vina. Oxid sifiCity potlacuje
¢innost nezadoucich mikroorganismii, zejména bakterii a divokych kvasinek a
souCasn¢ priznivé ovliviiuje senzoricky charakter ndsledného vina podporou
tvorby glycerolu. [28, 30]

25



Odkyselovani - ma za dcel sniZeni kyselosti mosta s nizkym obsahem cukru. Odkyseluje
se bud’ Cistym vapencem, ktery vaze kyselinu vinnou, nebo pratokem
pres vrstvu anexu, popi. miSenim kyselych mostd s méné kyselymi. [28,
30]
Okyselovéni - se provadi u mosti s nizkym obsahem kyselin. Pridava se kyselina vinnd v
mnoZzstvi 1 - 2 g/l tak, aby celkovd kyselost byla 7 - 8 g/l.

Uprava cukernatosti - pokud mosty obsahuji mélo cukru a hodn& kyselin, upravuje se
cukernatost. Pfi upravé cukernatosti je tfeba postupovat opatrng,
aby se pfiliSnym piislazenim nezménil odrudovy charakter vina.
[28, 30]

2.2.2.4 KvaSeni mostu

Biochemické procesy, které probihaji v moStu a ve vin€é, mohou byt aerobni nebo
anaerobni. K aerobnim pfeménam cukru a ddle kyseliny pyrohroznové patii dychani kvasinek.
Anaerobnim kvasSenim je alkoholové kvaSeni, pfi kterém se jednoduché cukry méni na ethanol
a oxid uhliCity. Po dobu kvasného procesu se bilkoviny ve viné rozkladaji pasobenim
proteolytickych enzymu a vzniklé aminokyseliny se deaminuji. [23]

Kvasinky nejlépe kvasi pfi 20 - 30°C. Z hlediska tniku vonnych litek z vina jsou tyto
teploty nevhodné a méli bychom fidit kvasny proces tak, aby teplota moStu nepfestoupila
20°C. Toho dosdhneme vétranim kvasirny v noci, odkalenim a pfistfenim moStu a aktivnim
chlazenim kvasiciho mostu. [29]

Ve vinafstvi se pouZzivaji kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae (synonyma
Saccharomyces vini, Saccharomyces ellipsoideus), které maji vys$i toleranci k ethanolu.
Drive se vyuzivalo predevsim spontanni kvaseni zptusobené kvasinkami ulpénymi na povrchu
hroznti. Dnes se pouZiva i Cisté, neboli fizené kvaseni. [28, 30, 31]

Zékvas se pripravuje v mnozstvi 1 % veSkerého moStu namnoZzenim vhodné kultury
vinnych kvasinek v malém podilu sterilnfho moStu. Siln€ sifené moSty se zakvaSuji
kvasinkami adaptovanymi na oxid sifi¢ity. KvaSeni probihd ve vertikdlnich ¢i horizont4lnich
tancich a ma tfi faze (Obr. 5.).

1. Zacatek kvaSeni - je charakteristicky pozvolnym rozmnoZovdnim kvasinek, pomalym

zaCatkem prokvasovani cukrii mostu a trva 2 - 3 dny.

2.Bouflivé kvaSeni - nastdvé treti az Ctvrty den a projevuje se vyvinem tepla, zvySenim

teploty az nad 25 °C a uvoliiovdnim oxidu uhli€itého, ktery strhdava
i aromatické a t€kavé buketni litky. V této fazi kvaSeni se musi
regulovat teplota v rozmezi 15 - 18 °C a u chladnomilnych kultur
kvasinek v rozmezi 10 - 12 °C. Bouilivé kvaSeni trva nékolik dnt
az tydnu. Kvaseni pfi niZSich teplotach trva déle, ale vyrobena vina
jsou kvalitnéjsi.

3. DokvaSovédni - je posledni fize kvaSeni, kterd nastivd po poklesu obsahu cukru na
2-5g¢g/latrvd 1 - 2 mésice, nékdy i ptl roku. Cinnost kvasinek se
postupné omezuje, aZz zcela ustane. Po ukonceni kvaSeni a zastaveni
vyvinu oxidu uhli¢itého za¢nou kvasinky sedimentovat na dno tanku a
usazuji se i kaly. Vino se pozvolna samovoln& &isti. Cidténi vina lze
urychlit Cifenim. Dokvasené vino se odd€luje od sedimentu kalti a
kvasinek sta¢enim do Cistych zasifenych kvasnych tanka (Obr. 15). Pri
prvnim stidfeni se vino obvykle provzduSni a nastane dal§i vysrdzeni
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kald, predevsim tiislobilkovinnych. Proto se po 6 - 8 tydnech vino staci
znovu. Vino po ukonceni kvaseni se nazyva mladé vino [28, 30, 32]

Obr. 15: Nerezové tanky pro kvaseni mostu

2.2.2.5 Dokvasovdni vina

Po skonfeni alkoholového kvaSeni a biologického odbourdvani kyselin zacind dalSi
vyznamnd etapa vyvoje vin - vytvéreni €ili formovani vina. Dobihaji intenzivni biochemické
zmeény kvaSeni, zvySuje se pH vina, protoZe kon¢i redukéni Cinnost kvasinek. Oxid uhlicity,
ktery se jiz tvoii jen v malém mnoZzstvi, nestaci vino chranit pfed vniknutim vzduchu zvenci.
Je proto nutné vino dolévat az po zétku a po doliti uzavifit.

Cim vice se zachovaji reduké&ni vlastnosti vina, tim je jeho celkovy charakter a senzorické
vlastnosti kvalitn€jSi. DalSi oSetfeni vina velmi zdvisi na poZadavcich na koneény produkt.
[29, 32]

2.2.2.6 Ofsetiovadni a skoleni vina

Osetfovani a Skoleni vina vytvari konecné senzorické vlastnosti a celkovy charakter vina.
Mlad4 vina ze severnich oblasti, tedy i od nds, zv1asté v nepfiznivych letech, jsou po ukonceni
hlavniho kvaSeni stdle kyseld, i kdyz se jejich kyselost zmirnila vysrdZenim soli kyseliny
vinné. Podstatné sniZeni kyselosti se vSak dosdhne az po biologickém odbourdni kyselin,
predevsim kyseliny jablecné. Po kvaseni se vino uklada do zasifenych lezackych tank(i nebo
cisteren a ve starych zdvodech do dievénych sudu [28, 30]

Vino zraje lezenim v tancich (Obr. 16). Pfi stalé a nizké teploté v leZackém sklep€ dochédzi
k vytvareni buketu a k harmonickému vyrovnani senzorickych vlastnosti - viiné a chut’ se
zaokrouhluji. Doba zrani zavisi na mnoha faktorech, jako je odrida a ro¢nik vina, teplota,
piistup kysliku, materidl a velikost tanka aj. Bila vina zraji optimalné pul az dva roky. Zranim
a leZenim ziska vino sudovou zralost. [28, 30, 33]
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Obr. 16: Drevény sud na nékolikaleté zrdni vina

Skoleni vina se provadi pted plnénim do lahvi a zahrnuje &ifeni, stabilizaci, pasteraci a
filtraci.

+ Cifeni - provadi se u vina, u kterého neprobéhlo v dostate&né mife samovolnég, a pouZiva
se srazecich prostfedkll (Zelatina, kasein aj.), kterymi se ve viné srazeji pritomné
nebo pfidané tiisloviny, ddle hexakyano-Zeleznatan draselny, ktery srdzi t&zké
kovy za vzniku sraZzeniny berlinské modii, ¢imZ se z vina strhdvaji 1 jemné
koloidni latky (tzv. modré Cifeni).

+ Stabilizace - pouZivaji se adsorpcni prostiedky (bentonit, polyamidy, agar), na néz

koloidni sloZky vina adsorbuji.

- Pasterace - probihd kratkodobym ohfevem na 60 - 70 °C v deskovych pratokovych

vymenicich tepla a ndslednym rychlym ochlazenim.

+ Filtrace - nejCastéji se pouZivaji deskové nebo naplavovaci kfemelinové filtry, obdobné
jako v pivovarnictvi. V modernich vinarskych provozech se zavadi "cross-
flow" filtrace a membranové filtrace. Misto filtri lze pouzit téz
vysokoobratkové kalové odstfedivky. [28, 30]

Po skonceném Skoleni, kdy vino je optimélné€ vyzrdlé a je ukoncen proces tvorby aroma a
chuti vina, coZ vétSinou trvd nejdéle 1 rok, se provadi zaveérecné dpravy hotového vina a poté
se vino plni do lahvi ¢i jinych expedi¢nich obali. Mezi zavére¢né upravy fadime scelovani
vina, dpravu koncentrace zbytkového cukru, ethanolu a kyselin, odkyselovéni ¢i okyselovéani
vina, barveni ¢i odbarvovani vina, alkoholizovani vina a osvéZovani vina. Scelovanim vina se
dosahuje sjednoceni a standardizovani kvality jednotlivych partii podle pozadavkia
na senzorické vlastnosti a obsah nejdulezitéjSich slozek, zejména zbytkového cukru,
koncentrace ethanolu a kyselin. Dodate¢né odkyselovani vina se provadi jejich vysrdZzenim
piidavkem uhlicitanu vapenatého nebo specidlnich smési riznych anorganickych soli.
Dodatecné okyselovani vina lze provést ptidavkem povolenych potravinafskych kyselin
(vinné, citronové, mléCné), sadrovanim Ci fosfatovanim vina. Barveni a odbarvovani vina lze
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u piirodnich vin provadét pouze v ramci technologickych zakrokd. Alkoholizovani vina je
povoleno pouze u dezertnich vin. Osvézovani vin se provadi sycenim vina oxidem uhlicitym.
[28, 30]

2.2.2.7 Stdceni vina

Hlavnim pozadavkem pfi stiCeni vina do obalu je, aby vino bylo dostate¢né vyzralé a
vySkolené, aby nemélo sklon k tvorbé zdkali a nedochdzelo u ného k dodatecnym zménam
senzorickych vlastnosti. U nds se vino staci pfevdzné do sklenénych lahvi. Nékteré druhy vin

se staci do specidlné tvarovanych lahvi a stolni vina se stac¢i do papirovych krabic i PET lahvi.
[30]

2.2.3 Nemoci vina

Nemoci vina zpusobuji piedev§im bakterie a kvasinky, které mohou z vina vyrobit

nepoZivatelny a nepouZitelny patok. Mezi nej€astéjSi nemoci vina patii napt. kiis, octovateni a
mlécné kvaseni. [34]

2.2.3.1 Kris

Kifs patii mezi nejrozsifené€jsi onemocnéni vina a postihuje mladsi vina s niZ§im obsahem
alkoholu. Onemocnéni zpusobuji kozkotvorné kvasinky Candida vini a Pichia
membranifaciens, které na povrchu vina v nedoplnénych nadobéch vytvéreji bily Skraloup. Pfi
zanedbani této hrozby dochdzi k rozkladu kyselin, cukra i buketu a ke vzniku Skodlivych
zplodin. Rozvoj téchto kvasinek se zastavi odstranénim kifsu filtraci a zasifenim vina.
Zabranit vzniku kiisu miZeme vCasnym dolévanim vina do nadob a priibéznou kontrolou
zdravotniho stavu vina. [34, 35]

2.2.3.2 Octovaténi neboli octové kvasSeni

Octovaténi lze povaZzovat za jedno z nejvazné€jSich onemocnéni. Vznikd oxidaci alkohold,
pusobenim bakterii octového kvaseni Acetobacter a neda se z vina odstranit. Vyskytuje se
hlavné u vin, pfi jejichZ vyrobé byly pouZzity nahnilé, naplesnivélé nebo jinak poSkozené
hrozny. Octové bakterie se velmi rychle mnoZzi pfi teplotich nad 30°C, proto je nutné pfi
kvaseni hlidat teplotu. Pokud uZz koctovaténi doSlo, je potfeba vypafit a peclivé
vydesinfikovat i sud, ve kterém k nemoci doslo. [34, 35]

2.2.3.3 Miécéné a manitové kvaseni

Mlécné kvaSeni se objevuje piedevSim u vin s nizkym obsahem kyselin a vysokym
obsahem neprokvaseného zbytkového cukru a vyvoldvaji jej bakterie mlécného kvaSeni.
Bakterie se nejlépe mnoZzi pifi teplotich nad 25°C. Nemocny mo$t nebo vino ma
sladkokyselou chut a pachne po kysaném zeli. Pokud jiZ v moStu nebo ve viné probéhlo
mlécné kvaSeni, je nutné oba roztoky zasifit. Nepfijemné chuti je mozné je zbavit napf.
pfidanim cCerstvého, zdravého moStu nebo cifenim kvasnicemi. Hotové vino je vhodné
pasterizovat a scelit s vinem s vysokym obsahem kyselin a opét zasifit. [34]
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2.24 Odruda Sauvignon

Tato odrida pochazi znejveétsi francouzské vinaiské oblasti Bordeaux a je jednou
z nejrozsitenéjSich odrad. U nds se ve veétsim meéfitku péstuje az od padesatych let a to
nejvice na Moravé. [34]

Odradovy charakter vina se 1isi podle pavodu. U nés je to kvalitni vino Zlutozelené barvy
s vyraznou vuni i chuti s tény po broskvich, ¢erném rybizu, po kopfivach, podle pidnich
podminek a ro¢niku. Sauvignon =z jiznich a zdmofskych zemi je extraktivnim vinem
s intenzivni van{ lisici se od viné nasich Sauvignonu. [35]

Sauvignon patii k ranym odradam, které véas dozravaji a dosahuji vysokou cukernatost.
V ptiznivych vegetacnich podminkdch ho napadd usSlechtila pliseil Botrytis cinerea, kterd mu
pridava specifickou charakteristickou chut a buket. Sauvignon vynikd vysokym obsahem
alkoholu a primérnym obsahem kyselin. Obsah kyselin se snizuje v okamziku, kdy odridu
napadne uSlechtild plise Botrytis cinerea. Vysokou kvalitu s jemnymi tony vanilky a
tiislovin ziskdvaji tato vina prokvasenim v dubovych sudech. Ve stfedni Francii je to jedna
z hlavnich bilych mostovych odrud. [8, 35]

2.2.5 Ekologicka produkce vina

Ekologické zemédélstvi

Ekologické zemédélstvi je moderni formou obhospodafovani pudy bez pouzivani
chemickych vstuptl s nepfiznivymi dopady na Zivotni prostiedi. Tento zeméd¢€lsky produkéni
systém, ktery umoziuje produkovat vysoce kvalitni potraviny, je nedilnou soucésti agrarni
politiky CR.

Kromé& produkce biopotravin pfispivd ekologické zemédé€lstvi k lepSim  Zivotnim
podminkdm chovanych zvifat, k ochrané Zivotniho prostiedi a ke zvySeni biodiverzity
prostredi.

Garantem dodrzovani pravidel pro ekologické zemé&d€lstvi, a to jak ndrodni, tak evropské
legislativy, je Ministerstvo zemédélstvi, které ddle administruje stdtni podporu pro ekologické
zemédelce v rdmci ndrodnich dotaci a Programu rozvoje venkova. [36]

Ekologicky produkované vino (,,biovino*)

,Biovino* je vino vyrabéné z hroznl ziskavanych z vinné révy péstované podle pravidel
ekologického zemeédélstvi podle Nafizeni rady EHS/2092/91 o ekologickém zemeédélstvi
a Zakona 242/2000 Sb. o ekologickém zemédé€lstvi. Zpracovani hroznd na vino probihd bez
pouzivani Slechténych kvasinek, enzymu a dal§ich syntetickych ¢ificich a stabiliza¢nich latek.
Vysledkem je piirodni vino bez syntetickych rezidui, jehoZ vyroba probéhla od zacitku do
konce s maximalnim ohledem na Zivotni prostfedi. [37]

Ochrana pred S$kudci, chorobami a plevely se zajiStuje kombinaci niZe uvedenych
opatfeni: - vybérem vhodnych druhii a odrad

- vhodnym osevnim postupem

- mechanickymi kultivaénimi postupy

- ochranou piirozenych nepratel (predatort) Skiidc pomoci opatieni, ktera jsou pro
n¢ piizniva (napf. hnizdiste, vypousténi dravca, apod.)

- termickou regulaci plevel

V piipadé bezprostiedniho ohroZeni plodin je mozné uchylit se k pfipravkim nebo
prostiedktm, které jsou uvedeny v tabulce (Tab.1.). [38]
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Tab. 1: Priklady nékterych pripravku nebo prostredkit pouZivanych v ekologickém zemédélstvi

Popis, pozadavky na sloZeni,

Nazev Typ prostredku podminky pougiti
produkt sklddajici se ze smési
chlévska mrva hnojivo zivocisnych vykali a rostlinné
hmoty (stelivo)
pouZziti omezeno na zahradnictvi
raSelina hnojivo (zelinafstvi, pé€stovani kvétin a
Skolkafské vypestky)
vyrobek ziskany ze smeési
kompostovana nebo rostlinnych materidl(, které byly
fermentovana smes hnojivo podrobeny kompostovani nebo
rostlinnych materiala anaerobni fermentaci spojené
s vyrobou bioplynu
. .. ze dreva, které nebylo chemicky
popel ze dieva hnojivo .
osetfeno
vyrobek ziskany ze surové
. . . draselné soli fyzikalni extrakci,
siran draselny hnojivo

jenz muZe obsahovat také soli

horciku
Y fipravek na ochranu ) ..
Zelatina prip ) insekticid
rostlin
.. fipravek na ochranu ..
lecitin prip : fungicid
rostlin

vytazek (vodny roztok)
z Nicotiana tabacum

piipravek na ochranu
rostlin

insekticid, pouze proti roztocim
na subtropickych ovocnych
stromech nebo tropickych
rostlinach, 1ze pouZit pouze na
zaCatku vegetaniho obdobi

rostlinné oleje (napf.
matovy, borovicovy,

piipravek na ochranu

insekticid, akaricid, fungicid a

Kminovy) rostlin prostredek proti kli¢eni
mikroorganismy (bakterie, . .
viry a houby) nap. Bacillus pouze geneticky neupravené
Thurineiensis Gr;mu losis mikroorganismy vyrobky ve smyslu smérnice
s 90/220/EHS"

feromon soravky v pastich ndvnada, narusSuje pohlavni

Y P yve chovani
prostiedek proti meékkysum,
ch huiicich
metaldehyd ptipravky v pastich pouze vp a.SUCW?bS? . 1Vc1c ,

repelent proti vyS$§im ZivociSnym

druhtim
fosforecnan selezity ptipravky k povrchové ptipravek uréenych k hubeni

Y aplikaci meékkyst
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Tab. 1 pokracovdni

Popis, pozadavky na sloZeni,

Nazev Typ prostiedku podminky pouZiti

dalsi latky pouzivané

1 X Teqers insekticid
v ekologickém zeméed€lstvi

draselné mydlo

Bordeauxova jicha dalsi latky pouzivané

(polysulfid vdpenaty) | v ekologickém zemédelstyi | | ungicid, insekticid, akaricid

dalsi latky pouzivané

parafinovy olej v ekologickém zemé&délstvi

insekticid, akaricid

dalsi latky pouzivané

minerdlni oleje L X
. v ekologickém zemed€lstvi

insekticid, fungicid

2.3 Metody pro izolaci kvasinek

Izolaci rozumime ziskdvani Cisté kultury urCitého mikroorganismu ze smési
mikroorganismtl. Pfi ziskdvani Cistych kultur z pfirodnitho zdroje nebo pii precisténi
kontaminovanych kultur je nutno béhem kultivace zvyhodnit Zddany mikroorganismus a
ostatni mikroorganismy co nejvice potlacit nebo usmrtit. [39]

Princip izolace spoCiva v dostate¢ném ziedéni mikrobidlni smési ve vhodné pudé takovym
zpusobem, aby kolonie, které vzniknou rozmnozovanim, vyrostly zjedné bunky. Pfi
metoddch makroskopicky kontrolovatelnych sledujeme vyvijejici se kolonie na Petriho
miskdch pouhym okem. Metody mikroskopicky kontrolovatelné dovoluji sledovéani celého
izolacniho postupu pomoci mikroskopu a skytaji zaruku, Ze narostld kolonie vznikla skute¢né
z jedné bunky. Popsdny zde budou pouze makroskopicky kontrolovatelné metody. [40]

2.3.1 Izolace litim desek

Tato metoda spocivd v rozmichavani mikrobidlni smési do roztavené ZzZivné pudy a
v postupném ziedovani do dal§ich pud, znichZz se desky liji. PouZivd se vétSinou pro
kvasinky (pouzitd puda je sladinovd Zelatina) a pro bakterie (Luria-Bertaniho medium
s agarem). Obsahuje-li smésnd kultura vedle kvasinek jeSté bakterie, hustd suspenze kvasinek
se pfenese do Raulinova roztoku a nechd se stit 24 hod pfti laboratorni teploté, ¢imz dojde
k usmrceni vétSiny bakterii. [40]

2.3.2 Kochova metoda zred’ovani v tekutém médiu a izolace roztérem

Metoda je modifikaci pfedchozi metody. Spociva ve zfed’'ovani suspenze bunék ve sterilni
vodeé nebo fyziologickém roztoku ve zkumavkich (Obr. 17). Z kazdé zkumavky se pak
sterilni pipetou odebere 0,1 ml zfedéné suspenze a rozette sklenénou ockovaci hokejkou na
povrch tuhé zivné puady. Tato metoda se s vyhodou pouziva hlavné pro kvasinky a plisné.
(Obr.17) [39, 40]
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Obr. 17: Priklad ziedovdni pri izolaci kvasinek roztérem [39]

2.3.3 Izolace ¢arkovanim na desky

Izolace touto metodou zdleZi na postupném carkovani a tim zfed ovani mikrobidlni smési
pomoci ockovaci klicky na agar6zovou desku. Je to nejuniverzaln€j$i metoda pouZitelnd pro
bakterie, plisn€, kvasinky i pro smési téchto skupin, pokud se pouzije vhodna puda. Urcitou
skupinu mikroorganismu lze potlacit ptidanim antibiotika nebo upravenim pH. Tim se vytvoii
predpoklad k rdstu samostatnych, dobfe izolovanych kolonii. Aby k tomu vsak doslo, je
k ¢arkovdni potfeba pouZit velmi malé mnozstvi dobfe rozmichané suspenze bunék. (Obr. 18)
[39, 40]

Obr. 18: Ruzné zpiisoby izolace cdrkovdnim na desky [39]

2.4 1Izolace DNA kvasinek

Izolace biomakromolekul (proteiny, nukleové kyseliny) z pfirozenych materidla je
zalezitost velice raznorodd, vhledem k riznému pavodu a odlisSnému charakteru jednotlivych
makromolekul. Aby mohla byt l4tka charakterizovdna, musi byt v relativné Cistém stavu a bez
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piimési, které by mohly charakterizaci rusit Ci zkreslovat. Existuje mnoho rdznych metod
purifikace nukleovych kyselin, ale jejich zdkladni rysy jsou spolecné. Prvnim pfedpokladem
je dostupnost vstupniho materidlu, kterym mohou byt napf. kultury bakteridlnich nebo
eukaryotickych bungk, které je potfeba oddélit od rustového média. K uvolnéni obsahu bunék
je nutné vyvolat lyzi bunééné stény. Vybér zptusobu indukce lyze zdvisi na typu burky. [4, 41]

2.4.1 Izolace DNA fenolovou extrakci

Fenolova extrakce je klasickd metoda pro odstranéni proteini z bunécnych lyzath.
Extrakce je provddéna pufrem ekvilibrovanym fenolem nebo smési fenolu a chloroformu.
Tyto organické latky se nemisi s vodou, a proto po pfidani do vodného prostiedi bunécného
lyzatu tvoii dvé vrstvy. KdyzZ se smés dikladné promichd, fenol oddéli od nukleovych kyselin
proteiny a chloroform je denaturuje a dojde kjejich vysrdZeni. SraZeninu proteinu lze
centrifugaci koncentrovat do fazového rozhrani, které odde€luje t€Zsi organickou fazi od lehci
vodné faze. Organickd fize je tvofena pouze fenolem nebo smeési fenolu a chloroformu a ve
vodné fazi se nachdzi nukleové kyseliny. Pokud se pouZzivd fenol ekvilibrovany neutrdlnim
nebo alkalickym pufrem, nukleové kyseliny zistanou ve vodné fazi. Pokud se k extrakci
pouzije kysely fenol, DNA piechdzi do organické faze a ve vodné fazi zastava pouze RNA.
Toho se vyuziva pti izolaci RNA. [4, 42, 43, 44]

2.5 Metody pro identifikaci kvasinek

Pro identifikaci kvasinek v puade, listech, bobulich a mostu vinné révy byly pouzity
metody polymerdzovd fetézova reakce (PCR), restrikéni analyza a ndsledna elektroforeticka
detekce PCR produkti a restrik¢nich fragmentt.

2.5.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerdzova tetézova reakce je enzymova metoda, kterd slouZi k syntéze definovaného
useku DNA in vitro, pro néjZ jsou k dispozici oligonukleotidové primery komplementarni
k37 a 5" -koncovym sekvencim useku, ktery méd byt amplifikovdn. Tato metoda poskytuje az
10° ndsobné pomnoZeni béhem 2-3 hodin. PCR probihd v n&kolika krocich, které zahrnuji:

- denaturaci templétu

- ptipojeni primert

- extensi pripojenych primertt DNA polymerazou (Obr. 19)

Opakovani téchto krokd vede k syntéze segmentu s konci definovanymi primery, které
jsou inkorporovany do nové vznikajicich molekul. Fragmenty této délky tvoii hlavni produkt
reakce. Pfi prvnim reakénim cyklu vznikaji fragmenty jiné délky, neZ odpovidd vzdélenosti
vymezené zvolenymi primery. Ve druhém cyklu poskytuji tyto nové vzniklé molekuly
fragmenty DNA pozadované délky, jejichZ podil exponencidlné roste v nasledujicich cyklech
reakce. Doba zdvojeni odpovidd jednomu cyklu denaturace templatu, pfipojeni a extenze
primeru. [40, 45, 46]

Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné PCR pouZit pro zjiSténi ptitomnosti velmi
malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. Zdkladem uspéSné reakce je pouZiti
neporuseného useku DNA, ktery méd byt amplifikovdn, a také navrzeni vhodnych
oligonukleotidovych primert, aby byla zajisténa specifita reakce. [45, 47]
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Obr. 19: Kroky syntézy DNA v jednom cyklu PCR [48]

2.5.1.1 Prubéh PCR

Denaturace templatu
Tohoto efektu je dosazeno zvySenim teploty vzorku na 95°C. DNA je denaturovana zpravidla
1-5 min. Je dulezité, aby doslo ke kompletni denaturaci obou vlaken, jinak by totiZ mohlo
dojit k velmi rychlé renaturaci celé molekuly, coZ by zabrénilo interakci s primery. [45, 46]

Pripojeni primeru (annealing)
Druhym stupném je renaturace, pfi niZ je reak¢éni smés ochlazena na zvolenou teplotu, ktera
se pohybuje kolem 55°C. Teplota vhodna pro tuto reakci zavisi na délce oligonukleotidu a na
zastoupeni A-T a G-C paru (tfi vodikové mustky, které fixuji G-C, zvySuji stabilitu a tim i
denaturaCni teplotu. [45, 46]

Synteticka faze
V této fazi jsou tedy pfipojovany jednotlivé deoxynukleotidy ve smeru 5° — 3°. Teplota je
v ptipadé€ pouZiti Taq polymerazy pii tomto kroku zvySena na 75°C, coZ je teplotni optimum
tohoto enzymu (Obr. 20). [45, 46]

oddéleni syntéza
v fetézcl DNA a svazani DNA
oddéleni syntéza s primerem s~
fetézcd DNA a svazani DNA [ e R es—
o i = e
oddéleni syntéza m* _f "
fetéxcl DNA DNA EEE=———u
a pridani primeru /f - \ I ;—' = 5 ]ﬂﬂ:'j'
N E-E  mm
- —— | nsssesn] B
\’ \ = - - T e
T = — I =
B
\ \ = - atd.
[T e ] | DNA-oligonukleotidové e L =
I = primery
o Sl — - —]
oblas m
dvoufetézcové / " \ = —  —
chramosomaini T | PE——— . ] [Emmm——
DNA, ] : -
o —— SIS T -
kterou /‘ Gt B 1_.- ‘\ R F
mnoZime \ = e - ==
B Em-Eaa 000 s
\ = e
W B um
~
prvni cyklus druhy cyklus tieti cyklus
(tvorba dvou dvoufetézcovych {tvorba &ty dvoufet&zcovych (tvorba osmi dvoufetézcovych
molekul DNA) molekul DNA) molekul DNA)

Obr. 20: Syntéza DNA metodou PCR [48]
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2.5.2 Restriké¢ni analyzy

Restrikéni analyzy jsou soubory technik, které vyuZivaji restrikni endonukledzy
(restriktazy). Tyto bakteridlni enzymy se vdZou na specifické rozpoznavaci sekvence dsDNA,
dlouhé zpravidla 4-6 bp. Oba fetézce se $tépi uvniti nebo pobliZ této sekvence. Rozpozndvaci
sekvence mohou byt unikdtni (napf. u enzymu EcoRI), nebo neurCité (napt. HindlIl), kdy
jeden nebo vice nukleotidl v sekvenci je libovolnych. Misto §t€peni DNA se oznacuje jako
restrik¢éni misto. [49]

Pocet restrik¢nich mist na zkoumané DNA je zavisly na jeji velikosti, na jeji sekvenci a
také na délce rozpozndvaci sekvence. Cinnosti restriktiz je DNA roz§tépena na nékolik
fragmentt o rizné délce, které 1ze od sebe oddélit elektroforézou. [49]

2.5.2.1 RFLP (polymorfizmus délky restrikcnich fragmentit)

Restrikéni analyza DNA je metodou charakterizace DNA pomoci jejiho Sté€peni
restrikénimi endonukledzami na fragmenty. Identifikace a analyza produkta Stépeni se provadi
elektroforetickym délenim. Je zndmo velké mnoZstvi bakteridlnich restrikénich endonukledz
(asi 1500), které se lisi od sebe tim, Ze rozpoznavaji razné kratké sekvence nukleotidu - 4, 6, 8
a ze Stépi DNA na razné dlouhé fragmenty podle individudlniho pofadi bazi a podle
rozpoznané sekvence. Za danych podminek vznikd reprodukovatelny pocet restrikénich
fragmentt o urcité opét reprodukovatelné délce (= poctu bazi). PoCet i délka fragmenti je pro
daného jedince specifickd. OdliSeni riznych DNA se provadi na zdkladé polymorfismu délky
Stépnych dseku. Tento polymorfismus vznikd na zdklad€ pfitomnosti nebo nepfitomnosti
rozpoznavacich a St€pnych mist. Obecné restrikéni endonukledzy, které rozpoznavaji kratsi
sekvenci, Stépi DNA castéji na mensi dseky, zatimco restrikéni endonukledzy rozpoznavajici
delsi sekvenci §tépi méné¢ Casto a na delsi fragmenty. [49, 50, 51]

2.5.2.2 PCR-RFLP

PCR-RFLP je modifikace standardni PCR pouZzivand pro typizaci cilové sekvence,
obvykle urcitého genu, obsahujiciho sekvenéni polymorfismus. V zdvislosti na volb& primera
muZe byt provedena analyza jakékoliv DNA. Sekvence DNA o délce az 5 kb se amplifikuje
za prisnych podminek pomoci primert pfipojujicich se ke koncovym konzervativnim
oblastem. Vysledkem amplifikace jsou produkty PCR stejné délky, které se detekuji
elektroforeticky. Amplifikované produkty jsou Stépeny restrikéni endonukledzou a poté opét
analyzovény elektroforézou v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. [4, 50]

2.5.2.3 Restrikcéni endonukledzy
Restrikéni endonukledzy jsou sekvencné specifické endonukledzy, které produkuji kmeny

restrikéni endonukledzy II. tfidy. Tyto enzymy rozpoznavaji kratké specifické nukleotidové
sekvence 4 bp, 6 bp, 8 bp a Stépi dsDNA uvnitf téchto sekvenci nebo vedle nich. K rozstépeni
dochdzi hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou fetézct v restrikénim misté. Produktem
Stépeni jsou useky DNA o definované délce - restrikcni fragmenty.

Néazvy restrikCnich endonukledz jsou odvozeny z pociteCniho pismene rodového a
prvnich dvou pismen druhového jména mikroorganismu, z néhoz byly izolovany. Kmen
organismu je oznacen pismenem nebo Cislici. Pokud ur¢ity kmen produkuje vice enzymum
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odliSuji se navzdjem fimskymi Cislicemi (napt. Haelll - Haemophilus aegypticus, enzym III,
BamHI1 - Bacillus amyloliquefaciens, kmen H, enzym I)) [4]

Tab. 2: Priklady nékterych restrikcnich endonukledz [4]

Restrik¢ni endonukleaza

Producent enzymu

Rozpozndvaci misto na sekveci DNA

Haelll Haemophilus aegypticus ;: gg :gg g:
Hinfl Haemophilus influenzae ; : g;ﬁ}:rfg g :
Tagl Thermus aquaticus ;: ivGCéGf;g:
Alul Arthrobacter luteus ; ‘: ?(ij . g;{ g ‘
Msel Micrococcus species ;: i ATFI%;‘« g:
Hhal Haemophilus haemolyticus ;: g;}%(jg g:
Hpal | Haemophiusaphrophies | 38 CE

2.5.3 Elektroforéza

Elektroforéza je fyzikdlné-chemickd metoda pro déleni latek v elektrickém poli a je

vvvvvv

vany s anodou, katodou a pufrem, vlastniho drzdku gelu, ve kterém probihd separace a
externitho zdroje stejnosmérného napéti (Obr. 21). Hlavnim nositelem ndboje nukleovych
kyselin jsou negativné nabité fosfiatové skupiny, proto DNA migruje smérem k anodé.
Rychlost migrace DNA zdvisi na jejich vlastnostech (moldrni hmotnost - velikost, elektricky
naboj, prostorové uspofadani), na vlastnostech gelu, prostredi (pufru) a na velikosti napéti. [4,

49]

Obr. 21: Zarizeni pro elektroforézu
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2.5.3.1 Princip elektroforézy

Elektroforéza spociva v migraci elektricky nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém
poli. Elektrické pole se vytvaii vkldddnim konstantniho stejnosmérného nap€ti mezi
elektrody. Vzorek se ddvkuje do daného mista v systému. Kationy migruji k zapornému poélu,
aniony ke kladnému a neutralni ¢astice (molekuly) se nepohybuji viibec.

Kazda castice md svoji elektroforetickou pohyblivost .. Elektroforetickd pohyblivost je
rychlost pohybu nabité Castice v elektrickém poli o jednotkové intenzit€.

Na nabitou ¢astici o naboji Q pusobi dvé sily: sila F; (elektrickd), ktera ji uvadi do pohybu
a I, (odpor viskézniho prostiedi), kterd ji brzdi.

F,e O- F Fi=0-E
F 2= k-v

Pii ustaleném toku: Fi=F, => Q -E=k-v = v:%.E = v=u,-FE

Elektroforetickd pohyblivost zdvisi na velikosti Castic, ndboje, viskozité prostiedi a
iontové sile roztoku. U slabych elektrolytt se vyjadiuje efektivni elektroforetickd pohyblivost
U’ dand souCinem - ., kde & je stupen disociace. [55, 53]

2.5.3.2 Elektroforéza v agarozovém gelu (AGE)

Elektroforéza v agar6zovém ¢i polyakrylamidovém gelu se pouZziva k identifikaci,
separaci a purifikaci fragmentd DNA. Fragmenty DNA jsou déleny v elektrickém poli
v zavislosti na jejich velikosti. Touto metodou muze byt detekovan az 1 ng DNA. Volbou
typu a koncentrace gelu lze zajistit vhodné podminky pro déleni fragmentl v rdznych
rozmezich molekulovych hmotnosti (Tab.) Agar6zovy gel se pfipravuje rozvafenim praSkové
agardzy v elektroforetickém pufru, ktery se nechd ztuhnout pti pokojové teploté. [40, 49]

Tab. 3: Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA separovanych v agarozovém gelu o riiznych
koncentracich agarozy [40]

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

Gel je barven ethidium bromidem, ktery je Casto pfitomen jiZz béhem elektroforézy.
Ethidium bromid je interkalacni Cinidlo, které se vdze mezi vlikna DNA a Cerveno-oranzové
fluoreskuje po ozafeni UV zafenim o vlnové délce 260-360 nm. [40]
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Chemikalie, pristroje, suroviny

3.1.1 Chemikalie

* Agaréza (SERVA, Némecko)
Sladina (pivovar Brno)
* Kbvasni¢ny extrakt (HiMedia, Indie)
* Ethanol 96% a 99,8% Lach-Ner s.r.0., Ostrava)
* Hydroxid sodny (Lach-Ner s.r.o., Neratovice)
Octan sodny (LACHEMA, Brno)
* Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner s.r.o., Neratovice)
* Uhlicitan sodny (LACHEMA, Brno)
Kyselina boritd (MACH—CHEMIKALHE s.r.o., Ostrava)
* Ethidium bromid (Serva Bitech, Némecko)
+ Kyselina ethylendiamintetraoctovd EDTA (Sigma-Aldrich, Némecko)
* Tris(thydroxymethyl)aminomethan C4H{;NO3 (SERVA, Némecko)
Komer¢ni sada UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon
spol.s.r.o., CR)
* dNTP mix (Invitek, Némecko)
* Primery (ITS1, ITS4) (Invitek, Némecko)
Tag DNA polymerdza (Kapa Biosystems, Boston USA)
10x Tag DNA pufr pro PCR mix (Invitek, Némecko)
* 10x Tag DNA pufr pro PCR mix (Kapa Biosystems, Boston USA)
+ Délkové standardy 100 bp, 20 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o0., CR)
* Restrikéni endonukledzy: Hae 111, Hinf 1, Taq*1, Alu 1, Mse I (BioLabs, New England;
Fermentas, Litva)
+ Loading k nanaseni vzorka (Fermentas, Litva)
* Parafinovy olej (Penta, Praha)
Sterilni destilovand voda

3.1.2 Pristroje a pomucky

* Termostat I[P 100-U LTE SCIENTIFIC (Velka Britanie)

* Vortex-Genie 2, MoBio (Biotech s.r.o., CR)

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

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

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

+ Mikrovlnnd trouba ETA 1195 (CR)

* Sterilni box pro mikrobiologickou praci AURA mini (Bioair instruments, Italie)
* Centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Némecko)

+ Zdroj napéti - SAVANT PS 250 (Biotech s.r.o., CR)

+ Zdroj napéti - Major Sciece MP-500P (Biotech s.r.o., CR)

+ Trepacka (Heidolph, Némecko)

* Exsikator

* Turbidimetr Ultrospec 10 (Amersham Biosciences, Svédsko)

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

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

* Elektroforetické vany (Owl separation systeme, model - B2, (Biotech s.r.o., CR)
+ Mikropipety Biohit (Biotech s.r.0., CR)



* Mikropipety Nichpetex (Nichrio, Japonsko)
* Spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA)
* Transluminator (Ultra Lum. INC, USA)

+ NanoPhotometer ™ UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)
. QubitTM Fluorometer (Invitrogent™)

+ Lednice a mrazdk k uchovani vzorki DNA

* Minicentrifuga National LABNET C - 1200 (Biotech s.r.o0., CR)
+ Software Scion Image (Biotech s.r.o., CR)

+ Software BioNumerics (Applied Maths)

» Software LUCIA Net (Laboratory Imaging)
» Parafilm (American Nacional Cantv, USA)
*+ Mikrozkumavky Eppendorf

+ Laboratorni sklo

* Mikroskop

+ Bakteriologické klicky

» Stojany na mikrozkumavky

+ Kahan

+ Spicky

* Bunicitd vata

* Plastové Petriho misky

- Nuzky

Obr. 22: Termocyklér

3.1.3 Suroviny a mikroorganismy

K analyze byly pouZity kvasinky izolované z bobuli a vinného mostu z odridy bilého vina
Sauvignon z eko vinice, které byly odebrany pii 25°C. Cukernatost vinného mostu z eko vina
byla 19° CNM. Dodavatelem vzorkd bylo Vinafstvi Holanek, sidlici v obci Ivan v mikulovské
vinarské podoblasti.
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K identifikaci ndmi vyizolovanych kvasinek z bobuli moStu byly pouZity restrikéni mapy
typovych kvasinek. Tyto kvasinky byly ziskdny ze sbirky kvasinek CCY wuloZené na
Chemickém ustavu SAV v Bratislavé a jejichZ restrikéni analyza byla jiZ provedena v rdmci
pfedchozich diplomovych praci. V této prici byla doplnéna databdze typovych kvasinek o
dal$ich osm druht kvasinek:

Issatchenkia orientalis (Candida krusei), Cystofilobasidium bisporidii - typovy,
Cystofilobasidium infirmaminiatur - typovy, Pichia fluxuum, Sporobolomyces rozdus,
Issatchenkia occidantalis, Saccharomyces pastorianus - typovy, Saccharomyces pastorianus.

3.2 Priprava kultiva¢nich médii

3.2.1 Priprava sladinového kultiva¢niho média

Jako kultivani médium byl pouZit sladinovy extrakt s agarem. Do Erlenmeyerovy barky
o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny, kterd byla zfedéna vodou na cukernatost
7 °CNM a bylo upraveno pH na 6,8 pomoci uhli¢itanu sodného. K tomuto roztoku byl pidan
agar a vznikld smés byla promichdna varem a 20 minut sterilizovdna. Kultivacni médium bylo
ndsledné nalito do Petriho misek. Ke kultivaénimu médiu byly pfiddna kyselina propionova
0,25 ml/1 s antibiotikem 250 pg/l. Antibiotikum zabrafnuje rustu bakterii, kdezto kyselina
propionova zabrafiuje rustu plisni. Obé dveé prisady byly pfidiny do chladnouciho
vysterilizovaného kultivaéniho média (cca 60 °C).

3.2.2 Priprava Sikmych agara
Kultivacni médium na pfipravu Sikmych agarti bylo pfipraveno stejnym zpusobem jako
sladinové. Médium bylo nalito do zkumavek, které byly uloZeny do Sikmé polohy.

3.3 Odbéry z pudy, listu, bobuli a moStu vinné révy

Vzorky bilého vina, odridy Sauvignon byly odebrany z nékolika mist vinice.

Bobule bilého vina byly odebrdny ze dvou mist vinice, a to hned z kraje a potom pfibliZzné
uprostied. Bylo odfiznuto asi 20 bobuli, které byly vloZeny do 300 ml Erlemeyerovy bariky.
K bobulim bylo pfilito 200 ml sladinového kultivaéniho média a smés se nechala kultivovat
10 dni pti pokojové teploté.

Listy bilého vina byly odebrany opét ze dvou mist vinice, a to z vySky asi 1 m nad zemi a
z vySky asi 2 m nad zemi. Odfiznuty byly asi 2 listy, které byly nastiihdny a vloZeny do
zkumavky. Klistim bylo pfilito 10 ml sladinového kultivacniho média a smés byla
kultivovana 10 dni pfi pokojové teploté.

Puda byla odebrana pouze z jednoho mista vinice. 5 g z odebraného mnozstvi pudy bylo
smichdno s 50 ml sterilni vody a umisténo na 1 hodinu na tfepacku.

Ze ziskanych suspenzi se odebralo 300 pl na Petriho misky se sladinovou padou s
antibiotikem a kyselinou propionovou. Suspenze byla rozetfena hokejkou a byla kultivovdna
3-5 dni v termostatu pfi teploté 26°C.

Vinny most byl odebirdn kazdy druhy den. Byl filtrovdn pfes mikrobidlni filtr, ktery byl
potom poloZzen na Petriho misku se sladinovou pidou s antibiotikem a kyselinou
propionovou. Petriho misky byly kultivovdny 5-7 dni v termostatu pfi teploté 26°C.
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3.4 Izolace Cisté kultury kvasinek

Izolace Cistych kultur kvasinek byla provddéna postupnym vyfedovanim. K vyfed'ovani
byla pouZita zfed'ovaci metoda.

Ve sterilnim boxu byly nachystiany 3 zkumavky. Do dvou z nich bylo napipetovdno 10 ml
sterilni destilované vody a do tfeti 9 ml sterilni destilované vody. Ze smésné kvasinkové
kultury byly odebrany dvé& klicky, které byly vloZzeny do prvni zkumavky s 10 ml vody. Smeés
byla promichdna a bylo odebrdno 50 pl do druhé zkumavky s 10 ml vody. Opét byla smes
promichéna a tentokrat byl odebran 1 ml do zkumavky s 9 ml vody. Smés byla promichana.
Z této smesi bylo odebrdno 50 pl na Petriho misku s kultivatnim médiem a kiiZovym
roztérem rozettena. Takto pfipravené Petriho misky byly uloZeny do termostatu a kultivovany
3-5 dni pfi teploté 26°C.

Po uplynuti této doby byly Petriho misky s narostlymi koloniemi ptfeoCkovany ve
sterilnim boxu na nové Petriho misky s kultivacnim médiem. Po pfeockovani byly vSechny
Petriho misky uloZeny v termostatu pfi teplot€ 26°C a kultivovany 2-3 dny.

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

Obr. 23: Cisté kultury kvasinek po nékolikerém precisténi

3.5 Izolace kvasinkové DNA

K izolaci kvasinkové DNA byla pouZita komeréni sada UltraClean™ Microbial DNA
Izolation Kit. (Obr. 24)
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Z cCistych kultur jednotlivych kvasinek byly odebriany 2 ocka bakteriologické klicky,
vloZeny a rozsuspendovdny v rozbijeci mikrozkumavce (MicroBead Tube) s 300 pl
rozbijecitho pufru (MicroBead Solution). Do rozbijeci mikrozkumavky bylo ptfiddno 50 pl
roztoku MD1 (Solution MD1). Mikrozkumavky byly vloZeny v horizontdlni poloze do
adaptéru k vortexu (Mo Bio Vortex Adapter'™) a vortexovdny 10 min. Poté byly
mikrozkumavky centrifugovdny pii 10 000 x g po dobu 30s pii pokojové teploté.
Supernantant byl odebrdn a pfenesen do Cisté mikrozkumavky a bylo pfiddno 100 pl roztoku
MD2 (Solution MD2). Smé&s byla 5s vortexovéna, inkubovana 5 min pfi 4°C a centrifugovdna
pii 10 000 x g po dobu 1 min pfi pokojové teploté. VeSkery supernantant byl opét prenesen do
Cisté mikrozkumavky, bylo ptiddno 900 pl roztoku MD3 (Solution MD3) a vortexovéano Ss.
Ze vzniklé smési bylo odebrdano 700 pl do mikrozkumavky s kolonkou a centrifugovéno pfti
10 000 x g 1 min. Prefiltrovany roztok byl odstranén a na kolonku byl ptfenesen zbytek smési.
Opét bylo centrifugovdno pii 10000 x g 1 min. Pfefiltrovany roztok byl odstranén, na
kolonku bylo pfiddno 300 pl roztoku MD4 (Solution MD4) a centrifugovéno pii 10 000 x g 1
min. Kolonka byla ptfenesena do €isté mikrozkumavky, do jejiho stfedu bylo pipetovano 50 ul
roztoku MD5 (Solution MD35). Opét probéhla centrifugace pti 10 000 x g 1 min. Kolonka
byla odstranéna a vyizolovand DNA byla uchovéna pfti -20°C.

Obr. 24: Sada UltraClean™ Microbial DNA Izolation Kit pro izolaci DNA kvasinek

3.6 Priprava roztoku potiebnych pro metodu PCR, restrik¢ni analyzu a
elektroforetickou detekci fragmentu

3.6.1 Priprava Tris-boratového pufru (TBE)

Nejprve byl pfipraven zdsobni roztok 10xTBE a zné&j byly pfipraveny dva pracovni
roztoky 1xTBE a 1xTBE s ethidium bromidem.

3.6.1.1 Priprava zdsobniho roztoku 10xTBE

Na zésobni roztok bylo navaZzeno 108 g Tris a 55 g kyseliny borité, které byly rozpusStény
v destilované vodé€. Po rozpusténi obou chemikdlii byl roztok ptelit do odmérmé barnky o
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objemu 1 1. Ke smési bylo ptidano 40 ml 0,5M roztoku EDTA o pH 8 a odmérn4 barika byla
doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Priprava 0,5SM EDTA o pH 8
Na ptipravu tohoto roztoku bylo navdZzeno 9,36 g EDTA. NavdZené mnozZstvi bylo
pieneseno do odmérné baiikky o objemu 50 ml a rozpusSténo v destilované vod€. pH bylo
upraveno pomoci 0,5% roztoku NaOH a smés byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Priprava 0,5% NaOH
Na piipravu bylo navdZeno 0,25 g NaOH. Navédzené mnozZstvi bylo rozpusténo v kadince,
pieneseno do odmérné baiiky o objemu 50 ml a doplné€no po rysku destilovanou vodou.

3.6.1.2 Priprava pracovniho roztoku IxTBE bez ethidium bromidu

Ze zasobniho roztoku 10xTBE bylo odlito 100 ml do odmérné baiiky o objemu 11 a
mnozstvi bylo doplnéno destilovanou vodou po rysku. Tento roztok byl dile pouZit na
piipravu agarézovych gela.

3.6.1.3 Priprava pracovniho roztoku IxTBE s ethidium bromidem

Ze zasobniho roztoku 10xTBE bylo odlito 100 ml do odmérné baiiky o objemu 11 a
mnozstvi bylo doplné€no destilovanou vodou po rysku. Ke vzniklému roztoku bylo navic
pfiddno 100 pl ethidium bromidu. Tento roztok byl ddle pouzit jako vyvijeci roztok v gelové
elektroforéze.

3.6.2 Priprava octanového pufru

Octanovy pufr byl pouzit pii ptipraveé vzorku pro restrikéni analyzu.

Na jeho pfipravu bylo potieba 2,46 g octanu sodného, ktery byl ptenesen do odmérné
bariky o objemu 10 ml. Bylo upraveno pH na 5,5 pomoci koncentrované HCI.

3.6.3 Priprava 2% agarozového gelu

2% agar6zovy gel byl pouzit jak pii elektroforetické detekci PCR produktd, tak i pfi
elektroforetické detekci restrikénich fragmentt po restrikéni analyze.

Na piipravu bylo potieba 6 g agar6zy, 300 ml 1xTBE bez ethidium bromidu a ethidium
bromid. Smés agarézy a 1xTBE byla Gplné rozvafena v mikrovinné troub& na Ciry roztok,
ktery byl ponechdn CasteCn€ vychladnout a potom k nému bylo pfiddno urCité mnoZstvi
ethidium bromidu - podle velikosti elektroforetické vany, do které byl gel nalivan. NejcCasté&ji
byly pouZzivany objemy 30, 50 a 70 ml gelu a 3, 5 a 7 pl ethidium bromidu (0,01 %) Takto
pfipraveny gel byl nalit do vyvéazené elektroforetické vany a byly vloZeny hiebinky. Hiebinky
po zatuhnuti a vytaZeni vytvoftily jamky, do kterych potom byly nandSeny jednotlivé vzorky.

3.6.4 Priprava 80% ethanolu

Do 2 ml mikrozkumavky bylo odpipetovdno 1,6 ml 96% ethanolu a 0,32 ml destilované
vody. Mikrozkumavky byly uzavieny, smes byla promichdna na vortexu a byly uchovény pfi
teploté -20°C.
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K praci byl pouZivan i 96% ethanol, ktery byl také uchovavidn v mikrozkumavkach pfi
teploté -20°C.

3.6.5 Priprava délkovych standardu

3.6.5.1 Priprava délkového standardu 100bp

Tento délkovy standard byl pfipraven od vyrobce, proto jiZ nebyl nijak upravovan. Na
gelovou elektroforézu bylo pouzito mnozstvi 1ul.

3.6.5.2 Priprava délkového standardu 20bp
Délkovy standard 20 bp bylo nutné pfipravit. Na jeho pfipravu bylo smichédno:

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

Na gelovou elektroforézu bylo pouZito 6 pl tohoto standardu.

3.6.6 Priprava reakc¢ni smési pro metodu PCR

Metoda PCR slouZi ke zmnoZeni (amplifikaci) vyizolované kvasinkové DNA na takové
mnoZzstvi, které bude 1épe detekovatelné. Aby mohla reakce PCR prob&hnout bylo potieba
pfipravit reak¢ni smes, tzv. mastermix.

Reak¢ni smés je sloZena ze 7 komponent, které je potfeba michat v daném pofadi a jeji
celkovy objem pro jeden vzorek je 50 pul. Mastermix byl michdn v trojndsobném mnoZstvi,
aby bylo dostatek amplifikované DNA pro nédslednou restrik¢éni analyzu.

Reakéni smés pro jeden vzorek obsahuje:

126,9 ul  sterilni destilované vody )

15 ul pufru |

1,5 ul dNTP mix % 146,4 pl
1,5 ul primer 1 (ITS1) |

1.5 ul primer 2 (ITS4) J

3wl templdtovd DNA

0,6 ul Tag DNA polymerazy

150 pl - v kazdé mikrozkumavce

Reakéni smé&s byla pfipravena po Castech. Nejprve byla pfipravena smeés sterilni
destilované vody, pufru, ANTP mixu a obou primerd. Tato smés byla zvortexovana a teprve
potom byla pfiddna templatovi DNA a Tag DNA polymeraza. V piipad€ vice vzorki byla
prvni Cast smési pfipravena najednou pro vSechny vzorky, rozpipetovdna do jednotlivych
mikrozkumavek (v poZzadovaném objemu) a potom byly pfiddny konkrétni templatové DNA a
Tag DNA polymeriza.

3.6.7 Prubéh reakce PCR

Reakce PCR probihala ve tfech krocich a 25 cyklech. (Tab. 4) Prvnim krokem byla
denaturace, ktera probihala pfi 94°C. Druhym krokem byla vazba primerti tzv. annealing a
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tretim krokem je elongace prodluzovéni fetézce. Po ukonceni PCR se vzorky uchovavaji pii -
20°C nebo se ihned detekuji.

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

proces teplota (°C) | ¢as (min)
denaturace 94 4

94 1
annealing (25 cyklu) 48 0,5

72 1
elongace 72 10

3.6.8 Elektroforeticka detekce fragmentu PCR produktu

Vzorky po PCR byly detekovdny pomoci gelové elektroforézy. Do pfipravené a vyvazené
elektroforetické vany byl nalit rozvafeny 2% agarozovy gel s ethidium bromidem. Pro
vytvofeni jamek byly vlozeny hiebinky. Po ztuhnuti a odstranéni hiebinki byl do
elektroforetické vany nalit pracovni roztok 1XxTBE s ethidium bromidem. Vzorky byly
pipetoviny do fady v ndmi stanoveném potadi a v mnoZstvi 5 pl. Pred jejich pipetovdnim do
jamek byl kazdy vzorek smichdn s 1 pul nandseciho pufru - loadingu. Byla napipetovéna také
negativni kontrola a to stejnym zpusobem a ve stejném mnozstvi jako vzorky. Na zacatku i na
konci této fady byl pipetovan 1 pl délkového standardu 100 bp. Po napipetovani vSech vzorkta
byla vana pfipojena na zdroj elektrického napéti. Velikost napéti byla opét volena podle
velikosti pouZité elektroforetické vany (45V, 55V a 65V) (Tab. 5).

Po probéhnuti elektorforézy byl gel vyjmut, vloZzen pod UV detektor, vyfocen a uloZen
pro dalsi zpracovani.

Tab. 5: Tabulka hodnot napéti, rozméru gelu a doby trvdni elektroforézy v zdvislost na
velikosti pouZité elektroforetické vany

Elektroforetickd | Volené | Rozmeéry | Primérnd doba trvani
vana napéti (V) | gelu (cm) | elektroforézy (min)
mald 45 8x7 139
stredni 55 11x9 146
velka 65 14 x 12 164

3.6.9 Priprava vzorku pro restrik¢éni analyzu

Pro restrik¢éni analyzu je nutné PCR produkty pfecistit, protoZze by mohly obsahovat
inhibitory, které by €innost restriktdz mohly omezit nebo ji tplné€ blokovat.

Po rozmrazeni PCR produktd bylo postupné zkazdého odpipetovano 20 pl do
pfipravenych Cistych mikrozkumavek. Ke kazdému vzorku byly pfidany 2 ul octanového
pufru a potom 60 pl 96% ethanolu o teploté -20°C. Smeés byla promichdna na vortexu a
centrifugovana pii 4°C, 15000 x g po dobu 30 min. Poté byl supernatant dekantovan a bylo
pfiddno 60 pul 80% ethanolu, opét o teploté¢ -20°C. Smeés byla znovu vortexovdna a
centrifugovana pii 4°C, 15000 x g po dobu 30 min. Po centrifugaci byl supernatant slit a

46



mikrozkumavky byly vysuSeny v exsikatoru, pfiblizn€ 20 min. Poté byly mikrozkumavky
uzavieny a uchovavany piti -20°C.

3.6.10 Priprava reak¢ni smési pro restrikéni analyzu

Reakéni smés pro restrikéni analyzu je sloZzena ze 3 komponent, které je potfeba michat
v daném pofadi. Jeji objem pro jeden vzorek je 15 pl.
Reakéni smés pro jeden vzorek obsahuje:

13 ul steriln{ destilované vody ]
1,5 ul pufru % 15 ul
0,5 ul enzymu J

Reakéni smés byla pfipravena vZzdy najednou pro vSechny vzorky. Ndasledn€ byla smeés
rozpipetovana do jednotlivych mikrozkumavek s precisténou a vysuSenou DNA.

3.6.11 Restrik¢ni analyza PCR produktu

Amplifikovand DNA byla pfeciSténa a podrobena restrikéni analyze. Restrikéni analyza
byla provedena péti restrikénimi endonukledzami: Haelll, Hinfl, Alul, Msel a Taql. Restrik¢ni
analyza probihala pfi teploté 37°C, po dobu 16 h. Inaktivace enzymu probihala pfi 2 teplotdch
podle pouzitého enzymu (Tab. 6). Proces probihal v programovatelném termostatu. Ziskané
fragmenty byly opét elektroforeticky rozdéleny a detekovany pomoci UV zéreni.

Tab. 6: Enzymy a jejich inaktivacni teplota

enzym inaktiva¢ni | voleny program
teplota (°C) termostatu

Haelll 80 R2

Hinfl 80 R2

Taqgl 80 R2

Alul 65 R1

Msel 65 R1

3.6.12 Elektroforeticka detekce restrik¢énich fragmentu

Elektroforetickd detekce byla provedena stejnym zpusobem a probihala za stejnych
podminek jak je popsano v kapitole 3.6.8. Jediny rozdil byl v tom, Ze bylo navic pouZito 6 pl
délkového standardu 20 bp, ktery byl pipetovin na konci fady. Misto negativni kontroly byla
pouzita kontrola pozitivni, kterou byl PCR produkt.

3.7 Alkoholova tolerance

Alkoholova tolerance byl sledovdna u vybranych druhti kvasinek. Byla sledovana
schopnost téchto kvasinek mnozit se v prostiedich s riznou koncentraci ethanolu.

Do 100 ml Erlenmeyerovy banky bylo nalito 50 ml roztoku sladiny, kterd byla
vysterilizovdna. Po sterilizaci byl pfiddn ethanol (99,8 %, p.a.) tak, aby jeho celkova
koncentrace v roztoku byla 1%, 4%, 8%, 12% a 16%. Do takto pripravenych smési byl pfididn
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I ml suspenze bunék kvasinek, kterd byla pfipravena rozsuspendovanim jednoho ocka
bakteriologické klicky Cisté kultury v 6 ml sterilni destilované vode€. Vzorky byly kultivovany
pii 26°C po dobu 10ti dni a kaZzdy den byla zméfena koncentrace vzniklého zékalu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni ¢asti této diplomové prace byly izolovany kvasinky z bobuli a listt vinné révy,
z pudy z vinice a z vinného mostu z odridy Cerveného vina Cabernet Moravia z eko vinice a
bilého vina Sauvignon z integrované a ekologické vinice, které byly sterilné¢ odebrany pfti
teploté¢ 25°C. Vzorky pochdzely z Vinafstvi Holdnek, sidlici v obci Ivai v mikulovské
vinafské podoblasti. Odebrané bobule hrozni a listy, byly vloZeny do sladinového
kultivacntho média a byly kultivovany 10 dna pfi pokojové teploté. Po 10-ti dnech bylo
odebrano 300 pl suspenze kvasinek na Petriho misky a kultivovdno 3-5 dni v termostatu pti
26 °C. Vinny most byl odebirdn kazdy druhy den kvasného procesu a celkové bylo takto
provedeno 10 odbéra. Navic bylo provedeno jesté 5 odbéru a to 16., 21., 31., 42. a 52. den
kvasného procesu. Odebrany most byl filtrovdn pfes bakteriologicky filtr, ktery byl potom
poloZen na Petriho misku a kultivovan na sladinovém Zivném médiu v termostatu pfi teploté
26 °C. Ze smésnych kultur izolovanych vinnych kvasinek byly postupné vyfed'ovaci metodou
ziskény c¢isté kultury kvasinek. Za timto ticelem byly smésné kultury preciStény 6-krat.

V ramci této diplomové priace byla izolovdna DNA pouze z kvasinek z vinného moStu a
bobuli bilého vina Sauvignon, péstovaného podle pravidel ekologického zemé&d¢lstvi.
Vyizolovand DNA byla naamplifikovdna metodou PCR, elektroforeticky detekovdna a
vizualizovand pomoci UV zafeni. Naamplifikované PCR produkty byly ndsledné pfeciStény a
podrobeny restrikéni analyze. Restrikéni analyza byla provedena pomoci péti restrikCnich
endonulkedz - Haelll, Hinfl, Taql, Alul a Msel. NaSt€pené vzorky byly elektroforeticky
detekovany a vizualizovany pomoci UV zéfeni.

Dale byla izolovana DNA z 12-ti druhli typovych kvasinek, ktera byla zpracovana stejnym
zpusobem jako DNA izolovand z mostu a bobuli vinné révy. K restrikéni analyze byly navic
pouzity jeSteé dve restrikéni endonukledzy, a to Hhal a Hpall.

Byl také proveden test na alkoholovou toleranci, kterym bylo zjistovdno, pfi jaké
koncentraci ethanolu jsou izolované kvasinky schopné rozmnoZovani.

4.1 Identifikace vinnych kvasinek izolovanych z bobuli a mostu vinné révy

4.1.1 Amplifikace kvasinkové DNA metodou PCR

Vyizolovana kvasinkovd DNA byla metodou PCR naamplifikovdna a vzniklé PCR
produkty byly detekovany gelovou elektroforézou. Fragmenty byly detekovdany UV zifenim a
nasledné zpracovany. V tabulce 8 a 9 je uvedena velikost fragmenti DNA po reakci PCR.

Tab. 7: Pracovni Cisla izoldtii, vyizolovanych z bobuli, velikost jejich PCR fragmentii

Pracovni | fragment Pracovni | fragment Pracovni | fragment

Cislo izoldtu | PCR Cislo izoldtu | PCR Cislo izoldtu | 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
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Tab. 8: Pracovni cisla DNA kvasinek vyizolovanych z mostu, den odbéru a velikost jejich

PCR fragmentii
. Pracovni | fragment . Pracovni | fragment
den odberu | 1 izol4tu }§CR den odberu | 1 izol4tu }§CR
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 61 138 145 146 147 149 151 183 69 NK

Obr. 25: Elektroforetické rozdéleni fragmentu po amplifikaci metodou PCR
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4.1.2 Restrik¢ni analyza PCR produktu

Naamplifikované vzorky byly preciStény a podrobeny restrikéni analyze, kterd byla
provedena péti restrikénimi endonukledzami: Haelll, Hinfl, Alul, Msel a Tagql.

4.1.2.1 Amplikony s délkou fragmentu 880 bp

Izolaty s délkou PCR fragmentu 880 bp byly analyzovdny pomoci péti restrikénich
endonukledz, které je naStépily na dva, Ctyfi a pét fragmenti. Velikosti vSech téchto
fragmentt po restrik¢ni analyze jsou uvedeny v tabulce 9.

Podle stejnych velikosti fragmentl 1ze usuzovat, Ze se jedna o jeden rod kvasinky.

Tab. 9: Velikosti stépnych fragmentit (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

Cislo

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

4 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
12 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
13 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
15 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
20 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
122 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
140 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
141 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
143 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
171 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100
177 880 | 320+240+180+140 | 370+120 | 290+265+145+100 | 820+90 | 230+220+130+110+100

PCR Haelll Hinfl Taql Alul Msel

15 20 122140 141143 171177

Obr. 26: Ukdzka stépeni amplikonut s délkou 880 bp restrikcni endonukledzou Haelll
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4.1.2.2 Amplikony s délkou fragmentu 750 bp

Amplikony s délkou fragmentu PCR produktu 750 bp byly taktéZ analyzovédny péti
restrikénimi endonukledzami. Tyto izoldty byly naStépeny pouze Ctyimi endonukledzami.
Analyzovany fragment 750 pb neobsahuje St€pnou sekvenci pro endonukledzu Haelll, proto
nebyl identifikovan zadny $t€pny produkt, jen pavodni fragment.

Tab. 10: Velikosti stépnych fragmentii (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

Cislo
izolatu
128 750 n 3504+200+160 | 400+170+130 | 280+190 | 250+120+100+90
136 750 n 350+200+160 | 400+170+130 | 280+190 | 250+120+100+90
160/2 | 750 n 350+200+160 | 400+170+130 | 280+190 | 250+120+100+90

PCR | Haelll Hinfl Tagl Alul Msel

128 136 160/2

=
i
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Obr. 27: Ukdzka Stépeni amplikonii s délkou fragmentit 750 bp restrikcni endonukledzou Alul

4.1.2.3 Amplikony s délkou fragmenti 620 bp

Kvasinkové DNA s délkou PCR fragmenu 620 bp byly také Stépeny pouze Ctyimi
restrikénimi endonukledzami. I zde neméla endonukledza Haelll svoji specifickou sekvenci
nukleotidii pro Stépeni. Ostatni endonukleazy nastépily tyto izolaty na tfi fragmenty, jejichZ
délky jsou uvedeny v tabulce 11.

Tab. 11: Velikosti stépnych fragmentii (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

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

PCR | Haelll Hinfl Taql Alul Msel
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156 161 97

Obr. 28: Ukdzka stépeni PCR fragmentu s délkou 620 bp restrikcni endonukledzou Msel

4.1.2.4 Amplikony s délkou fragmentu 390 bp

Pti Stépeni amplikonu s délkou PCR fragmentu 390 bp, doslo k nasté€peni u endonukledz
Haelll, Hinfl, Taql a Msel, a to vidy na dva fragmenty. Endonukledza Alul tyto izolaty
nestépila.

Tab. 12: Velikosti stépnych fragmentii (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

Cislo
izolatu
131 390 | 280+90 | 190+180 | 290+150 | n 290
151 390 | 280+90 | 190+180 | 290+150 | n 290

PCR | Haelll Hinfl Tagl Alul | Msel

Obr. 29: Ukdzka stépeni PCR produktii s délkou fragmentu 390 bp restrikcni endonukledzou
Hinfl
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4.1.2.5 Amplikony s délkou fragmentu 450 bp

Amplikony s délkou PCR fragmenti 450 bp byly naStépeny vSemi endonukledzami.
Endonukledzou Alul byly vSechny izolaty naStépeny na dva fragmenty o stejné velikosti, coZ
naznacuje Ze se jednd o jeden rod kvasinky. Ostatni endonukledzy vSak Stépily tyto izolaty
odliS$né a z toho lze usoudit, Ze tato skupina obsahuje dva druhy kvasinky.

Tab. 13: Velikosti stépnych fragmentii (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

Cislo )
. PCR | Haelll Hinfl Taql Alul Msel
izoldtu
183 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360450
39 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
40 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
61 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
43 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
44 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
45 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
52 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
60 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
112 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
116 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
144 450 | 310490 | 260+115+105 190+160+60 410450 360+50
69 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
190 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
160 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
37 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
138 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
145 450 | 390490 250+210 180+140+90+75 | 410+50 | 290+120+50
146 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
147 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
149 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
70 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
104 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
90 450 | 390490 250+210 180+1404+90+75 | 410+50 | 290+120+50
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61183 43 44 45 52 190 70 10490 160 37

Obr. 30: Ukdzka Stépeni restrikcni endonukledzou Tagl. Na obrdzku vievo jsou videét
fragmenty po Stépeni prvni skupiny PCR produktii. Na obrdzku vpravo jsou fragmenty po
stépeni druhé skupiny PCR produkt. Délka PCR fragmentit obou skupin je 450 bp.

4.2 Analyza typovych kvasinek

Identifikace izolovanych kvasinek probihd porovndnim s typovymi kvasinkami. Byla
provedena restrik¢ni analyza dalSich 12ti typovych kvasinek, ¢imZ byla rozsifena stdvajici
databdze typovych kvasinek.

Mikroorganismy pochézely ze sbirky kultur kvasinek CCY z ChU SAV v Bratislavé.
(Tab.14)

Tab. 14: Seznam typovych kvasinek

Pracovni oznaceni | 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 | Cystofilobasidium | infirmo-miniatum

s99 41-11-2 Pichia Sfluxuum
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 21-22-10 Torulaspora delbrueckii
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4.2.1 Izolace DNA typovych kvasinek a jeji amplifikace metodou PCR

DNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu UltraClean™ Microbial DNA Izolation Kit.
Postup byl stejny, jako pti izolaci DNA z vinnych kvasinek. Vyizolovand DNA byla
podrobena PCR reakci a naamplifikované DNA byly elektroforeticky detekovany. (Obr. 31)

$96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103 NK

s104 s105 s106 s107 NK

e e o —/ -
.'._--_

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

Tab. 15: Velikosti fragmentit PCR produktii typovych kvasinek v bp

Pracovni | Fragment Pracovni | Fragment
oznaceni PCR oznaceni PCR
s99 500 s102 880
s96 550 s103 880
s101 550 s104 880
s97 650 s105 880
s98 660 s106 880
s100 650 s107 800

4.2.2 Restrikéni analyza DNA typovych kvasinek
Naamplifikované vzorky byly preciStény a podrobeny restrikéni analyze, kterd byla
provedena sedmi restrikénimi endonukledzami: Haelll, Hinfl, Taql, Alul, Msel, Hhal a Hpall.

Restrikéni analyza endonukledzami Hhal a Hpall byla provedena pouze pro doplnéni
databéze typovych kvasinek.

4.2.2.1 Amplikony s délkou fragmenti 550 a 500 bp

Délka fragmentd 550 bp patii typovym kvasinkam Issatchenkia orientalis (s96),
Issatchenkia occidentalis (s101). Fragment 500 bp ndlezi druhu Pichia fluxuum (s99).
Kvasinka druhu Pichia fluxuum (s99) byla naStépena pouze tfemi restrikénimi
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endonukledzami. Endonukledzami Haelll a Alul tento druh kvasinky nebyl naStépen.

Kvasinky druhu Issatchenkia orientalis (s96) a Issatchenkia occidentalis (s101) byly
naStépeny vSemi endonukledzani.

Tab. 16: Velikosti stépnych fragmentii (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

Pracovni

oznaceni
s96 550 | 400+100 | 240+170+150 | 250+120+70 | 380+140 500+20
s101 550 | 400+100 | 240+170+150 | 230+120+80 | 380+150 500+20

s99 500 n 240+240 270+190+80 n 220+1204+90+60

PCR | Haelll Hinfl Taql Alul Msel

s96 s99 s101 s99 s101

Obr. 32: Ukdzka stépeni DNA typovych kvasinek endonukledzami Tagl (vlevo) a Haelll
(vpravo)

4.2.2.2 Amplikony s délkou fragmentii 650 a 660 bp

Délky fragmenti 650 a 660 bp patii typovym kvasinkam druhu Cystofilobasidium
bisporidii (s97), Cystofilobasidium infirmo-miniatum (s98) a Sporobolomyces roseus (s100).
Druhy Cystofilobasidium bisporidii (s97) a Cystofilobasidium infirmo-miniatum (s98) byly
naStépeny vSemi restrikénimi endonukledzami. Druh Sporobolomyces roseus (s100) nebyl

naStépen endonukledzou Haelll. Ostatni endohukleazy jej Stépily na dva aZ Ctyii fragmenty
(viz. Tab. 18).

Tab. 17: Velikosti stépnych fragmentii (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

Pracovni

. .| PCR Haelll Hinfl Taqgl Alul Msel
oznadeni

s97 650 | 4204220 360+220+70 2404190470 | 4504220450 | 200+160+120
s98 660 | 450490470 | 29042104190 | 2304200490470 | 4804220450 2704100
s100 650 n 220+130+1004+50 4404150 420450
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s97 s98 s100

Obr. 33: Ukdzka stépeni DNA typovych kvasinek endonukledzami Haelll (vlevo), Hinfl
(uprostied) a Alul (vpravo)

4.2.2.3 Amplikony s délkou fragmentu 880 a 800 bp

Amplikony s délkou fragmentd 880 bp patii typovym kvasinkam Saccharomyces
pastorianus (s102, s103), Saccharomyces uvarum (s104, s105) a Saccharomyces paradoxus
(s106). Druh Torulaspora delbrueckii (s107) ma délku fragmentu 800 bp. Amplikony byly
naStépeny Ctyfmi endonukledzami na dva az Ctyfi fragmenty. Endonukledzou Haelll tento
druh naStépen nebyl. Druhy S. pastorianus (s102, s103), S. wuvarum (s104, s105) a S.
paradoxus (s106) byly naStépeny vSemi vybranymi endonukledzami. Druhy S. uvarum (s104,
s105) a S. paradoxus (s106) byly totoZné Stépeny tfemi endonukledzami, k rozdilnému Stépeni
doslo u endonukledz Haelll a Hinfl.

Tab. 18: Velikosti stépnych fragmentii (v bp) ziskanych po restrikcni analyze

Pracovni

oznacCeni
s102 880 | 320+240+180+140 | 360+120+50 | 300+280+140+100+60
s103 880 | 320+240+180+140 | 360+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+120 | 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

PCR Haelll Hinfl Taql

58



Tab. 18: Pokracovdni

Pracovni

oznacCeni
s102 880 | 800+80 | 210+180+120+100+80+50+20
s103 880 | 800+80 | 210+180+120+100+80+50+20
s104 880 | 800+80 | 210+180+120+100+80+50+20
s105 880 | 800+80 | 210+180+120+100+80+50+20
s106 880 | 800+80 | 210+180+120+100+80+50+20
s107 800 | 600+110 210+160+140+120

PCR Alul Msel

$104 s105 s106 s107 s105 s107

s102 s103

Obr. 34: Ukdzka stépeni DNA typovych kvasinek endonukledzami Msel (vlevo) a Tagl
(vpravo)

4.3 Taxonomické zarazeni vyizolovanych kvasinek

K zafazeni a urCeni kvasinek vyizolovanych z bobuli a moStu vinné révy byly pouZity
nove zpracované typové kvasinky a typové kvasinky, které byly zpracovdny v ramci minulych
diplomovych praci.

Vzorky €. 1, 4, 12, 13, 15, 20, 122, 140, 141, 143, 171 a 177 s délkou PCR fragmentu
880 bp, byly prokazateln¢ urCeny jako rod Saccharomyces. Druhové se je vSak zafadit
nepodafilo, protoze ndmi zvolené restrikéni endonukledzy Stépily vSechny vzorky na stejné
fragmenty. Vzorky €. 128, 136 a 160/2, které mély délku PCR fragmentu 750 bp, byly uréeny
jako rod Hanseniaspora. Pouzitim enzymu Haelll a srovnanim s typovymi kvasinkami bylo
mozné tyto kvasinky zatadit i druhové, protoze enzym Haelll je nestépi. MazZeme tedy fici, Ze
se jednd o druh Hanseniaspora uvarum. Vzorky (C. 156, 161 a 97) s délkou PCR fragmentu
620 bp byly urceny jako rod Rhodotorula. 1 zde bylo moZzné zafadit tyto kvasinky druhoveé a
to srovndnim s typovymi kvasinkami a opét diky enzymu Haelll, kterym nebyly Stépeny. Jde
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tedy o druh Rhodotorula glutinis. Vzorky (24 vzorka) s velikosti PCR fragmentu 450 bp, byly
urc¢eny jako rod Pichia. Porovnanim s typovymi kvasinkami bylo zjiSténo, Ze se jednd o dva
druhy, a to Pichia membranifaciens a Pichia fermentans. Vzorky €. 131 a 151 s velikosti PCR
fragmentu 390 bp byly zafazeny jako rod Metschnikowia. Pfi porovnani s délkami
restrikénich fragmentl typovych kvasinek bylo zjisténo, Ze se jedna o druh Metschnikowia
pulcherrima.

Tab. 19: Souhrnnd tabulka zarazenych kvasinek vyizolovanych z bobuli

E;Z%ZE} Fril)%:n;nt 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 pulcherrima

Tab. 20: Souhrnnd tabulka zarazenych kvasinek vyizolovanych z vinného mostu

den odbéru lelrjcl;’(tf;w fralfggnt Druh (Rod) kvasinky

1.den 37 450 Pichia fermentans
1.den 39 450
1.den 52 450 Pichia membranifaciens
1.den 116 450
1.den 4 880

Saccharomyces sp.
1.den 171 880
2.den 45 450
2.den 144 450 Pichia membranifaciens
2.den 183 450

60



Tab. 20: Pokracovdni

4.den | 131 | 390 | Metschnikowia pulcherrima
4.den | 60 | 450
4.den | 61 | 450 | Pichia membranifaciens
4.den | 112|450
4.den | 122 | 880
4.den | 177 | 880
8.den | 40 | 450
8.den | 44 | 450

Saccharomyces sp.

Pichia membranifaciens

8.den | 13 | 880 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
31.den | 20 | 880 Saccharomyces sp.
42.den | 140 | 880
52.den | 141 | 880

4.4 Dendrogram kvasinek izolovanych z vina

Dendrogram pro analyzované vzorky byl vytvofen pouZitim programu BioNumerics.
Dendrogram byl sestaven na zdkladé UPGMA klastrové analyzy a jako kritérium podobnosti
byly zvoleny Pearsonovy koeficienty.

Z dendrogramu (Obr. 39) lze vycist, Ze ndmi vyizolovanych 44 kvasinek z bobuli a mostu
vinné révy bylo, pomoci vybranych péti endonukledz, rozdéleno do Sesti skupin. Déle je vidét,
Ze pomoci zvolenych enzymil bylo mozné druhové zaradit nejpocetnéjsi skupinu kvasinek
rodu Pichia. KdezZto kvasinky identifikované jako rod Saccharomyces (vzorky s €. 177, 141,
171, 143, 140, 122, 20, 13, 15, 4, 1) se témito endonukledzami druhové zatfadit nepodafilo.

61



k=nEinw Alul Haslll Hini Mozl Tagl

I I I [0l [ I I 7 SERZ

4|:I: I I I [ 1l Il I I 1 =a
I I I [0l [ I I = =Esz

I I [T I I [ n | 1w =8o
I I Il I I [ 1 1«1 =8n3

— I I Il I I [ n rr 1w =an
I I Il I I [ n 1 13 =8
I I Il I I [ 1 1o =8nz

I I [ I I [ n 1] = ==a
I I [T I I [ n (| =" =8mo

I I Il I I [ nrr 13 =8

I I [ I I [ n 1 = =sm

I I Il I I [ nrr 1= ==

I I Il I I [ n rr + Bal

I I Il I I [ n rr =Ef

' I 1 Il I I =1 =En

I I I I [ | ™= =80

I I I I I (I (1] = =88

I I I I I [ [ 11 |+ =Emn

] I I I I I (I (1 @ =e82

I I I I I [ [ = =esz

I I I I I [ [ = =an

I I I I I [ [ = =682

I I I I [l (. I

I I I I I [ [11] 1= =e8z

I I I I I (I [1]] 145 SERT

I I I I I [ [11] s =E:

| I I I I I (I [1]] 1 SERT
I I I I I [ [ = =en

I I I I [l I I [l | 1+ =8E

I I I I I I I [1 [ 1ns =8m

I I I I I I I [ |1z =84a

I I I I (| I I I 1= =an

I I I I I I I 1= =84a

I I I I (| I I I s =8e

] I I I I I I I [ |4 =B
I I I I I I I I

I I I I (| I I I 1= =an

I I I I (| I I I 1= =emn

I I I I I I I M |= =ac

I I I I (| I I I 15 =88

I [ I Il I [ 1 st SERZ

4'_7[ I I I (I I I 1 | 151 =ER2
[ [ | 155 =EBA

Obr. 35: Dendrogram genetické podobnosti analyzovanych kvasinek sestaveny
na zdkladé vysledkit RFLP — pro enzymy Alul, Haelll, Hinfl, Msel a Taql.

4.5 Alkoholova tolerance

Test na alkoholovou toleranci byl proveden u Sesti vybranych druht kvasinek,
vyizolovanych z moStu a bobuli vinné révy. Alkoholova tolerance byla sledovdna po dobu
240ti hodin pfi koncentraci ethanolu 1 %, 4 %, 8 %, 12 % a 16 %. VSechny namé&fené
hodnoty jsou uvedeny v samostatnych tabulkdch ke kazdému vzorku a souhrnnd tabulka je
uvedena v pfiloze 3. Prubéh rastu bun€k jednotlivych kvasinek je znazornén v grafech.
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4.5.1 Rod Saccharomyces

Z grafu (Obr. 36) je patrné, Ze tato kvasinka byla schopna Zivota i pfi koncentraci ethanolu
12 %. Kvasinka byla nejvice schopnd rozmnoZovani pfi koncentraci ethanolu 1 %, kdy po
24 hod. vyrazné vzrostla absorbance a po 72 hod. kultivace se jeji narast ustalil. Stejny prubéh
rastu byl i pfi koncentraci ethanolu 4 %. V médiu s obsahem 8 % ethanolu byl nartist bunék
této kvasinky velmi pozvolny a opét po 72 hod. kultivace se jeji narast ustalil. Ve smési, ktera
obsahovalo 12 % ethanolu, tato kvasinka narostla aZ po 72 hod. kultivaci. Dalsi vyss§i narast
byl po 120 hod. kultivace, poté se rust téméf zastavil. Pfi 16% koncentraci ethanolu i tato
kvasinka pfeZivala, ale ve velmi malém poctu.

Tab. 21: Namérené hodnoty absorbance pro vzorek ¢. 140

obj.% absorbance

EtOH| 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120h | 144h | 168h [ 192h
1 0,016 | 0,444 | 0,504 | 0,672 | 0,684 | 0,692 | 0,684 | 0,684 | 0,684
4 0,015 | 0,456 | 0,516 | 0,696 | 0,708 | 0,698 | 0,708 | 0,708 | 0,709
8 0,013 | 0,207 | 0,420 | 0,588 | 0,600 | 0,600 | 0,624 | 0,636 | 0,636
12 | 0,016 | 0,037 | 0,053 | 0,246 | 0,294 | 0414 | 0,432 | 0432 | 0,432
16 0,015 | 0,016 | 0,017 | 0,016 | 0,016 | 0,017 | 0,015 | 0,017 | 0,017

0,8

§ —— 1%
5 —8— 4%
S 8%
< 12%
—*%— 16%
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 schopnd Zivota pfi koncentraci ethanolu 1 % a 4 %. Ve smési
s obsahem ethanolu 1 % byl narast bunék hned po 24 hod., poté se zvySoval jen malo a dalsi
narast byl zaznamendn po 168 hod. kultivaci. Pfi koncentraci ethanolu 4 % byl zaznamenan
vySS8i narast bunék po 24 a 48 hod., poté byl jejich narast velmi pozvolny. Pfi koncentracich
ethanolu 8 %, 12 % a 16 % se da fict, Ze tato kvasinka byla schopna pouze pieZivat.
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Tab. 22: Namérené hodnoty absorbance pro vzorek ¢. 136

obj.% absorbance
EtOH| 0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120h | 144h | 168h | 192h
1 0,009 | 0,180 | 0,180 | 0,186 | 0,186 | 0,198 | 0,204 | 0,228 | 0,228
4 0,010 | 0,109 | 0,156 | 0,156 | 0,156 | 0,159 | 0,171 | 0,170 | 0,171
8 0,009 | 0,011 | 0,012 | 0,012 | 0,012 | 0,009 | 0,009 | 0,011 | 0,012
12 0,010 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,008 | 0,009 | 0,009 | 0,009
16 0,008 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,007 | 0,007 | 0,008 | 0,009 | 0,008
o —o— 1%
= . 4%
®
.e 8%
2 o
a 12%
< —%— 16%
0,00 X X X: X S —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 restrikéni analyzy bylo zjiSténo, Ze byly vyizolovdny dva druhy kvasinek
rodu Pichia. To bylo potvrzeno i testem na alkoholovou toleranci, kdy kazdy druh této
kvasinky byl jinak odolny vuci etanolu.

Z grafu kvasinky s €. 60 je vidét, Ze byla schopnd Zivota pti koncentracich ethanolu 1 %,
4 % a 8 %. Pri koncentraci 1 % byl nartist bunék po 24 hod. kultivace a dalsi velky skok byl
po 48 hod. kultivace, poté se mnoZstvi bun€k této kvasinky zvySovalo jen mdlo. Velmi
podobny prabéh nardstu byl i v médiich s koncentraci ethanolu 4 % a 8 %. V roztocich
s koncentraci ethanolu 12 % a 16 % kvasinky nerostly.

Tab. 23: Namérené hodnoty absorbance pro vzorek ¢. 60

obj.% absorbance

EtOH| O0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120h | 144h | 168h | 192h
1 0,013 | 0,071 | 0,165 | 0,180 | 0,186 | 0,198 | 0,210 | 0,219 | 0,219
4 0,011 | 0,048 | 0,102 | 0,132 | 0,132 | 0,147 | 0,159 | 0,159 | 0,165
8 0,011 | 0,025 | 0,051 | 0,077 | 0,084 | 0,088 | 0,111 | 0,117 | 0,123
12 | 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,011 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,009 | 0,008
16 0,010 | 0,010 | 0,008 | 0,009 | 0,010 | 0,008 | 0,009 | 0,008 | 0,008
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Obr. 38: Graf alkoholové tolerance vzorku ¢. 60
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Z grafu kvasinky €. 149 vyplyv4, Ze byla schopnd Zivota pouze pfi koncentracich ethanolu
1 % a4 % a tudiz byla mén¢€ odolna vuci ethanolu, nez ptedchozi kvasinka s ¢. 60. V obou
piipadech byl narast bunék nejvyssi po 24 a 48 hod. kultivace, poté mnozstvi bunék nartstalo
velmi pozvolna. V médiich s obsahem ethanolu 8 %, 12 % a 16 % bylo mnoZstvi bun¢k
kvasinky rodu Pichia minim4lni.

Tab. 24: Namérené hodnoty absorbance pro vzorek ¢. 149

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

¢as (hod)

Obr. 39: Graf alkoholové tolerance vzorku c. 149

obj.% absorbance
EtOH| 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120h | 144h | 168h | 192h
1 0,011 | 0,084 | 0,162 | 0,162 | 0,186 | 0,198 | 0216 | 0,222 | 0,222
4 0,011 | 0,068 | 0,126 | 0,132 | 0,150 | 0,168 | 0,180 | 0,198 | 0,210
8 0,010 | 0,017 | 0,017 | 0,017 | 0,015 | 0,015 | 0,016 | 0,017 | 0,015
12 | 0,009 | 0,007 | 0,009 | 0,007 | 0,007 | 0,006 | 0,007 | 0,007 | 0,005
16 0,010 | 0,007 | 0,008 | 0,008 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,005 | 0,006
0,30 -
o 0,25 - —o— 1%
9 020 - —m— 4%
©
L 0,15 - 8%
@ 12%
a 0,10 - b
< 0,05 - —%— 16%
0,00 : : x KX X
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4.5.4 Rod Rhodotorula

Kvasinka tohoto rodu byla schopnd Zivota pouze v médiu s koncentraci ethanolu 1 %. Jeji
vyrazny narust byl zaznamenan po 120 hod. kultivace, potom bylo mnoZstvi bun€k piiblizné
stejné. Tento narust byl zptisoben adaptaci kvasinky na ethanol, protoze ethanol muze pusobit
jako stresové prostiedi. Pti koncentraci ethanolu 4 %, 8 %, 12 % a 16 % byla Zivotnost této
kvasinky minimélni.

Tab. 25: Namérené hodnoty absorbance pro vzorek ¢. 161

obj.% absorbance

EtOH| O0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120h | 144h | 168h | 192h
1 0,004 | 0,012 | 0,023 | 0,028 | 0,032 | 0,082 | 0,093 | 0,093 | 0,094
4 0,005 | 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,007 | 0,005 | 0,006 | 0,006 | 0,006
8 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,003
12 | 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,002
16 0,003 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,002

0,30 -
0,25 -
§ 0.20 | —— 1%
© —8— 4%
-g 0,15 - 8%
;§ 0,10 - N — 12%
0,05 - A / —¥— 16%

), T ——— S S T — S S
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

¢as (hod)

Obr. 40: Graf alkoholové tolerance vzorku ¢. 161

4.5.5 Rod Metschnikowia

MnozZstvi bungk této kvasinky ve vzorku vzrostlo viditeln€ po 24 hod. kultivace a poté byl
jeji narast velmi pozvolny. Tento pribéh byl zaznamenan ve vzorcich s obsahem ethanolu
1 % a4 %. Kvasinka nerostla v médiich s koncentraci ethanolu 8 %, 12 % a 16 %.
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Tab. 26: Namérené hodnoty absorbance pro vzorek ¢. 131

obj.% absorbance
EtOH| 0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120h | 144h | 168h | 192h
1 0,017 | 0,165 | 0,198 | 0,216 | 0,222 | 0,240 | 0,252 | 0,270 | 0,270
4 0,017 | 0,077 | 0,165 | 0,171 | 0,174 | 0,201 | 0,215 | 0,210 | 0,216
8 0,015 | 0,015 | 0,017 | 0,018 | 0,019 | 0,020 | 0,020 | 0,021 | 0,020
12 0,014 | 0,015 | 0,014 | 0,013 | 0,013 | 0,012 | 0,013 | 0,014 | 0,014
16 0,014 | 0,014 | 0,014 | 0,012 | 0,013 | 0,011 | 0,011 | 0,013 | 0,012
8 —— 1%
c —— 4%
©
.e 8%
2 12%
.Q o
< —*%— 16%
0,00 X ‘ *— X X X —% X
0 20 40 60 80 100 120 140 180 200
¢as (hod)

Obr. 41: Graf alkoholové tolerance vzorku ¢. 131
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5 ZAVER

Néplni této diplomové prace byla identifikace kvasinek vyizolovanych z bobuli a moStu
bilého vina Sauvignon, které bylo péstovdano podle pravidel ekologického zemé&d€lstvi.
V prvni Casti prace bylo nutné kvasinky nakultivovat a vyizolovat. Poté byla vyizolovédna
DNA jednotlivych kvasinek a to pomoci komeréniho kitu UltraClean™ Microbial DNA
Isolation Kit. Takto vyizolovand DNA byla amplifikovdna metodou PCR za pouziti sady
dvou primert ITS1 a ITS4 a dalSich potiebnych komponent. Po amplifikaci bylo ziskano pét
skupin kvasinek (o délkach fragmentt 880 bp, 750 bp, 620 bp, 450 bp a 390 bp), které byly
podrobeny restrikéni analyze. Jednotlivé vzorky pro restrikéni analyzu byly nejprve
piecCiStény, aby se odstranily neZddouci inhibitory reakce a teprve poté byla provedena
restrikéni analyza, ke které bylo pouZito pét restrikénich endonukledz, a to Haelll, Hinfl,
Tagl, Alul a Msel.

Aby bylo moZzné ziskané fragmenty DNA vyizolovanych kvasinek zaradit, byly také
analyzovany typové kvasinky, které pochdzely ze sbirky kvasinek CCY z ChU SAV
v Bratislaveé. Jejich DNA byla vyizolovdna a analyzovdna stejnym zpusobem jako DNA
kvasinek vyizolovanych z bobuli a moStu vinné révy, pficemz k restrikéni analyze, krom¢ jiz
zminénych endonukledz, byly pouzity jesté dal$i dvé restrikéni endonukledzy, kterymi byly
endonukledzy Hhal a Hpall. ProtoZe v rdmci této diplomové price bylo izolovdno pouze
12 druhd typovych kvasinek, byly vyizolované kvasinky porovnavany s typovymi
kvasinkami, které byly zpracovdny v rdmci minulych diplomovych praci.

Porovnanim vyizolovanych kvasinek s typovymi kvasinkami, po amplifikaci metodou
PCR bylo zjisténo, Ze analyzované matrice obsahovaly pét roda kvasinek: Saccharomyces,
Pichia, Metschnikowia, Rhodotorula a Hanseniaspora. Restrikéni analyzou bylo zjiSténo, Ze
se v matrici nachdzi dva druhy rodu Pichia. Porovnanim s typovymi kvasinkami bylo mozné
urcit, Ze se jednd o druhy Pichia membranifaciens a Pichia fermentans. Restrik¢ni analyzou
kvasinek rodu Saccharomyces mély vzniklé fragmenty stejné délky. Porovndnim s typovymi
kvasinkami bylo zjiSténo, Ze nékteré druhy rodu Saccharomyces se $t€pi na stejné fragmenty,
a proto nebylo mozné tento rod zafadit druhoveé. Rody Metschnikowia, Hanseniaspora a
Rhodotorula bylo mozné zatadit druhové. K porovnani byly opét pouZity typové kvasinky.
V matrici se nachdzely druhy Metschnikowia pulcherrima, Hanseniaspora uvarum a
Rhodotorula glutinis.

Jak jiz bylo popsdno vySe, kvasinky byly izolovédny z bobuli a moStu vinné révy bilého
ekologicky péstovaného vina. Na bobulich bylo nalezeno pét druhti kvasinek. Jsou to druhy
Metchnikowia pulcherrima, Pichia fermentans, Rhodotorula glutinis, Hanseniaspora uvarum
a rod Saccharomyces. Vinny moSt byl odebirdn postupné a v kazdém odbé&ru se nalezené
kvasinky trochu liSily. Kvasinka druhu Pichia fermentans byla nalezena pouze v odbéru z 1.
dne kvasného procesu, kdezto kvasinky druhu Pichia membranifaciens byly nalezeny
v odbérech z 1., 2., 4., 8. a 9. dne kvasného procesu. Druh Metschnikowia pulcherrima byl
nalezen pouze v odbéru ze 4. dne kvasného procesu a druh Hanseniaspora uvarum byl pouze
v odbéru z9. dne kvasného procesu. Rod Saccharomyces byl nalezen v kazdém odbéru,
kromé& odbéru z 2. dne kvasného procesu.

Provedenim testu na alkoholovou toleranci byla zjiSténa schopnost tolerance

N 4

vyizolovanych druhd kvasinek na ethanol. Nejvyssi tolerance na ethanol byla stanovena u

cvv s

rodu Saccharomyces, ktery byl schopen rustu i pfi koncentraci ethanolu 12 obj. %. NejniZsi
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toleranci na ethanol byl zjiStén u druhu Rhodotorula glutinis, ktery byl schopen Zivota pouze
pii koncentraci ethanolu 1 obj.%.
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9 PRILOHY
Priloha 1: Délky fragmenti DNA po restrikéni analyze vzorkl izolovanych z vina

Tabulka 1: Souhrnnd tabulka délky restrikcnich fragmentit ziskanych stépenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentu 450 bp

Cislo izolatu PCR Haelll Hinfl Taql Alul Msel
183 SEM?2 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
39 SEM1 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
40 SEM4 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
61 SEM3 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
43 SEM5 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
44 SEM4 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
45 SEM?2 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
52 SEM1 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
60 SEM3 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
112 SEM3 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
116 SEM1 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
144 SEM?2 450 310+90 260+115+105 190+160+60 410+50 360+50
69 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
190 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
160 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
37 SEM1 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
138 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
145 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
146 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
147 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
149 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
70 SEB2 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
104 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
90 SEB1 450 390+90 250+210 180+140+90+75 410+50 290+120+50
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Tabulka 2: Souhrnnd tabulka délky restrikcnich fragmentit ziskanych stépenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentu 750 bp

Cislo izolatu PCR Haelll Hinfl Taql Alul Msel
128 SEB2 750 n 350+200+160 400+170+130 280+190 250+120+100+90
136 SEMS5 750 n 350+200+160 400+170+130 280+190 250+120+100+90
160/2 | SEB2 750 n 350+200+160 400+170+130 280+190 250+120+100+90

Tabulka 3: Souhrnnd tabulka délky restrikcnich fragmentit ziskanych stépenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentu 620 bp

Cislo izolatu PCR Haelll Hinfl Taql Alul Msel
156 SEB1 620 n 280+130+110 340+220+65 390+110+90 400+90+60
161 SEB2 620 n 280+130+110 340+220+65 390+110+90 400+90+60
97 SEB2 620 n 280+130+110 340+220+65 390+110+90 400+90+60

Tabulka 4: Souhrnnd tabulka délky restrikcnich fragmentit ziskanych stépenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentu 390 bp

Cislo izolatu PCR Haelll Hinfl Taql Alul Msel
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: Souhrnnd tabulka délky restrikcnich fragmentit ziskanych stépenim amplifikované DNA s délkou PCR fragmentu 880 bp

Cislo izolatu PCR Haelll Hinfl Taql Alul Msel

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 SEMS 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+100
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+100
122 SEM3 880 |320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100
140 | SEMI2 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+100
143 SEMS5 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+100
177 SEM3 880 [320+240+180+140 370+120 290+265+145+100 820+90 230+220+130+110+100

78




Priloha 2: Délka fragmenti DNA po restrikéni analyze typovych kvasinek

Tabulka 6: Souhrnnd tabulka délky restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim amplifikované DNA typovych kvasinek

Cislo | PCR Haelll Hinfl Tagl Alul Msel Hhal Hpall
s96 | 550 400+100 240+170+155 250+120+70 380+140 500+20 230+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+70 480+220+50 270+100 270+220+110 600
s99 500 n 240+240 270+190+80 n 220+120+90+60 250+190+90 260+220

s100 | 650 n 220+130+100+50 - - 420+50 3204230 620
s101 | 550 400+100 240+170+150 230+120+80 380+150 500+20 220+180+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+20| 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+20| 370+340+140 | 720+130
s104 | 880 500+240+150 360+120 300+280+140+100+60| 800+80 [210+180+120+100+80+50+20| 340+315+130 | 720+130
s105 | 880 500+240+150 360+120 300+280+140+100+60| 800+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+20| 340+315+130 | 720+130
s107 | 800 n 420+380 400+370+40 600+110 - 320+220+140+100 -
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Priloha 3: Turbidimetricky namétrené hodnoty pro alkoholovou toleranci

Tabulka 7: Souhrnnd tabulka namérenych hodnot pro alkoholovou toleranci

. |ob).% meéreni absorbance (hod)

vzorku | EtOH 0 24 48 72 96 120 144 168 192

1 0,016 | 0,444 | 0,504 | 0,672 | 0,684 | 0,692 | 0,684 | 0,684 | 0,684

4 10,015 | 0,456 | 0,516 | 0,696 | 0,708 | 0,698 | 0,708 | 0,708 | 0,709

140 8 0,013 | 0,207 | 0,420 | 0,588 | 0,600 | 0,600 | 0,624 | 0,636 | 0,636

12 10,016 | 0,037 | 0,053 | 0,246 | 0,294 | 0,414 | 0,432 | 0,432 | 0,432

16 | 0,015 | 0,016 | 0,017 | 0,016 | 0,016 | 0,017 | 0,015 | 0,017 | 0,017

1 0,009 | 0,180 | 0,180 | 0,186 | 0,186 | 0,198 | 0,204 | 0,228 | 0,228

4 10,010 | 0,109 | 0,156 | 0,156 | 0,156 | 0,159 | 0,171 | 0,170 | 0,171

136 8 0,009 | 0,011 | 0,012 | 0,012 | 0,012 | 0,009 | 0,009 | 0,011 | 0,012

12 |1 0,010 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,008 | 0,009 | 0,009 | 0,009

16 | 0,008 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,007 | 0,007 | 0,008 | 0,009 | 0,008

1 0,013 | 0,071 | 0,165 | 0,180 | 0,186 | 0,198 | 0,210 | 0,219 | 0,219

4 10,011 | 0,048 | 0,102 | 0,132 | 0,132 | 0,147 | 0,159 | 0,159 | 0,165

60 8 0,011 | 0,025 | 0,051 | 0,077 | 0,084 | 0,088 | 0,111 | 0,117 | 0,123

12 ] 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,011 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,009 | 0,008

16 | 0,010 | 0,010 | 0,008 | 0,009 | 0,010 | 0,008 | 0,009 | 0,008 | 0,008

1 0,011 | 0,084 | 0,162 | 0,162 | 0,186 | 0,198 | 0,216 | 0,222 | 0,222

4 10,011 | 0,068 | 0,126 | 0,132 | 0,150 | 0,168 | 0,180 | 0,198 | 0,210

149 8 0,010 | 0,017 | 0,017 | 0,017 | 0,015 | 0,015 | 0,016 | 0,033 | 0,059

12 | 0,009 | 0,007 | 0,009 | 0,007 | 0,007 | 0,006 | 0,007 | 0,007 | 0,005

16 | 0,010 | 0,007 | 0,008 | 0,008 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,005 | 0,006

1 0,004 | 0,012 | 0,023 | 0,028 | 0,032 | 0,082 | 0,093 | 0,093 | 0,094

4 10,005 | 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,007 | 0,005 | 0,006 | 0,006 | 0,006

161 8 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,003

12 ] 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,002

16 | 0,003 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,002

1 0,017 | 0,165 | 0,198 | 0,216 | 0,222 | 0,240 | 0,252 | 0,270 | 0,270

4 10,017 |0,077 | 0,165 | 0,171 | 0,174 | 0,201 | 0,215 | 0,210 | 0,216

131 8 0,015 | 0,015 | 0,017 | 0,018 | 0,019 | 0,020 | 0,020 | 0,021 | 0,020

12 ] 0,014 | 0,015 | 0,014 | 0,013 | 0,013 | 0,012 | 0,013 | 0,014 | 0,014

16 | 0,014 | 0,014 | 0,014 | 0,012 | 0,013 | 0,011 | 0,011 | 0,013 | 0,012
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Priloha 4: Elektroforeogramy DNA kvasinek izolovanych z bobuli a mo$tu vinné révy po
reakci PCR a restrikéni analyze

37 39 40 97 156 161 190 128 160/2 136 NK

1 4 12 13 15 20 122 140141 143 171 177

Obrdzek 1: Elektroforetické rozdéleni fragmentii po amplifikaci metodou PCR
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131 61 138 145 146 147 149 151 183 69 NK

70 104 90 43 44 45 52 60 112 116 144 160

Obrdzek 2: Elektroforetické rozdéleni fragmentii po amplifikaci metodou PCR



1 4 12 13 15 20122140 141 143 171 177 128 136 160/2 122 136

156 161 97 61 138 145 146 147 149183 69 190 131151 161 146 131

37 39 40 70 104 90 43 44 45 52 60 112 116 144 160

Obrdzek 3: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktu endonukledzou Haell
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1 4 12 13 15 20 122140 141 143 171 177 128 136 160/2 122 136

61 183 43 44 45 52 60 112 116 144 39 40 156 161 97 61 156

138 145 146 147 149 69 190 70 104 90 160 37 131 151 145 15

Obrdzek 4: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktu endonukledzou Hinfl



1 4 12 13 15 20 122 140 141143 171 177 128 136 160/2 122 136

61 183 43 44 45 52 60 112 116 14439 40 156 161 97

138 145 146 147 149 69 190 70 104 90 160 37 131 151 145 151

Obrdzek 5: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktut endonukledzou Tagl
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4 12 13 15 20 122140 141 143 171 177 128 136 160/2 122 136

61 183 43 44 45 52 60 112116 144 39 40 156 161 97
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138 145 146 147 149 69 190 70 104 90 160 37 131 151 145 151

Obrdzek 6: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktit endonukledzou Alul



1 4 12 13 15 20 122140 141 143 171 177 128 136 160/2 122 136

61 183 43 44 45 52 60 112 116 144 39 40 156 161 97

138 145 146 147 149 69 190 70 104 90 160 37 131 151 145 151

Obrdzek 7: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktu endonukledzou Msel
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Priloha 5: Elektroforeogramy DNA typovych kvasinek po reakci PCR a restrikéni analyze

$96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103 NK s104 s105 s106 s107 NK

M

Obrdzek 8: Elektroforetické rozdéleni fragmentii po amplifikaci metodou PCR

$96 s97 s98 599 s100 s101 s102 s103 $96 97 $98 s99 s100 s101 s102 s103

Obrdzek 9: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktit endonukledzami Alul (vlevo) a Hhal
(vpravo)
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$96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103 96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103

Obrdzek 10: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktit endonukledzami Haelll (vievo) a
Hpall (vpravo)

s96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103 $96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103

Obrdzek 11: Elektroforeogramy po stépeni PCR produktit endonukledzami Hinfl (vlevo) a
Tagl (vpavo)
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$96 s97 s98 s99 s100 s101 s102 s103

Obrdzek 12: Elektroforeogram po stépeni PCR produktit endonukledzou Msel

Msel Taql Haelll

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

Obrdzek 13: Elektroforeogram po stépeni PCR produktit endonukledzami Msel, Taql, Haelll
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Hhal Alul Hinf1

$s104 s105 s106 s107 s104 s105 s106 s107 s104 s105 s106 s107 s105 s107

Obrdzek 14: Elektroforeogram po stépeni PCR produktit endonukledzami Hhal, Alul, Hinfl
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