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ABSTRAKT

Predlozena diplomova praca je zamerana na vyuzitie techniky DGGE v analyze
a identifikacii vybranych druhov mikroorganizmov. PCR-DGGE je metddou, ktora umoziuje
priamu charakterizaciu mikrobialneho spoloc¢enstva v prirodzenom prostredi, tzn. bez potreby
kultivacie. Literarny prehl'ad sa venuje principu metddy, su¢asnym aplikaciam i limitacnym
faktorom.

V experimentalnej Casti prace bola izolovana mikrobidlna DNA, ktord bola pouzita ako
templat pre reakciu PCR. S pouzitim univerzalnych eukaryotickych primerov bola
amplifikovana D1/D2 oblast’ 26S rDNA. Zvolena bola modifikacia PCR vyuzivajica vonkajsi
a vnutorny par primerov — nested PCR vyznacujiica sa vysSou citlivostou a Specifitou.
Ziskané amplikony (asi 250 bp) boli d’alej separované technikou DGGE.

Vlastna analyza vybranych mikrobidlnych druhov metédou DGGE bola uskuto¢nend po
optimalizdcii zakladnych parametrov (predovSetkym rozsah denaturaéného gradientu
a celkovy cCas separacie). Vzajomné rozliSenie medzi jednotlivymi druhmi kvasiniek napriek
optimalizacii nebolo mozné, ked’ze kazdy referenény druh bol reprezentovany niekolkymi
fragmentmi DNA v tych istych poziciach.

V zavere prace je diskutovany DGGE profil ziskany z redlnych vzoriek mustu vinnej révy.
Pritomné z6ny naznacuju pritomnost predovsetkym apikulatnych kvasiniek, v malej miere
kvasinkového mikroorganizmu A. pullulans a pravdepodobne sacharomycétnych kvasiniek.
Technika ostava otvorena d’alSej optimalizacii, najmi ¢o sa tyka podmienok polymerazovej
ret'azovej reakcie.

KLCUCOVE SLOVA
mikrobialna diverzita, PCR, DGGE, rDNA, kvasinky, must



ABSTRACT

Presented diploma thesis is focused on use of DGGE to analysis and identification of
selected microorganisms. PCR-DGGE is a method that allows direct characterization of the
microbial community in the natural environment without necessity of cultivation. A literature
review is devoted to the principle of the method, current applications and its limitations too.

In experimental part microbial DNA was isolated and used as a template for PCR reaction.
Microbial DNA was then amplified using the universal eukaryotic primers that target the
D1/D2 domain of the 26S subunit of ribosomal DNA. To improve specificity and sensitivity
of detection nested PCR was chosen using outer and inner primer pairs. Generated amplicons
(250 bp) were consequently separated by DGGE.

The analysis of selected microorganisms by DGGE technique was performed after
optimization of electrophoresis conditions (in particular the denaturing gradient extent and
separation time). Despite the optimization, mutual differentiation among individual yeast
strains was not possible since each reference strain was represented by several bands in the
same positions.

In conclusion DGGE profile obtained from wine musts is discussed. Present bands suggest
the major presence of non-Saccharomyces yeasts, yeast-like strain A. pullulans is present in
the minority and Saccharomyces yeasts are probably present too. The technique remains open
for further optimization, particularly as regards the conditions of polymerase chain reaction.
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microbial diversity, polymerase chain reaction, DGGE, rDNA, yeasts, wine must
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1 UVOD

Kvasinky a mikroorganizmy vSeobecne su Casto klasifikované na zéklade morfologickych,
fyziologickych a biochemickych vlastnosti. Tradicnd metodologia zahfiia cca 60 az 90
roznych testov, proces identifikacie je zlozity a Casovo naro¢ny. V niektorych pripadoch
mozu byt ziskané vysledky neisté a niest’ pripadné chyby. Najvacsim obmedzenim tradi¢nych
kultiva¢nych pristupov je nedostatok vedomosti ohl'adom realnych podmienok, pri ktorych
vacSina mikroorganizmov rastie v ich prirodzenom prostredi. Odhaduje sa, ze az 99 %
vSetkych mikroorganizmov v prirode nie je mozné izolovat' ako ¢isté kultary. Sucasnym
trendom je preto zlepSenie a zjednodusenie metod identifikacie.

Zasadnu zmenu v $tudiu mikroorganizmov umoznilo zavedenie molekularno-biologickych
metod, ktoré sa uplatnuju v identifikécii a analyze 1 nekultivovatenych druhov. Pozornost’ je
v tomto smere zamerand najmi na ribozomalnu DNA, kedZe ide o vysoko konzervativny
usek gendmu, ktory obsahuje aj variabilné sekvencie. Pre Stidium eukaryotickych
spolocenstiev sa S vyhodou vyuziva amplifikacia velkej podjednotky (26S) rRNA, konkrétne
génov kodujucich D1/D2 domény tejto podjednotky.

Doélezitym pojmom pri analyze mikroorganizmov v redlnych vzorkdch potravin je
mikrobidlna diverzita. Techniky genetického fingerprintu poskytuju profil (odtlacok)
genetickej diverzity mikrobidlneho spolo¢enstva na zaklade fyzickej separacie nukleovych
kyselin jednotlivych druhov. VSeobecny postup zahffia izolaciu nukleovej kyseliny,
amplifikaciu génov kodujucich velkl ribozomalnu podjednotku 26S rRNA, a napokon
analyzu PCR produktov konkrétnou metédou. Spomedzi tychto technik je najviac pouZivanou
denatura¢na gradientova gélova elektroforéza.

Denaturacnd gradientova gélova elektroforéza (DGGE) je metdda, ktora sluzi na detekciu
uz jednonukleotidovych zamen v molekule DNA. Principom je separdcia amplifikovanych
fragmentov rDNA s rovnakou ¢i podobnou velkost'ou (najviac 500 bp), majucich vSak roznu
sekvenciu. Separacia je zalozena na klesajucej pohyblivosti fragmentov v polyakrylamidovom
géli s rastucim linearnym gradientom denaturantov (zmes mocoviny a formamidu). Jednou
Z prednosti metody je rychla analyza zlozenia, ako aj sledovanie vyvoja mikrobidlneho
spoloCenstva v Case €i priestore. Pre ziskanie plnohodnotného profilu mikrobidlnej komunity
je vyhodné metody molekularnej biologie zaroven doplnit’ tradiénymi technikami kultivacie.

Cielom diplomovej prace je zavedenie techniky DGGE do laboratoria UCHPBT. Praca
vychédza z literarnej reSerSe zameranej na princip a aplikdcie metddy, ako aj na vybrané
mikroorganizmy. Hlavnou népliiou experimentalnej Stidie je optimalizdcia metody pre
kvasinky, pripadne pre mikroskopické huby. Rovnako je diskutovany i DGGE profil ziskany
z vhodnych realnych vzoriek — mustu vinnej révy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky a kvasinkovité mikroorganizmy

Kvasinky st heterotrofné eukaryotick¢é mikroorganizmy, ktoré netvoria jednotnu
taxonomicka skupinu. Systematicky sa zarad’uji medzi nizSie huby (Fungi). Podl'a spdsobu
pohlavného rozmnoZovania patria niektoré znich medzi askomycéty, iné medzi
bazidiomycéty (sthrnne su oznaCované ako teleomorfné kvasinky). U niektorych vsak
pohlavné rozmnozovanie nie je zname, tie sa zaraduji medzi deuteromycéty. Taxonomia
dalej rozliSuje tzv. kvasinkovité mikroorganizmy — organizmy so zlozitejSim Zzivotnym
cyklom, v ktorom ma vSak vyrazné zastipenie faza kvasinkova, kedy sa mikroorganizmus
rozmnozuje v jednobunkovej forme puc¢anim [1][2].

Kvasinky mozno charakterizovat’ ako zvédcsa jednobunkové organizmy, rozmnozujlice sa
prevazne pucanim a spracovavajuce zdroje uhlika zvycajne kvasenim. Niektoré kvasinky vSak
pri uréitych podmienkach moézu vytvarat mycélia priechradkovym delenim a moézu tak
existovat’ i vo viacbunkovej forme. Existuju tiez kvasinky, ktoré nie st schopné fermentacie
a zdroje uhlika a energie tak spracovavaji vylu¢ne oxidativnou cestou [2].

2.1.1 Morfoldgia kvasiniek

Kvasinky st mikroskopické organizmy. St vSak vicSie ako bunky bakteridlne, v dlh§om
rozmere zvy&ajne dosahuju dizku 3 — 15 um [2].

Najbeznejsim tvarom kvasinkovej bunky je rotacny elipsoid, bezny je tiez gulaty tvar.
Existuju vsak aj kvasinky, ktorych bunky maji dlhy pretiahnuty, citronovity, valcovity ¢i
trojuholnikovity tvar. Dnes je zname, ze ich tvar nie je stily a v Cistej kulture sa meni
Vv zavislosti na $tadiu vyvoja a podmienkach kultivacie [1][2].

2.1.2 RozmnozZovanie kvasiniek

2.1.2.1 Nepohlavné (vegetativne) rozmnozovanie

Vo velkej miere suvisi tvar bunky so spdsobom vegetativneho rozmnozovania. Prevazna
vicsina kvasiniek sa rozmnozuje pucanim buniek, su vSak aj kvasinky, ktoré sa podobne ako
baktérie rozmnozuju jednoduchym zaskrtenim, delenim [1][2].

Niektoré rody ¢1 kmene kvasiniek vytvaraji pretiahnuté bunky, ktoré pucia iba na pdloch
a ostavaju spojené v dlhé zaskrtené vlakna — tzv. pseudomycélium oznacované tiez ako
nepravé hyfy. Iné rody kvasiniek tvoria pravé mycélium — vlakno vznikajice prieCnym
delenim pretiahnutych buniek [1].

2.1.2.2 Pohlavné (sexudlne) rozmnoZovanie

Okrem vegetativneho rozmnoZovania je u mnohych kvasiniek zndmy 1 pohlavny sposob,
vysledkom ktorého st pohlavné spory:
e endospory (askospory) su umiestnené vo vrecku (asku), mo6zu mat rézny tvar
(gulovity az elipsoidny, vretenovity, saturnovity, kosacikovity, oblickovity a pod.),
e exospory (bazidiospdry) st umiestnené na vonkajsej strane sporotvornych buniek
[1].
Pre zakladné rozliSenie askomycét a bazidiosporogénnych kvasiniek sa pouZiva test
schopnosti produkovat’ ureazu ¢i farbenie narastu biomasy diazéniovou modrou [2].
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2.1.3 Rody tvoriace askospory, trieda Ascomycetes

Ide o0 nepigmentované kvasinky tvoriace endospéry, ktorych bunkova stena obsahuje
najmd glukdn a manan. Neprodukuju uredzu, sacharidy mozu, ale i nemusia skvasovat’, ich
bunky nie je mozné ofarbit’ diazéniovou modrou [3].

Do triedy Ascomycetes patria predovSetkym kvasinkové druhy pouzivané ako priemyselné
kvasinky. Technologicky najddlezitej$§im je rod Saccharomyces. Zastupcovia tohto rodu st
schopni skvasovat’ nickol'’ko cukrov, nikdy vSak nevyuzivaja laktézu ako zdroj uhlika. Tvoria
zvicsa kratke elipsoidné, vajcovité ¢i pretiahnuté bunky [4].

NajvyznamnejSim druhom je Saccharomyces cerevisiae, ktora sa uplatiiuje ako pekarska,
pivarska, liehovarskd a vinarska kvasinka. Zaroven sliuzi ako modelovy mikroorganizmus
pre biochemické ¢i genetické Stadie a je tak najviac preStudovanou kvasinkou [4].

Medzi ostatné rody tvoriace askospory sa zarad’uju: Debaryomyces, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Yarrowia ¢i Pichia [4].

2.1.4 Bazidiomycétne kvasinky

Do triedy Basidiomycetes sa zaraduju pigmentované kvasinkovit¢ mikroorganizmy
vyznacujuce sa tvorbou exospor, produkciou uredzy, vyfarbovanim biomasy diazéniovou
modrou do ¢ervena a vysokym obsahom G+C v DNA. Bunkova stena tychto kvasiniek je
tvorena najmd chitinom a mananom, sacharidy spravidla neskvasuju, iba vo vynimocnych
pripadoch moéze prebiehat’ slabé kvasenie [3].

Medzi bazidiomycéty patria napriklad rody Rhodosporidium, Rhodotorula, Cryptococcus,
Sporidiobolus a dalsie. Pomerne Sirokou a vyznamnou skupinou su Cervené kvasinkovité
organizmy vyznacujuce sa produkciou latok karotenoidnej povahy. Bunky i celé kolonie tak
ziskavaju zIty, oranzovy az syto-ruzovy farebny nadych [4].

2.1.5 Rody, u ktorych nie je znama tvorba pohlavnych spor

Tieto rody sa zvykli oznaovat’ ako nepravé kvasinky, v sucasnosti nesi pomenovanie
Fungi imperfecti [1].

Najpocetnejsi je rod Candida, ktory tvoria ako druhy nekvasiace, tak aj druhy so silnymi
kvasnymi schopnostami. Niektoré z nich slizia pre pripravu kfmneho drozdia vyrdbaného
z melasy a inych odpadovych materidlov (najviac vyuzivany pre tento el je druh Candida
utilis). Existuju v8ak aj druhy, ktoré su patogénne a teda pre ¢loveka nebezpecné. Spdsobuju
ochorenia zname ako kandidozy, a to najméa koze a nechtov, ojedinele i vnutornych organov
a sliznic [4].

2.2 Vybrané kvasinkové rody
2.2.1 Rod Rhodotorula

Ide o ubikvitné, celosvetovo rozsirené kvasinky. Mozno ich izolovat zo vzduchu, pody,
sladkej i slanej vody, z povrchu rastlin, ale i roznych organov Zivo¢isnych organizmov. Lahko
sa kultivuju, st nenaro¢né na zivotné podmienky, Casto sa rozmnozuju i v podach bez zdroja
dusika a ich identita sa dobre dokazuje uz pre ich ¢ervent pigmentaciu spdsobent pritomnymi
karotenoidmi. Obdobne su charakterizované i kvasinky rodu Cystofilobasidium, ktoré sa,
rovnako ako druhy rodu Rhodotorula, systematicky zarad’uju do cel'ade Rhodotorulaceae [3].

Rod Rhodotorula neskvasuje Ziadne cukry, ma silne vyvinuty pentézovy cyklus vyuZzivania
glukézy. Tvori gulovité az elipsodiné bunky s obsahom karotenoidnych pigmentov
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podmienujucich tak oranzové az ruzové sfarbenie koldnii. Tieto farbiva chrania bunky pred
posobenim ultrafialového Zziarenia. V kvapalnom prostredi tvoria tieto kvasinky sediment
a prstenec spravidla svetlej, krémovej az svetloruzovej farby [3][4].

VSetky druhy rodu Rhodotorula st lipidotvorné (lipogénne) a v bunkach tak dochadza
k akumulacii lipidov, pri ur€itych podmienkach dokonca v nadmernom mnozstve. S tym
stvisi 1 schopnost’ produkovat’ lipolytické enzymy [3].

Hlavnymi zlozkami pigmentov u kvasiniek su f-karotén, j-karotén, torulén a torularodin.
Vziajomné pomery karotenoidov sa vyrazne menia v zavislosti na prostredi a podmienkach
kultivacie. Pre produkciu karotenoidov vyzaduju kvasinky pritomnost’ svetla a kyslika.
Karotenoidné farbiva st nerozpustné vo vode, avSak rozpustné v tukoch a preto nikdy
nedifunduju do zivného prostredia. Su lokalizované na vnutornej strane cytoplazmatickej
membrany [2][3].

2.2.2 Rod Cystofilobasidium

Rod Cystofilobasidium patri medzi menej popisané kvasinkové rody so $tyrmi znamymi
druhmi — tri ruzovo sfarbené (Cystofilobasidium bisporidii, Cystofilobasidium capitatum
a Cystofilobasidium infirmominiatum) a jeden krémovo sfarbeny [5].

Kvasinky vytvéraju kolonie s hladkym lesklym povrchom, bunky su gulovitého az
pretiahnutého tvaru. V kvapalnych médiach tvoria tenkti kozku. Od rodu Rhodotorula sa
odlisuju typom bazidia, ktoré je jednobunkové, neseptované, ide o tzv. holobazidium [2][3].

2.2.3 Rod Sporobolomyces

Druhy rodu Sporobolomyces s c¢asté kontaminanty roznych potravin, rastlinného
materidlu, vinarskych zariadeni. Vyskytuju sa na stenach a dlazkach kvasiarni. Systematicky
sa sem zarad'uju: Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces
shibatanus [3].

Kvasinky rodu Sporobolomyces maju striktne aerobny metabolizmus, nemaju teda kvasné
schopnosti. Kolonie v dosledku produkcie karotenoidov ziskavaji ZzIt¢ az syto-ruzové
sfarbenie, zvicsa st silne zvrasnené a akoby poprasené ¢i pomucené. Tento ,,poprasok je
sposobeny balistosporami, ktoré po vystreleni ¢asto padaji spdt’ na koloniu. Vedla puciacich
buniek tvoria tiez bohaté mycélium. Pomerne Casty je ich vyskyt na listoch stromov a inych
rastlinach, odkial’ sa dostavaju do tecucich i stojatych vod [3][4].

Sporobolomyces roseus je sucastou fylosféry a atmosféry, kde je ¢astym zdrojom vyzivy
dusikom nitrat. Vyznacuje sa silnou karotenogenézou, jeho natery st tmavocervené a hladké.
Bunky su gulovité, elipsoidné az pretiahnuté. V kvapalnych prostrediach vytvara sediment
a vel'mi hruby prstenec. Ma rovnaky obsah G+C v DNA ako S. salmonicolor [3].

2.2.4 Rod Phaffia (Xanthophyllomonas)

Jedinym predstavitelom rodu je druh Phaffia rhodozyma (Xanthophyllomonas
dendrorhous), ktory bol izolovany z exsudatov stromov v Japonsku a Severnej Amerike.
P. rhodozyma tvori elipsoidné bunky, a to bud’ jednotlivé, v paroch alebo kratkych retiazkach.
V kvapalnom médiu tvori sediment, prstenec i1kozku. Nater na agare je pomarancovo-
cerveny, hladky [3].

Od vsetkych ostatnych Cervenych kvasiniek sa odliSuje svojou schopnostou skvasovat’
cukry, aj ked iba vel'mi slabo, po dlhSom case a pri nizkej teplote. Prioritne produkovanym
pigmentom je astaxantin, ktory predstavuje az 85 % z celkového podielu karotenoidov, d’alej
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nasledovany f-karoténom. So zvySujucim sa mnozstvom prijimaného kyslika v kvapalnych
médiach vzrasta i produkcia astaxantinu. Phaffia rhodozyma sa tiez vyznacuje vysokym
podielom cukru a celkovych tukov v porovnani s mnohymi d’al§imi kvasinkami [3][6].

2.2.5 Rod Aureobasidium

Rod Aureobasidium je v suc¢asnosti predmetom zvySeného zaujmu, a to pre jeho schopnost’
enzymaticky degradovat’ celul6zu, hemiceluldzy, xylany a lignin. Tato vlastnost’ je vyznamna
pri pouziti drevnych odpadov s cielom syntézy jednobunkovych bielkovin. Po morfologicke;j
stranke predstavuje tento rod prechod medzi kvasinkami a plesnami, ked’ze niektoré kmene
produkuju vel’ké mnozstvo kvasinkovitych buniek a vzdusné mycélium je takmer nepritomné
[41[7].

Najvyznamnej$im zastupcom je Aureobasidium pullulans; ide o tzv. ¢ierny kvasinkovity
organizmus priemyselne pouzivany pre produkciu polysacharidu pululanu, ktory je
biotechnologicky ddlezitou zlticeninou pre vyrobu biopolymérov. Slizovity pululan uréuje
vlhky, slizovity charakter kolonii, ktoré tak svojim vzhl'adom pripominaji kolonie kvasiniek
¢i baktérii. V kvapalnom médiu sa vyskytuji hrubé kozky, niekedy i vysoky sliznaty
sediment. Kolonie niektorych kmenov st bezfarebné, iné ruzové az oranzové, pripadne
modrozelené az Cierne, a to vV dosledku produkcie melanoidnych farbiv. Pri ziskavani biomasy
je Castou prekazkou prave Cierny pigment melanin, inokedy je neziaduca nadprodukcia
pululdnového slizu ¢i mnozstvo hyf. Jednotlivé kmene sa navzajom liSia, zéalezi tiez na
podmienkach kultivacie [2][4][7].

Aureobasidium pullulans je castou kontaminaciou ovzduSia, vyskytuje sa vSak aj ako
parazit na rastlinach a moze tiez spdsobit’ choroby zvierat. V muste pred kvasenim modze
tvorit’ nevzhl'adnu syto-Ciernu masu zlozenu z ¢iernych dvojbunkovych chlamydospor, ktoré
st v8ak tolerantné k najviac 2 % ethanolu a vo vine tak uz nie st pritomné. A. pullulans je tiez
stcast’'ou slizu na stenach vinarskych prevadzok [4][7].

2.2.6 Rod Saccharomyces

Technologicky najdodlezitejsim zastupcom je druh Saccharomyces cerevisiae. Bunky majt
zvacSa kratko elipsoidny, vajcovity alebo pretiahnuty tvar. Askospory st gulovité az
elipsoidné s hladkou stenou, v pocte jeden az S$tyri v asku. Vegetativne sa rozmnozujl
multilaterdlnym pucanim, mozu vytvarat pseudomycélium, nie vSak pravé mycélium
[11[2][4].

Sacharomycétne kvasinky nikdy nevyuzivaju laktozu ako zdroj uhlika, ani NO3™ ako zdroj
dusika. S. cerevisiae patri k fakultativne anaerobnym mikroorganizmom s prevahou
fermentativneho metabolizmu. Skvasuje glukézu, sachar6zu, maltézu, galaktézu a Ciastocne
alebo Uplne trisacharid rafin6zu. Hlavnym produktom kvasenia (primarneho metabolizmu) je
ethanol, na ktorého vzniku sa podiel’aju tri typy alkoholdehydrogenazy [2][4].

S. cerevisiae je najviac preStudovanou kvasinkou a ma tak prioritné postavenie ako
modelovy organizmus v biochemickych, genetickych a dalSich vyskumoch. Nemenej
vyznamné je jej vyuzitie v potravindrskom priemysle. V tejto suvislosti mozno rozlisit’ Styri
zakladné priemyselné kmene, ktoré sa aplikuju v jednotlivych technologiach pri vyrobe piva,
vina, liehu a pekarskeho drozdia. Navzajom sa odliSuji svojimi fyziologickymi vlastnostami
[4].

Pri alkoholovom kvaseni ovocného musStu maju prvorady vyznam vinarske (vinne)
kvasinky, ktoré sa do mustov dostavaji z najroznejSich druhov ovocia; najvacsi priemyselny
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vyznam maju bobule vinnej révy. Kazdy must obsahuje vel'mi pestru paletu roznych rodov
a druhov kvasiniek. Najvd¢Smi sa uplatiiuju tzv. pravé vinarske kvasinky (Saccharomyces
vini, synonyma S. cerevisiae, S. ellipsoideus). Selekciou je mozné ziskat' rézne kmene
s vlastnost’ami, ktoré su najvhodnejSie pre vlastny technologicky vyrobny proces, ako aj pre
kone¢nu kvalitu vina. Vinarske kvasinky sa vyznacuji vySSou toleranciou voci ethanolu.
Kvasenie prebieha pri 25 °C po dobu jedného az dvoch tyzdnov (obsah ethanolu rastie iba
pomaly). U tychto kmeniov je ziaduca autolyza kvasiniek, ¢o prispieva k vytvaraniu buketu
vina [1].

2.2.6.1 Mikrobiologia vinnej révy a ovocného mustu

Na zdravych bobuliach vinnej révy st dominantnymi druhmi apikulatne kvasinky
Kloeckera apiculata (Hanseniaspora uvarum); rod Kloeckera predstavuje 50 az 75 %
celkovej populacie kvasiniek na povrchu hrozna. V menSom pomere su pritomné aerdbne
rody ako Candida (Metchnikowia), Pichia, Cryptococcus, Kluyveromyces a Rhodotorula,
d’alej kvasinkovity mikroorganizmus Aureobasidium pullulans. Naopak, kvasné druhy rodu
Saccharomyces st na zdravych neposSkodenych bobuliach zastupené iba minimalne (menej
ako 50 CFU/ml); vyzaduju vysSiu koncentraciu sacharidu v prostredi mustu. LepSia
dostupnost’ zivin v trhlinkach poskodenych bobul’ je podnetom pre véacsiu a rozmanitejSiu
kvasinkovt populaciu [8][9][10].

Za alkoholovu fermentéaciu ovocného mustu st primarne zodpovedné kvasinky, pricom ich
diverzita prispieva k senzorickej kvalite vina. V prvych fazach fermentaéného procesu moze
byt pritomnych az 15 rodov nesacharomycétnych kvasiniek, ako su napr. Brettanomyces
(Dekkera), Pichia, Kloeckera a Candida. Kloeckera a Candida st hlavnymi zastupcami
nesacharomycétnych kvasiniek v spontdnnych i1 riadenych fermentaciach ovocného mustu.
Silne kvasiace sacharomycéty skvasuju sacharidy na alkohol, ¢im mikroorganizmy stracaji
zdroj uhlika a energie. I pre vysSiu koncentraciu ethanolu v kvasiacom muste nastava pokles
zastipenia mikroorganizmov. Fermentacnému procesu tak dominuje jeden ¢i viacero kmetnov
S. cerevisiae, a to vdaka vysokej tolerancii vo¢i produkovanému ethanolu v porovnani
s ostatnymi kvasinkami pritomnymi v prostredi mustu [9][11].

2.3 Mikroskopické huby (plesne)

Ako plesne sa oznacuji mikroskopické vladknité eukaryotické mikroorganizmy
taxonomicky patriace medzi Fungi. Rozmnozuju sa sporami (pohlavne i nepohlavne) a tiez
rozrastanim hyf. Hyfy sa vetvia priblizne v pravom uhle a ich splet’ sa nazyva mycélium [4].

2.3.1 Rod Fusarium

Ide o veI'mi rozsiahly a v prirode rozsireny rod, ktory spdsobuje hniloby niektorych plodin
(napr. jablk, paradajok, kukurice, obilnin). Niektoré druhy su povodcami ochoreni rastlin, iné
mozu produkovat’ toxiny a spdsobit’ tak vdzne ochorenia Cloveka. Fuséria ziju v pdde —
Vv rhizosfére, teda v najblizSej zone okolo koreiiov rastlin, mozno ich v8ak n4jst’ aj na inych
rastlinnych cCastiach. Pokial’ nedochadza k parazitickej ¢innosti, vytvori sa ur¢itd volnejSia
symbidza medzi nimi a korenovymi bunkami [1][4].

Fusarium sa rozmnozuje pomocou viacbunkovych bananovitych konidii, tvori tiez
jednobunkové konidie (tzv. mikrokonidie); niektoré druhy mézu tvorit’ i chlamydospory [4].
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2.4 Rast a kultivacia mikroorganizmov
2.4.1 Zivné média
V laboratoriu sa mikroorganizmy kultivuju na sterilnych zivnych médiach. Zlozenie média
musi vyhovovat’ vSetkym poziadavkam daného mikroorganizmu na vyzivu, pH, osmotické
pomery a d’alsie fyzikalno-chemické podmienky [1].
Podl'a povodu a zloZenia mozno zivné média rozdelit’ do troch skupin:
a) prirodzené — prirodzené substraty mikroorganizmov, si vhodné na kratkodobu
kultivaciu alebo na izoléciu z prirodnych zdrojov,
b) polosyntetické (komplexné) — nie su chemicky presne definované, ako zdroj uhlika
a dusika obsahuju proteiny a peptidy, ktoré sa pridavaju vo forme extraktov,
hydrolyzatov a pepténov,
c) syntetické — ich chemické zloZenie je presne definované, pridavaji sa niektoré
aminokyseliny, vitaminy ¢i rastové faktory [1].
Z hladiska rastu mikroorganizmov sa zivné média rozliSuji nasledovne:
a) univerzalne — svojim zloZenim vyhovuju poziadavkam na vyzivu Sirokého spektra
mikroorganizmov,
b) selektivne — ich zloZenie zvyhodiuje rast jednej skupiny ¢i druhu mikroorganizmov;
obsahuju jednu ¢i viac inhibi¢nych latok, ktoré potlacaju rast zvy$nej mikroflory,
c) selektivne-diagnostické — rastie na nich iba malad skupina mikroorganizmov, ktorych
rast sa prejavi charakteristickou biochemickou reakciou [1].

2.4.2 Kultivacia mikroorganizmov

Pod pojmom kultivacia sa rozumie pestovanie mikroorganizmov pri laboratdérnych
podmienkach — tj. proces, ktory zahffia naocCkovanie inokula do Zivného média a jeho
inkubaciu pri optimalne;j teplote a dobe [1][12].

2.4.2.1 Sposoby kultivacie

Staticka kultivacia prebicha v pokojovom rezime. Mikroorganizmy st naockované do
ur¢itého objemu tekutého zivného média alebo na povrch tuhého média, pricom st v priebehu
rastu postupne vycerpané Ziviny a hromadia sa splodiny metabolizmu, ktoré casto maju
inhibi¢ny vplyv na rast [1].

Submerzna kultivacia prebieha v tekutom zivnom médiu, ktoré je neustdle premieSavané
(na trepacke) a prevzdusiované. Rast pri submerznych podmienkach prebieha rychlejsie,
dodnes sa v priemysle vyuziva vo fermentoroch. Nevyhodou ako statickej, tak i submerznej
kultivacie je nemoZnost’ presnej Specifikacie aktualnych rastovych podmienok a zaistenia ich
konstantnosti [1].

Podstata kontinualnej kultivacie spociva v tom, Ze k rasticej kultire mikroorganizmov
pritekaji Ziviny a odtekd rovnaky objem média s vyrastenymi mikroorganizmami. Zvolenim
vhodnej rychlosti pritoku je moZzné dosiahnut’ rovnovazny stav, kedy sa situacia v inkubacnej
nadobe nemeni a v celom objeme zivného média je udrziavany konStantny pocet buniek (je
tak laboratornym modelom, ktory sa najviac priblizuje prirodzenym podmienkam
mikroorganizmov Vv ich prirodzenom prostredi) [1].
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Podla narokov mikroorganizmov na pritomnost’ ¢i nepritomnost’ vzdusného kyslika mozno
rozlisit’ kultivaciu aerobnu a anaerébnu:

e aerdbna kultivacia — mikroorganizmy vyuzivaji vzdusny kyslik, ktory sa prirodzene
dostava do kultiva¢nej nadoby,

e anaerdbna kultivacia — pri tomto sposobe kultivacie je potrebné odstranit’ vzdusny
kyslik zo zivného média a zamedzit’ jeho d’alSiemu pristupu ku kultare, napr. pridanim
redukujucich latok do média, od¢erpanim vzduchu alebo vzduchotesnym uzavrenim
apod. [1].

2.5 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny su biochemické makromolekularne latky tvorené polynukleotidovym
retazcom, ktory vo svojej Strukture uchovava geneticku informaciu. Podla chemického
zloZenia sa rozliSuju dva typy nukleovych kyselin: deoxyribonukleovad (DNA) a ribonukleova
kyselina (RNA). DNA sluzi ako depozitar genetickej informacie, RNA nasledne ako prenasac
tejto informacie do poradia aminokyselin v syntetizovanom proteine [13][14].

Nukleové kyseliny maji nerozvetveny retazec vzniknuty kondenzéciou nukleotidov.
V retazci sa striedaju zvysky pentéz a kyseliny fosforecnej. Postrannymi skupinami su
dusikaté bazy glykozidicky viazané na pentdézové zvysky. Pentézou mdze byt: p-D-ribdza
v RNA a 2-deoxy-f-D-riboza v DNA. Dusikaté bazy su vzdy Styri, a to dve purinové (adenin
— A a guanin — G) a dve pyrimidinové (cytozin — C, ktory je pritomny vo vsetkych
nukleovych kyselinach, tymin — T, ktory sa vyskytuje len v DNA a uracil — U, ktory nahradza
tymin v RNA). Roéznym poradim nukleotidov v retazci je mozné dosiahnut enormné
mnozstvo kombinacii. Prave sekvenciou (poradim) dusikatych baz v nukleovych kyselinach
je koédovana geneticka informacia bunky [13][14][15].
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Obr.1 Kratky usek dvojzavitnice DNA: nukleotidy su navzdjom spojené
fosfodiesterovymi vizbami medzi 3’-hydroxylovou skupinou (-OH) jedného
sacharidu a 5 -fosfatovou skupinou druhého sacharidu [16]
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S vynimkou niektorych virusov je molekula RNA jednovldknovd — tvorend jedinym
polyribonukleotidovym retazcom. Molekula DNA je spravidla pravoto¢iva dvojzavitnica
(dihelix) zlozena z dvoch polynukleotidovych retazcov opacnej orientdcie; tie su zatoCené
Vv Spiralach okolo spolo¢nej centrdlnej osy. Oba ret'azce su navzajom viazané na principe
komplementarity: dvoma vodikovymi vizbami medzi bazami adeninom (A) a tyminom (T)
atroma vodikovymi vdzbami medzi cytozinom (C) a guaninom (G). Dusikaté bazy su
orientované dovnutra a fosfosacharidové retazce tak tvoria kostru dihelixu DNA [14][17].
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Obr. 2 Rozdiel v struktiire RNA a DNA [13]

Okrem Struktiry sa molekuly DNA a RNA liSia aj svojou funkciou. Deoxyribonukleova
kyselina predstavuje zakladny geneticky materidl vicSiny Zivych organizmov. Ribonukleova
kyselina sa podla funkcie, ktord v bunkach plni, rozliSuje na tri typy: ribozoméalna RNA
(rRNA), ktora tvori hlavny stavebny material bunkovych organel — ribozomov; mediatorova
RNA (mRNA), ktord prenasa informaciu z jadra bunky do cytoplazmy a transférovd RNA
(tRNA), ktora funguje ako prenasac aktivovanych aminokyselin z cytoplazmy na ribozémy.
Vsetky tieto RNA st syntetizované podl'a predlohy DNA v procese transkripcie [14][15].
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2.5.1 Stabilita a denaturacia DNA

Pdsobenim zvysenej teploty dochadza k preruSeniu vézieb stabilizujucich dihelikalnu
formu DNA. Nastava tak rozpad nativnej Struktary molekuly, oba komplementarne ret'azce sa
oddelia a zaujimaji konformaciu nahodného klbka. Postupnym znizovanim teploty st obe
oddelené vldkna schopné spét’ reasociovat’ a tak plne regenerovat’ dvojzavitnicovi molekulu
DNA. Tento proces sa oznacuje ako renaturacia [14][17].

Denaturacia je kooperativnym procesom, kedy zratenie jednej Casti molekuly postacuje pre
destabilizaciu jej zvysku; je preto vyjadreny esovitou krivkou — tzv. krivkou topenia DNA.
Denaturaciu  DNA sprevadza tzv. hyperchromny efekt, kedy dochadza ku zvySeniu
absorbancie UV svetla (jednoretazcové molekuly DNA absorbujii UV Ziarenie silnejSie nez
dsDNA). Sledovat’ prechod medzi nativnym a denaturovanym stavom je mozné meranim UV-
absorpéného spektra pri 260 nm [14][17][18].

Stabilita dvojzavitnice DNA, a tym aj teplota, pri ktorej nastava jej denaturacia, zavisi od
niekol’kych faktorov. Na tepelnej stabilite sa najva¢Smi podiela obsah guaninu a cytozinu.
S ich molarnym pomerom vzrasta teplota nutnd pre denaturaciu, ¢o suvisi s fixdciou tychto
parov pomocou troch vodikovych mostikov, na rozdiel od dvoch vodikovych vézieb v pripade
parov adeninu a tyminu. Teplota, pri ktorej zdenaturuje 50 % dvojzavitnicovej molekuly
DNA sa oznacuje ako teplota topenia — Tp (angl. ,,melting temperature®). Tato teplota
zodpovedd inflexnému bodu denaturacnej krivky a je linedrne zavisld na percentudlnom
obsahu guaninu a cytozinu. Teplotu T, DNA ovplyviiuju i d’alsie faktory: pH, iénova sila
roztoku a povaha rozpustadla [17][18].

2.5.2 Replikacia DNA

Podmienkou prenosu informacie ulozenej v DNA (do dcérskych buniek, ako aj d’alSich
generacii organizmu) je schopnost zdvojenia samej seba. Toto zdvojenie sa oznacuje ako
semikonzervativna replikdcia; to znamend, ze vznikaji dve dcérske, vzajomne identické
kopie, pricom jedno vldkno pochadza z materskej DNA a druhé je syntetizované. Replikacia
je enzymaticky riadenym procesom presného kopirovania sekvencie DNA na zaklade
komplementarity nukleovych baz (A-T a G-C) [13][14].

Pri vlastnej syntéze DNA sa obe vlakna povodnej (materskej) molekuly za¢ni od seba
vzd’alovat’ a rozpletat’ posobenim enzymu helikazy. Do rozpletenej DNA sa na obe vlakna
pripoji enzym RNA-polymeraza (primaza) a na kazdom vlakne vytvori kratky usek RNA (tzv.
primer). Nan sa nasledne napojuje novo vytvorena DNA. VolI'né nukleotidy sa podla principu
komplementarity (posobenim enzymu DNA-polymerazy) za¢nu prikladat k povodnému
(matricovému) vlaknu DNA (3 — 5°), oproti druhému vlaknu (5> — 3’) syntetizuje DNA-
polymeraza iba kratke useky (tzv. Okazakiho fragmenty). Jedno z novo tvorenych vlakien sa
teda netvori kontinudlne, ale kus za kusom. Jednotlivé Casti rasticeho retazca spaja dalsi
enzym — DNA-ligaza. Pri replikacii méze dojst’ k mnozstvu chyb vo vyslednom genetickom
materiali. Preto bunky disponuju niekol’kymi opravnymi (repara¢nymi) mechanizmami, ktoré
st schopné likvidovat’ neziadané zasahy do Struktiry DNA a to najmé ¢innostou enzymov
[13][14].
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Obr. 3 Schéma replikacie DNA u baktérii [19]

2.5.3 Izolacia a analyza DNA

2.5.3.1 Izoldcia a purifikdacia DNA

Ciel'om izolacie nukleovej kyseliny je rozrusenie komplexu DNA-protein a extrakcia
Cistej, nerozstiepenej DNA bez primesi (RNA, bielkoviny). Volba konkrétnej metody je
kompromisom medzi:

e typom pouzité¢ho biologického materialu uréeného k izolacii DNA,

¢ rychlost'ou a t¢innost'ou, selektivitou a citlivostou metody,

e Ucelom pouzitia izolovanej DNA (jej naslednou analyzou),

e pozadovanou Cistotou, integritou a mnozstvom nukleovej kyseliny [13][20][21].

DNA mozno izolovat bud’ ako komplexnii genémovu DNA, alebo podla potreby
konkrétny typ DNA (chromozomalnu, mitochondrialnu, a i.). Existuje mnoho r6znych metod
extrakcie nukleovych kyselin, avSak ich zakladné rysy su spolo¢né [15][20].

Prvym predpokladom je dostupnost’ vstupného materidlu, ktorym moézu byt napr. kultary
bakteridlnych alebo eukaryotickych buniek. Tie je potrebné oddelit od zivného média,
zvyCajne centrifugdciou. Pre uvol'nenie vnutorného obsahu buniek je potrebné vyvolat’ 1yzu
bunkovej steny pomocou lytického pufru. Jeho nevyhnutnou stéastou okrem detergentov
(dodecylsiran sodny) je kyselina ethyléndiamintetraoctova (EDTA), ktora posobi ako
chelatatna latka tvoriaca komplexy s kationmi (napr. Ca?"). Tieto idny sliZia ako kofaktory
enzymov Stiepiacich nukleové kyseliny. Pokial’ by tieto 16ny neboli vyviazané do komplexov,
nukledzy by zostali aktivne a izolovani DNA by tak rozstiepili. Po rozruSeni bunkovej steny
a plazmatickej membrany sa vroztoku objavia ich degradacné produkty spolocne
S intracelularnymi zloZkami a vznik4 tak komplexnd zmes DNA, RNA, proteinov, lipidov,
sacharidov [15][20].

Pre odstranenie proteinov z lyzatov buniek sa pouzivaju proteazy, napr. proteindza K.
Odstranenie proteinov je pri purifikacii nukleovych kyselin vel'mi dolezité, pretoZze bunky
obsahuju jednak mnoZstvo enzymov, ktoré degradujii nukleové kyseliny, a tiez proteiny, ktoré
sa na DNA viazu a mézu tak znizovat’ u¢innost’ nasledujucich experimentov [20].

Klasickym a stdle pomerne Casto vyuZivanym postupom pre odstranenie proteinov
z lyzatov buniek je extrakcia zmesou fenolu a chloroformu. Tieto organické zluCeniny sa
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nemiesia S vodou, a preto po pridani do vodného prostredia bunkového lyzatu, pretrepani
anaslednej centrifugacii dochadza ku vzniku dvoch oddelenych faz. Na rozhrani medzi
fazami sa vytvori biely prstenec vyzrazanych proteinov (tzv. interfaza), ktory tak oddeluje
tazsiu organicku a lahSiu vodna fazu. Pokial’ sa pouziva fenol ekvilibrovany neutralnym
alebo alkalickym pufrom, nukleové kyseliny (DNA i RNA) zostdvaju vo vodnej faze.
V pripade, Ze sa pre extrakciu pouzije kysly fenol, prechadza DNA do organickej fazy a vo
vodnej faze ostave len RNA. Pre dokonalé odstranenie proteinov z roztoku je mozné s vodnou
fazou opakovat’ postup extrakcie tak dlho, kym sa biely prstenec proteinov prestane vytvarat
[13][20][21].

Vysledkom extrakcie je vodny roztok nukleovej kyseliny bez proteinov, ktory je vSak
pravdepodobne prili§ nariedeny a naviac obsahuje stopy fenolu a chloroformu. Prevedenie
DNA do malého objemu a jej purifikdciu mozno zaistit’ zrazanim — precipitaciou alkoholom,
zvyc&ajne ethanolom alebo izopropanolom. V pritomnosti jednomocnych iénov (Na*, K* alebo
NH*" je mozné nukleové kyseliny zrazat do podoby agregétu, ktory pri centrifugacii
sedimentuje. U¢innému zrazaniu DNA v nizkych koncentraciach napomaha znizenie teploty
a pridavok soli, napr. 3 mol/l octanu sodného. Pokial’ je potrebné zvysit' selektivitu zrazania
pre DNA, teda minimalizovat’ su¢asnu precipiticiu RNA, zraZenie je vhodné uskutocnovat’
pri laboratornej teplote. Spolo¢ne s nukleovymi kyselinami moZu byt ¢iastocne zradZané i soli.
Peletu, ktory sa ziska centrifugaciou, tak davaji biele sfarbenie. Tieto soli je potrebné
odstranit, a to premytim 70% ethanolom [13][20].

Ked'Ze viac ako 95 % objemu nukleovych kyselin v bunke tvori RNA a tiez pre podobnost’
vlastnosti, prevlada RNA i v tomto roztoku. Odstranenie RNA z purifikovanej DNA mozno
dosiahnut’ pdsobenim ribonukledzy, ktora Specificky Stiepi RNA na zmes oligonukleotidov
bez toho, aby degradovala molekulu DNA. Tento enzym je stabilny i pri vysokej teplote a pre
svoju ¢innost’ nevyzaduje pritomnost’ dvojmocnych iénov [13][20][21].

Ziskana DNA je napokon rozsuspendovana v zvolenom objeme vody alebo vhodného
pufru a uchovana pri teplote -20 °C [15].

2.5.3.2 Kvantifikdacia DNA

Pokial’ je purifikovand DNA dostatocne Cista, tj. zbavena vSetkych latok, ktoré absorbuju
ultrafialové Ziarenie (napr. RNA, voI'né nukleotidy, proteiny) mozno jej koncentraciu urcit
spektrofotometrickym meranim absorbancie roztoku pri vinovej dizke 260 nm. Tento spdsob
stanovenia koncentracie je jednoduchy, avSak nie prili§ selektivny. Roztok dvojretazcove;j
DNA s koncentraciou 50 pg/ml ma absorbanciu rovnu 1. Tto hodnotu v§ak meni pritomnost’
proteinov ¢i fenolu [20].

2.5.3.3 Analyza DNA elektroforetickymi metodami

Izolacia nukleovej Kkyseliny z pévodnej vzorky nemusi byt vzdy tspesna; preto je pred
d’alsou analyzou vhodné uskuto¢nit’ kontrolu zvoleného izolacného postupu. Ako overenie
uspesnosti izolacie DNA (pritomnost’ ¢i nepritomnost’ ur¢itého fragmentu) sa bezne pouziva
elektroforeticka separacia DNA v agarézovom géli [13].

Principom elektroforetickej separacie je pohyb ionizovanych castic v elektrickom poli.
Hlavnym nositel'om néboja nukleovych kyselin st zdporne nabité fosfatové skupiny, a preto
nukleové kyseliny v elektrickom poli putuji smerom k anode [20].
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Elektroforéza sa uskutocniuje vo vhodnom nosici; tym je bezne gél. Elektoroforetické gély
pouzivané pre separaciu nukleovych kyselin st najCastejSie tvorené polyakrylamidom (PA)
alebo agardzou (obr. 4). Vytvaraju zlozita sietovant §truktiru polymérnych molekul s pormi,
ktorych velkost mozno ovplyvnit’ zlozenim roztoku a koncentraciou polyméru. Agardézové
gély st vhodné pre delenie fragmentov DNA s vel'kostou 100 bp az 40 kb, PA gély pre
separaciu menSich molekal (10 az 1000 bp). Na zaklade polohy gélu v elektroforetickej
aparature sa rozliSuje horizontdlna a vertikdlna elektroforéza; obe maji tzv. plosné
usporiadanie (na doskach s tenkou vrstvou gélu) [18][20].

Rychlost’ pohybu separovanych castic sa oznacuje ako elektroforeticka mobilita a je
nepriamo umernd logaritmu ich velkosti. Pri posudzovani elektroforetickej pohyblivosti
urcitej molekuly DNA tak nie je potrebné brat’ do uvahy velkost' ndboja, ked’ze nukleové
kyseliny majii ndboj rovnomerne rozlozeny a jeho velkost’ je na jednotku dizky molekuly
rovnakd. Nezname velkosti fragmentov je mozné urcit porovnanim s presne velkostne
definovanymi DNA fragmentmi, ktoré sa oznacuji ako hmotnostné Standardy (angl. DNA
ladder) a na gél sa nanasaju spolo¢ne so Studovanymi vzorkami DNA [20].

HO  ch,0H o
0
-
/0 O HO 0
HO 0

Obr. 4 Struktira agarézy: linedrny polysacharid tvoreny p-D-galaktopyranézou a 3,6-
anhydro-f-L-galaktopyrandzou, ktoré siu spojené glykozidickymi vizbami [20]

Po separacii mozno rozdelent DNA detekovat’ selektivnym farbenim tzv. interkalaénymi
¢inidlami. Ide o zluc¢eniny s aromatickymi kationmi, ako je napr. ethidium bromid. Tieto
farbiva sa viazu interkaldciou (tzn. vmedzerenim sa medzi susedné pary baz) na zavitnicu
DNA. V pritomnosti UV Ziarenia tak intenzivne fluoreskuju, pripadne vyrazne zvySuji uz
existujucu fluorescenciu. NajcastejSie sa pouziva prave vizualizacia EtBr, kedy sa zony DNA
po oziareni UV svetlom svinovou dizkou 260 az 360 nm javia ako ruzové pasy na
svetloruzovom pozadi [18][22].

Namiesto ethidium bromidu moéze byt pre farbenie nukleovych kyselin pouzita tiez
skupina fluorescenénych kyaninovych farbiv skomerénym oznatenim SYBR®. Tie sa
vyznacuju vysSou citlivostou a zaroven nevytvaraju tak silné pozadie ako ethidium bromid.
Pre detekciu molekil DNA separovanych v polyakrylamidovych géloch sa rovnako pouziva
farbenie striebrom, pri¢om citlivost’ tejto metddy je asi sto az tisickrat vysSia ako pri farbeni
EtBr [20].

Specialnou elektroforetickou technikou separacie fragmentov DNA rovnakej velkosti,
avSak roznej sekvencie je denaturacna gradientova gélova elektroforéza (DGGE), ktorej sa
venuje samostatna kapitola (kap. 2.7).
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2.6 Amplifikacia nukleovych kyselin v reakcii PCR

Princip PCR (Polymerase Chain Reaction) vychadza z replikacie nukleovych kyselin, ktora
je zékladnym molekularnym procesom u vsetkych zivych organizmov. PCR umoziiuje
mnohonasobnu amplifikaciu $pecifického tseku DNA in vitro. Podstatou je cyklicky sa
opakujuca enzymova syntéza novych retazcov vybranych usekov dvojretazcovej DNA
v smere 5> — 3’ posobenim DNA-polymerazy. Studovany usek nukleotidovej sekvencie je
vymedzeny pripojenim dvoch primerov, ktoré sa viazu na protilahlé retazce DNA tak, ze ich
3’-konce smerujt proti sebe a st komplementarne ku koncovym sekvenciam oblasti, ktora ma
byt amplifikovana. Po pridani DNA polymerdzy a nukleotidov potom prebicha syntéza
novych vlakien na oboch matricovych retazcoch protismerne. Pre syntézu DNA sa pouzivaja
termostabilné polymerazy izolované z termofilnych mikroorganizmov odolavajice teplotam,
pri ktorych DNA denaturuje. PCR je proces, pri ktorom sa v zavislosti na teplote reak¢nej
zmesi pravidelne striedaju tri kroky:

e denaturacia templatu (dsDNA) pri 94 °C — separacia dsDNA na jednotlivé ret'azce,

e pripojenie alebo hybridizacia primerov (angl. annealing) k oddelenym retazcom (30 —
65 °C) — najdolezitejsi krok celého procesu, ked’Ze na spravnom naviazani primerov
zavisi uspech celej PCR,

e extenzia — vlastna syntéza novych retazcov DNA z dostupnych dNTP pdsobenim DNA-
polymerazy (65 — 75 °C).

Tieto tri kroky sa cyklicky opakuji 20 az 40-krat a vysledkom st amplikény — useky DNA
definovanej dizky s velkostou zvy&ajne 2 az 4 kb. Zariadenie umoZiiujuce presny priebeh
reakcie PCR je oznacované ako termocykler. Ide 0 programovatelny termostat, v ktorom sa
teplota meni automaticky v naprogramovanych casovych intervaloch. Postupnym
opakovanim tohto procesu sa exponencidlne (2", kde n je pocet cyklov) amplifikuje obrovské
mnozstvo kopii vybraného tiseku ciel'ovej molekuly DNA [18][20].
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Obr.5 Teplotny profil standardnej PCR [23]
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Reakéna zmes pre PCR obsahuje nasledovné komponenty:
v' dva syntetické oligonukleotidové primery (kazdy cca 20 nukleotidov),
v’ cielovii DNA, ktora sluzi ako templat pre reakciu; ide o usek izolovanej dsDNA,
ktory zahfiia sekvenciu vymedzenu oboma primermi,

v’ termostabilni DNA-polymerazu,
v’ zmes $tyroch nukleotidov (dATP, dCTP, dTTP, dGTP),
v komeréne dodavany pufor s obsahom iénov horéika Mg?*,
v vodu v kvalite pre PCR [18].
BTl [+DNA palymeréaza SYNTEZA
ZAHRAT +dATP DNA
e i HYBRIDIZACE :
KF?E?‘%ELE’NI PRIVERU +dGTP Z PRIMERU
dvojéroubovice cu +dCTP
DNA +dTTP
[N
| ERSESN IS T ] ~e fe I = |
1. krok 2. krok
- prvni cyklus :
Obr. 6 Schéma reakcie PCR [16]
2.6.1 Primery

Presnost’ a tspeSnost’ PCR pri amplifikacii ur¢itého génu alebo Casti sekvencie genomovej
DNA je podmienend vhodnou sekvenciou a koncentradciou navrhnutych primerov. Pre navrh
vhodnych primerov je potrebné zvazit nasledovné (orientacné) zasady:
dizka spravidla 18 az 25 nukleotidov,
obsah G+C 40 % az 60 %,
rovnomerna distriblcia (vyvazeny pomer) oblasti bohatych na G-C a A-T pary,
teplota Ty, primeru aspon 50 °C,
podobna teplota T, oboch primerov,

Specifita primerov (na matricovej] DNA nesmu byt neSpecifické vdzbové miesta),
absencia komplementarnych sekvencii v primeroch, ktoré by mohli viest' k tvorbe
duplexov,
e absencia vnutornych sekundarnych Struktir (inverzne opakovanych sekvencii)
[18][20].

Viaceré aplikacie nevyzaduju sekvenciu primerov plne komplementarnu k cielovej
sekvencii templatovej DNA. Usek primeru, ktory by viak mal byt dokonale komplementarny
k sekvencii templatu, je jeho 3’-koniec. Ten disponuje volnou hydroxylovou skupinou, ku
ktorej DNA-polymeraza v d’alSom kroku priklada dNTP a predlzuje prave 3’-koniec
nasadnutého primeru. Tym je zaistena Specifita nasadania primeru k spravnej cielovej
sekvencii. Minimalne tri prvé nukleotidy na 3’-konci by mali uplne sediet’ k templatu [24].

Primery pre PCR teda mo6Zzu byt navrhnuté tak, ze okrem sekvencie pozadovanej pre
hybridizaciu s cielovou DNA obsahuju d’al$iu sekvenciu adaptoru na 5’-konci (tzv. lepivy
koniec). Tato sekvencia sa nezucastiiuje prvého hybridizaéného kroku, kedy hybridizuje iba
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3’-koniec primeru, ale nasledne sa stdva sucastou amplifikovaného fragmentu DNA.
Dodato¢na sekvencia na 5’-konci primeru moze byt zvolena I'ubovolne a poskytuje Sirokt
prispdsobivost’ pre modifikaciu koncov DNA [20].

5 . primer
E'

T

template

Obr. 7 3’-koniec primeru je zdsadny pre uspesnu hybridizaciu s cielovou DNA, kym
5’-koniec moze byt modifikovany a niest dodatocné sekvencie [24]

2.6.2 Taq DNA-polymeraza

Na zaciatku kazdého cyklu je nutné templatovia DNA denaturovat’, a to pdsobenim vysoke;j
teploty, ktora vsak bezné DNA-polymerazy inaktivuje. PCR preto pracuje s termostabilnymi
polymerazami, ¢o st enzymy pochadzajice z baktérii adaptovanych na extrémne podmienky
(napr. hlboké moria blizko ustia podmorskych sopiek). Ich proteinova Struktura je evoliciou
uspdsobend tak, ze po urcitu dobu odolava i teplotdm okolo 95 °C. NajcastejSie se pouziva
Tag-polymeraza (izolovana z termofilnej baktérie Thermus aquaticus), ktora disponuje
dostato¢nou aktivitou enzymu po celt dobu amplifikacie [13][18][20].

Podobne ako iné biochemické procesy, ani replikdcia neprebieha bezchybne a Tag DNA-
polymerdza do novo syntetizovanych retazcov prilezitostne zaraduje chybné, teda
nekomplementarne nukleotidy. Z analyzy sekvencii klonovanych PCR produktov vyplyva, ze
frekvencia chyb pre Taq DNA-polymerazu je 1 na 4 000 az 5 000 bp. Frekvencia tychto chyb
in vitro vyrazne zavisi na vyvazenosti jednotlivych zloziek reakcie, najmi na koncentracii
16nov Mg2+, zmenach pH reakéného pufru a vyvéazenosti koncentracie Styroch dNTP. Bunka
(zivy organizmus) ma schopnost chybne zalenené¢ bazy odstranovat opravnymi
mechanizmami. Taq DNA-polymeraza ma vsak iba 5> — 3’ polymerazovu aktivitu a 3’ — 5’
exonukleazova aktivita jej chyba. Inkorporacia nespravneho retaza tak vedie k terminécii
retazca a sucasne i1 syntézy DNA. Pre mnoho aplikéciii vSak tato presnost’ postacuje

a vyhodou tohto enzymu je jeho pomerne vysoka procesivita — schopnost’ syntetizovat’ dlhé
(10 kb) useky DNA [18][20].

2.6.3 PCRV praxi

Komplikaciou PCR st odlisné vlastnosti Studovanych fragmentov (templatov) 1 pouzitych
primerov. Vo vic¢sine pripadov je potrebné niektoré parametre reakcie optimalizovat’. Vysoka
Specifita PCR moZze byt” dosiahnuta:

e optimalnou koncentraciou iénov Mg®*, primerov, dNTP a DNA-polymerazy,
e Gc¢innou denaturdciou, vysokymi anela¢nymi teplotami,

e obmedzenim poétu cyklov a ich dizky,

e d’al$imi (komerénymi) aditivami,

e kvalitou templatu,

e modifikaciami PCR (nested PCR, hot-start PCR, touchdown PCR) [24].
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2.6.3.1 Horecnaté iény Mg**

Okrem Taq DNA-polymerazy a primerov obsahuje reakénd zmes ako kofaktor iony
hor¢ika Mg?, ktorych koncentracia je pre PCR kritickou. Hor¢ik vytvara s jednotlivymi 2-
deoxyribonukleozid-5-trifosfatmi (ANTP) rozpustny komplex dNTP-Mg®*, ktory interaguje
s pentdzo-fosfatovou kostrou nukleovych kyselin a ovplyviiuje aktivitu DNA-polymerdzy.
Kedze iony Mg?" interaguji nielen s ANTP, ale i s primermi a templatovou DNA, je vo
vacsine pripadov potrebné stanovit’ pre kazdu aplikaciu optimalnu koncentraciu hore¢natych
i6nov empiricky. Beznym pristupom pre stanovenie optimalnej koncentracie Mg2+ je
prisposobit’ pufor tak, ze koncentracia MgCl, sa pohybuje v rozmedzi 0,5 az 5 mM, s krokom
zvycajne 0,5 alebo 1 mM. Koncentracia hor¢ika v reak¢nej zmesi sa vSak meni 1 zmenou
koncentracie dNTP. Nizka koncentrécia Mg2+ poskytuje nizke vytazky, kym naopak prilis
vysokd koncentracia méze znizit' fidelitu (definovand ako vernost originalu) Tag DNA-
polymerazy a viest’ tak k amplifikacii nespecifickych produktov [20][24].

2.6.3.2 Teplota pripojenia primeru

Pre PCR je dolezitd uplnd pociatocnd denaturdcia templatu; pre tento ucel zvycajne
postacuje zahriatie reakénej zmesi na 94 °C po dobu dvoch az piatich minut. V pripade
neuplnej — Ciastoc¢nej denaturacie, molekuly DNA rychlo renaturuju, o vedie k neSpecifickej
vézbe primerov (angl. self-priming) a falosnym vysledkom [20].

Uspesnost PCR je vo velkej miere zavisla prave na $pecifite, s akou primer nasada
vylucéne na ciel'ovu sekvenciu. O tom, ¢i sa primer pripoji iba k ciel'ovej sekvencii templatu,
alebo aj k nekomplementarnym sekvenciam, rozhoduje prave teplota pripojenia primeru,
tzv. anelacnéd teplota. Vo vSeobecnosti plati, ze ¢im vysSia je anelacna teplota, tym je
pripojenie primeru k cielovej sekvencii viazbového miesta templatu viac $pecifické. Naopak,
nizsia anelacnd teplota znamend vyssiu toleranciu k nekomplementdrnemu parovaniu a vedie
tak k zvySenej amplifikacii necielovych sekvencii (nesSpecifickych produktov). V praxi sa
odporuca zacat s teplotou cca 55°C. V pripade nizkeho vytazku a vyrazneho pozadia
nesSpecifickych  produktov je Ziaduca optimalizdcia anelacnej teploty spolo¢ne
s optimalizaciou koncentracie MgCl, (kap. 2.6.3.1). V sucasnosti dostupné termocyklery
disponuju tzv. gradientovym blokom, ktory vytvorenim skiSobného teplotného gradientu
umoziuje stanovenie optimalnej anelacnej teploty stibezne v jednej reakcii. Reakéna zmes je
rozdelena do alikvotnych objemov v niekol’kych sériach, jedinou premennou je anela¢na
teplota nastavena pomocou gradientového bloku [24].

Anelaéna teplota sa zvy&ajne pohybuje v rozmedzi 55 °C az 68 °C, pri¢om zavisi na dizke
oligonukleotidu a na zastipeni A-T a G-C parov (tri vodikové mostiky fixujuce G-C zvySuju
stabilitu a tym 1 denaturacnu teplotu). Spravidla je mozZné thto teplotu ziskat’ z udajov priamo
od vyrobcu primerov [18][20].

Pre stanovenie anelacnej teploty sa ako indikator ¢asto uvadza teplota Tn, pri ktorej je
polovica primerov pripojena k cielovej sekvencii templatovej DNA. Existuje niekolko
pristupov pre stanovenie Tp; najjednoduchsi z nich pre primery s dizkou do 20 nukleotidov je
zalozeny na séitani po¢tu kazdého nukleotidu v primeri nasledovnym vzt'ahom:

T =[(G+C)4°C+ (A+T)2°C] (1)

Vseobecne prijatym pravidlom pre stanovenie anelacnej teploty primeru je znizenie teploty
Tm 0 5°C. Pri stanoveni Ty je vhodné zvazovat iba ten usek primeru, ktory hybridizuje
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s templatovou DNA; v pripade, Ze na 5’-lepivy koniec bola pridana dodato¢na sekvencia,
ktora sa hybridizacie nezG¢astiiuje, je mozné ju z tychto tvah vynechat [18][20][24].

Modifikaciou PCR vyuzivajucou zvySenu teplotu nasadania primeru na zaciatku
amplifikacie a jej postupného znizovania (o 1 °C kazdé dva cykly) je touchdown PCR.
V prvych cykloch vznikd ur¢it¢ malé mnozstvo vyhradne Specifickych produktov, kym
v d’alSich cykloch je zniZzenim teploty dosiahnutd akumulécia tychto produktov. Tento pristup
redukuje nespecificki hybridizaciu primeru na minimum a tym obmedzuje tvorbu
nespecifickych produktov [13][24].

2.6.3.3 Pocet cyklov a ich trvanie

Optimalny pocet cyklov zdvisi na vychodzej koncentrécii templatovej DNA, spravidla sa
pohybuje vrozmedzi 25 az 30 cyklov. VSeobecne plati, ze pocet cyklov by mal byt
udrziavany na minime postacujucom pre ziskanie dostatocného mnozstva produktu pre d’alSiu
analyzu. Prili§ vysoky pocet cyklov vyznamne zvySuje mnozstvo vznikajucich nespecifickych
produktov PCR [20][24].

Dalsim faktorom, ktory méze ovplyvnit $pecifitu PCR je &as, za ktory je dosiahnutd zmena
teploty medzi jednotlivymi krokmi reakcie. Cim rychlejsie a efektivnejsie dokaze termocykler
prepinat’ medzi jednotlivymi teplotami, tym je Specifita reakcie vysSia. Niektoré dostupné
termocyklery dosahuja rychlost’ zahrievania (chladenia) uz 2 — 3 °C za sekundu [24].

Obr. 8 Termocykler od firmy Corbett Research [25]
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2.6.3.4 Riziko kontamindcie

Citlivost’ a Specifita PCR spdsobuje, Ze kontaminacia i jedinou molekulou exogénnej alebo
neznamej DNA moéze poskytnut’ falosny vysledok. Pre minimalizaciu falosnych pozitivnych
vysledkov su odporacané urcité Standardné postupy: pouzivanie autokldvovanych roztokov;
fyzikalna separdcia pouzivanych PCR reagentov od templatovej DNA a produktov PCR;
priprava reagentov i vzoriek do alikvotnych casti; pouzivanie UV svetla pre odstranenie
exogénnych nukleovych kyselin na pracovnej ploche; pouzivanie jednorazovych rukavic;
pridavanie DNA do reakcie ako poslednej zlozky; starostliva vol'ba pozitivnych, negativnych
a vnutornych kontrol. Vylucenie kontaminacie je dolezité najmi u nizkokdpiovych templatov
DNA alebo degradovanych vzoriek, kde je potrebny vysoky pocet amplifikacnych cyklov pre
dosiahnutie pozadovaného mnozstva produktu. V tychto pripadoch méze zvyskové mnozstvo
exogénnej DNA konkurovat’ templatovej DNA, potlacit’ amplifikacny proces a sposobit’ tak
falo$ny vysledok. V pripade pochybnosti je najlepsim pristupom opakovanie experimentu so
starostlivym dodrziavanim c¢iastkovych postupov a kontrol. Ako zdroj kontamindcie DNA je
najcCastejSie uvadzany:

e prenos kontaminujucej DNA z predtym amplifikovanych produktov PCR, tzv. carry-

over,

e vzajomna kontaminacia zdrojového materialu [20][24].

Velkéd pozornost’ by mala byt venovand moznym necistotam v templatovej DNA, ktoré
moézu inhibovat’ Taq DNA-polymerdzu. Medzi ne patria ako latky vlastné biologickému
materialu, tak i zIi¢eniny pouzité pre izolaciu DNA. Ide o niektoré detergenty (SDS), EDTA,
vysoké koncentracie soli a negativne tiez pdsobi vysoka koncentracia DNA. Pre PCR je
potrebné iba malé mnozstvo templatovej DNA, preto mézu byt tieto necistoty vo vécSine
pripadov odstranené dostato¢nym nariedenim vzorky [20][24].

2.6.4 Hniezdova (nested) PCR

Modifikacia PCR vyuZzivajuca vonkajSie a vntorné primery je v porovnani so Standardnou
PCR vysoko citlivd metdda, ktora umoziuje detekovat’ 1 jedini molekulu templatovej DNA.
Pri typickom protokole sa amplifikacia uskuto¢iuje v dvoch krokoch:

e prvy amplifikacny krok zahtna 15 aZz 30 cyklov sjednym parom tzv. vonkajSich
primerov. V tomto kroku vznika produkt, ktory je prevedeny do novej skimavky pre
druhy amplifika¢ny krok pomocou paru tzv. vnatornych primerov; tie su Specifické pre
vnutornu Cast’ sekvencie amplifikovanej s parom vonkajsich primerov.

o druhy amplifikacny krok zahtna d’alSich 15 az 30 cyklov, po jeho dokonéeni je produkt
detekovany elektroforézou. Prenos amplifika¢nych produktov z prvej reakcie do druhej
umoziuje nariedenie inhibitorov, ktoré mohli byt pritomné v pévodnej vzorke, ale
prinasa so sebou i riziko kontaminacie [20].

V prvom amplifikacnom kroku moéze dojst k amplifikacii necielovych sekvencii,

a znemoznit’ tak identifikdciu pozadovanych amplikénov. Je vSak vysoko nepravdepodobné,
ze tieto neSpecifické produkty budi mat vidzbové miesta aj pre dal§i par (vnatornych)
primerov. Naopak, poZadovany amplikon disponuje cielovou sekvenciou pre tento par
primerov. Druhy krok reakcie spouzitim wvnutorych primerov navrhnutych tak, aby
amplifikovali vnutornu oblast’ pdvodného amplifikovaného produktu, vedie k 10* znasobeniu
skuto¢ného produktu oproti neSpecifickym. Aby sa zamedzilo akymkol'vek amplifikdciam
povodného templatu, produkt prvej reakcie moéze byt vhodne nariedeny tak, Ze absolutne
mnozstvo povodného templatu je zanedbateIné (zvycajne 1 ul v 10 alebo v 100 ul PCR
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vody). Vysledkom druhého amplifikaéného kroku by mal byt PCR produkt mensej vel'kosti
V porovnani s pdvodnym (prva PCR) [24].

Pre obmedzenie manipulacie a znizenie rizika kontaminacie mézu byt oba amplifikacné
kroky uskutocnené v jednej skumavke. Obsah prvého amplifikaéného kroku moéze byt
oddeleny od druhého silnou prepdzkou z mineralneho oleja; po prvej amplifikacii su reakéné
komponenty zmie$ané mikrocentrifugaciou a obsah je amplifikovany znovu. Castejsie sa viak
navrhuju pary vonkajSich a vnutornych primerov, ktoré sa podstatne liSia teplotou Tp. Prva
amplifikacia s parom vonkajSich primerov sa uskutocnuje pri malo presnych podmienkach
(nizka teplota pre pripojenie primeru) s 10 az 15 cyklami. Jej vysledkom je zmes produktov
ako vnutornych a vonkajSich primerov, tak ich kombinacie. Nasleduje druhotna amplifikacia
s 15 az 30 cyklami pri presnych podmienkach (optimalna teplota pre pripojenie primeru)
S vnutornymi primermi, ktorych konce s ¢asto bohaté¢ na G+C bazy a tak uprednostiiuji
amplifikaciu vnutorného produktu. Vysledné PCR produkty moézu byt analyzované
elektroforézou v agar6zovom géli, priCom by mali byt’ detekované oba — produkty primarne;j
amplifikacie spolo¢ne s mensimi produktmi druhého amplifikaéného kroku [20][24].

Feona from genomic DNA

=
>

30 cycles of PCR amplification l

A smear of DNA =
fragments after gel
electrophoresis e —

l

30 cycles of PCR amplification
Round 2 from initial amplification products l M A
using a nested primer pair

‘Nested’ PCR product

Obr.9 Schéma nested PCR genémovej DNA; M — marker molekulovych hmotnosti,
A — amplifikovany fragment DNA [24]
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2.6.5 Analyza PCR produktov

Vyznamnu ulohu v optimalizacii podmienok PCR zohrava analyza amplifikovanych
fragmentov. Beznym a rychlym spdsobom detekcie amplikonov je Standardna elektroforéza
v agardézovom géli (kap. 2.5.3.3). Pokial’ sii podmienky PCR optiméalne, je mozné pozorovat
vyrazny pas vysokej intenzity zodpovedajici PCR produktu. Niekedy su vSak Specifické PCR
produkty nepritomné a na konci drah v géli s viditeI'né primery ¢i duplexy primer-dimer.
Neoptimalne podmienky PCR sa prejavia pritomnostou d’alSich fragmentov v géli, ktoré su
zvycajne vysledkom neSpecifickej hybridizacie primerov. Pri¢inou vzniku nespecifickych
produktov su Casto nizke anelacné teploty, vysoka koncentracia iénov Mg2+ a pritomnost’
podobnych priming sekvencii v komplexnom template. Vo vécSine pripadov je celkom
jednoduché urcit, ktory fragment reprezentuje pozadovany amplikon — V zavislosti na
ocakavanej velkosti (pokial’ je zndma), a tiez na vyraznejSom vzhlade detekovanej zony DNA
S ostrej$imi hranami v porovnani s neSpecifickymi produktmi [24].

2.7 Denatura¢na gradientova gélova elektroforéza (DGGE)

2.7.1 Mikrobialna diverzita

Stucasna Uroven poznania mikrobidlnej diverzity a jej ulohy v prirode je iba nizka.
Dovodom st predovsetkym tradicné mikrobiologické techniky zalozené na kultivacii
mikroorganizmov, ktoré maji len obmedzené pouzitie pre ich klasifikaciu a identifikaciu.
Odhaduje sa, ze az 99 % vsetkych mikroorganizmov v prirode nie je mozné izolovat ako ¢isté
kultary a charakterizovat' ich. Kultivacné pristupy mozu viest k chybdm a skreslenym
vysledkom, ked’Ze nereprezentuju skutocné podmienky, ktoré mikroorganizmus pre svoj rast
vyzaduje. NavySe su tieto metddy Casto pracne a casovo narocné. Vyrazné rozpory boli
zistené medzi poctom buniek kultivovatel'nych pri laboratornych podmienkach a celkovym
poctom buniek toho istého prostredia. Jednym z dévodov tychto nezrovnalosti mdze byt
vzajomna zavislost’ réznych organizmov obyvajucich spolo¢né prostredie; d’als§im dovodom
je nedostatok vedomosti ohl'adom redlnych podmienok, pri ktorych viac¢Sina mikroorganizmov
rastie v ich prirodzenom prostredi [26][27][28].

2.7.1.1 Metody zavislé na kultivacii

Tradi¢né metody detekcie a identifikacie mikroorganizmov v redlnych vzorkach (potravin)
su zalozené na kultivacii, vycisleni a izolacii kolonii pre dalSie identifikacné postupy.
Povodna vzorka méze byt homogenizovana a skoncentrovana pred vlastnou kultivaciou na
selektivnom meédiu, ktoré je svojim zlozenim podobné Zivotnym podmienkam prostredia,
Zz ktorého st prislusné mikroorganizmy izolované. Identifikaéné postupy zahfiaju
morfologické charakteristiky (mikroskopické pozorovanie buniek a vzhlad koldnii), rozne
biochemické analyzy urcujuce fyziologické vlastnosti (zlozenie membrany ¢i bunkovej
steny), pripadne vplyv vonkajSich podmienok prostredia na rast mikroorganizmov (pH,
teplota, rezistencia k antibiotikam) [9][28].

2.7.1.2 Metody nezavislé na kultivdacii

V mnohych prirodzenych prostrediach, a teda 1 v redlnych vzorkach potravin a napojov, sa
vyskytuju zivotaschopné, avSak nekultivovatel'né¢ druhy mikroorganizmov. Detekcia takychto
organizmov vyZaduje priamu extrakciu a analyzu komplexnej DNA prostredia. Mikrobidlne
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populacie podlichajii sezonnym zmendm a reaguju aj na zmeny prostredia, mozno tak hovorit’
0 komplexnej dynamike tychto populacii. Uréenie diverzity mikroorganizmov v ich
prirodzenych prostrediach a monitorovanie vyvoja mikrobidlnych komunit v ¢ase ¢i priestore
umoziuju prave metddy na kultivacii nezavislé. Na rozdiel od beznych kultivaénych postupov
nevyzaduju izolaciu a kultivaciu jednotlivych zastupcov mikrobidlnej komunity [26][29][30].

Techniky genetického fingerprintu poskytuju profil (odtlacok) genetickej diverzity
mikrobidlneho spolocenstva na zaklade fyzickej separacie nukleovych kyselin jednotlivych
druhov. Tieto metody st rychle a jednoduché, navySe umoznuju analyzu niekol’kych vzoriek
stiCasne. VSeobecny postup zahffia izolaciu nukleovej kyseliny, amplifikdciu génov
kodujucich ribozomalne podjednotky 16S rRNA (u baktérii) alebo 26S rRNA (u eukaryotov),
a napokon analyzu PCR produktov konkrétnou metédou (DGGE, TGGE) [27][31].

2.7.2 Princip DGGE

Denaturacné gradientova gélova elektroforéza (DGGE) je metdda, ktora slizi na detekciu
uz jednonukleotidovych zdmen v molekule DNA. Principom je separdcia amplifikovanych
fragmentov rDNA s rovnakou ¢i podobnou velkostou (najviac 500 bp), majucich vSak réznu
sekvenciu (teplotu topenia Ty,). Separacia je zalozena na klesajucej pohyblivosti fragmentov
V polyakrylamidovom géli s rasticim linedrnym gradientom denaturantov (zmes mocoviny
a formamidu). Variantou DGGE je teplotnd denaturac¢na gradientova elektroforéza (TGGE),
kde denaturujucim faktorom je presne definovany a kontrolovany gradient teploty [26].

Metoda DGGE bola prvykrat pouzita pre detekciu jednobodovych substituénych mutacii.
Bolo zistené, ze molekuly DNA divokého typu a molekuly DNA s jednou substituovanou
bazou moézu migrovat v gradiente vzrastajucej koncentracie denaturacnych cCinidiel
v oddelenych zoénach [32].

Detection of single base polymorphisms

DGGE/TGGE

GC-clamp primerl primeir2
A— - A AL()W melting

Mixture of PCR products | %
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Obr. 10 Schéma DGGE s naznacenou GC-svorkou na 5’-konci primeru [13]

Rychlost’ denaturécie, a tym aj elektroforeticka pohyblivost’ fragmentov, zavisi na pocte
vodikovych vézieb medzi nukleotidmi, tzn. na type, distriblicii a mnoZstve dusikatych baz
dsDNA. Ret'azce DNA sa budu od seba l'ahsie oddel'ovat’ v miestach bohatych na A-T pary
(fixované dvoma vodikovymi mostikmi), kym useky bohaté na G-C pary budu stabilnejsie
(vd’aka trom vodikovym vdzbam). Molekula DNA putuje gélom az do chvile, kedy dosiahne
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urciti koncentraciu denaturacnych ¢inidiel, nadsledkom ¢oho sa ciastocne rozpletd a vytvara
tak vetvené Struktiry s lokdlnymi jednoretazcovymi oblastami. Konforma¢na zmena
terciarnej Struktiry DNA spomali migraciu fragmentu, az sa uplne zastavi. Technika DGGE
je zdokonalena pridanim tzv. GC-svorky, ¢o je sekvencia bohata na pary guaninu a cytozinu,
prisyntetizovana na 5’-koniec jedného z pouzitych primerov v reakcii PCR. Tato sekvencia,
zvycajne tvorena 30 az 50 nukleotidmi, je koamplifikovana s cielovou sekvenciou a je tak
zaClenena do vysledného amplikonu. Pouzitim GC-svorky sa zamedzi uplnej disociacii
dsDNA na jednoretazcové formy, zvysi sa rozliSovacia schopnost a umozni sa detekcia
takmer vsetkych zmien v sekvencii DNA [20][26].

2.7.3 DGGE v praxi

PCR-DGGE je technika, ktord sa uplatiiuje vo viacerych odvetviach mikrobiologie. Jej
hlavnou devizou je moznost priamej extrakcie DNA zrealnych vzoriek, napr. potravin.
Vysledkom je DNA odtlacok mikrobialnej komunity tohto prostredia [33].
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Obr. 11 Priklad DGGE profilu eukaryotického spolocenstva [34]

Prvym krokom je izolacia komplexnej DNA z redlnej vzorky, ¢im je ziskana zmes DNA
réznych mikrobidlnych druhov pritomnych vo vzorke. Zmes DNA je dalej pouzitd ako
templat v PCR amplifikécii urcitych variabilnych tsekov DNA (tie umoziuju rozliSenie
medzi jednotlivymi druhmi). Vyslednym PCR produktom je zmes amplikénov niekolkych
roznych druhov pritomnych v povodnej analyzovanej vzorke. Vsetky amplikony st rovnake;j
velkosti majic odlisné sekvencie, a mézu tak byt separované metédou DGGE. Konecnym
vysledkom je fingerprint (odtlacok) Specificky pre analyzovant vzorku — tvoreny niekol'kymi
fragmentmi reprezentujicimi zloZenie mikrobialneho spolo¢enstva v Studovanej vzorke [33].
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Obr. 12 Schéma aplikacie PCR-DGGE na redlnu vzorku [33]

Po separacii je mozné v DGGE géli pozorovat’ fragmenty DNA neurcitého povodu. Tie
moézu byt z gélu izolované, reamplifikované s pouzitim podobnych podmienok aPCR
primerov (bez GC-svorky), d’alej sekvenované a porovnané so sekvenciami dostupnymi
v databazach. Tymto postupom mozno ur€it’ identitu povodne nezndmeho fragmentu [28].
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2.7.3.1 Vlastna separdcia v denaturacnom géli

Elektroforetickym médiom v technike DGGE je polyakrylamidovy gél. Polyakrylamid je
tvoreny zdkladnym monomérom akrylamidom (AA) a zosietovacim ¢inidlom N,N-methylén-
bis-akrylamidom (BIS), ktory sa ndhodne zabudovava do linearneho retazca polyméru.
Polymeracia akrylamidu prebieha ako radikalova reakcia pri laboratornej teplote v prostredi
pufru (TAE). Iniciacnym c¢inidlom reakcie je persiran amonny (APS), ktory homolyticky
Stiepi viazby O—O. Pre urychlenie polymerizacie sa pouziva volnd zasada N,N'-
tetramethyléndiamin (TEMED), ktory katalyzuje tvorbu volnych radikalov persiranu
amonneho. Polymerizacia sa neuskuto¢ni pri nizkom pH ¢i za pristupu kyslika [13].

Koncentracia polyakrylamidového gélu sa 1iSi podla velkosti separovanych fragmentov
DNA (tab. 1) a urcuje jeho mechanické vlastnosti. Optimalne rozliSenie fragmentov v géli
mozno dosiahnut’ upravou vzajomného pomeru AA/BIS [10][13].

Tabulka 1 Rozsah velkosti separovanych fragmentov v zavislosti na koncentracii PA gélu

[35]
koncentracia sep‘;lolj;sr::ych
1 0)
polyakrylamidu (%) fragmentov (bp)
6 300 -1 000
8 200 - 400
10 100 — 300

Denaturacné podmienky v priebehu elektroforézy su zaistené kombinéciou stalej teploty,
zvyCajne 50 — 60 °C, a linearneho gradientu tvoreného mocovinou a formamidom. Roztok
100% chemického denaturantu zodpovedd 7 M mocovine a 40% formamidu. Denaturacny
gradient mo6ze byt vytvoreny bud’ kolmo alebo paralelne k smeru elektroforézy [33][35].

Perpendikularny gradientovy gél, kde gradient denaturanych ¢&inidiel vzrastd zlava
doprava naprie¢ gélom, ¢ize kolmo k elektrickému polu, zvycajne vyuziva Siroky rozsah
gradientu vrozmedzi 0 az 100 %, pripadne 20 — 100 %. Tento typ gélu umoziuje
experimentalne urCit’ optimalny rozsah gradientu pre paralelni separaciu niekolkych
fragmentov v paralelnych géloch. Na gél je v tomto pripade nanesena jedina vzorka, napr. ako
zmes amplikonov. Vysledkom je krivka sigmoidného tvaru (obr. 13). Pri nizkych
koncentraciach denaturantov (I'ava strana gélu) zachovava fragment DNA dvojretazcova
Struktiru, so vzrastajicou koncentraciou sa vSak zacina rozpletat. Napokon, pri velmi
vysokych koncentraciach denaturantov podlieha molekula DNA kompletnej denaturécii az na
jednoretazcové formy a migracia fragmentu sa zastavi [26][33][35].

Paralelené gradientové gély maju vzrastajucu koncentraciu denaturantov zhora nadol, teda
v smere elektroforézy. Pouzivaji sa pre analyzu niekol’kych r6znych vzoriek na jednom géli.
Rozsah gradientu je zGzeny, ¢im je dosiahnuta lepsia separacia analyzovanych fragmentov.
Optimalny c¢as elektroforézy moéze byt ureny experimentalne pomocou tzv. time travel

experimentu, kedy s rozne vzorky nanesené na gél v urcitych konstantnych casovych
intervaloch [26][33].
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Obr. 13 Priklad perpendikularneho gradientového gélu [35]

Prili§ dlhé trvanie elektroforézy moéze viest’ k nestabilite denaturaéného gradientu; pri¢inou
je inkubacia gélu pri zvysenej teplote po dlhi dobu separacie. Vysledkom je tak skreslena
separacia fragmentov a nespravna interpretacia ziskaného DGGE profilu. Preto by celkovy
cas elektroforézy mal byt minimalizovany s ohl'adom na optimalne rozliSenie separovanych
fragmentov DNA [36].

2.7.3.2 Farbenie DGGE gélov

Vseobecné pristupy pre farbenie nukleovych kyselin po elektroforetickej separacii st
uvedené v kap. 2.5.3.3. NajcastejSie sa zony zodpovedajice jednotlivym fragmentom DNA
vDGGE géli vizualizuju farbenim ethidium bromidom. Dalfou moznostou je farbenie
komerénymi produktmi z radu SYBR®, ktoré nevytvéraju pozadie a umoziiujii detekciu DNA
fragmentov uZ pri nizkych koncentraciach. NajcitlivejSou metodou vizualizacie je farbenie
striebrom, ktoré zniZuje objem PCR produktu aplikovaného na gél uz na 10 pl. Gél je
skladovatel'ny niekol'’ko dni az tyzdinov bez straty signalu. Naopak, nevyhodou je, Ze takto
ofarbené gély nemdzu byt dalej pouzité pre hybridizacné experimenty, rovnako
problematicka je izolacia frakcii z gélu a ich néasledna reamplifikdcia. Farbenie striebrom je
natol’ko senzitivne, ze st 'ahko identifikované i fragmenty ssDNA [33][37].

2.7.3.3 PCR s ohl’adom na DGGE

Vlastnej separacii DNA fragmentov v DGGE géli predchadza ich amplifikacia, v ktorej
kl'icova ulohu zohrdva vyber vhodnych primerov. Predmetom amplifikdcie a naslednej
separacie v PCR-DGGE je zvycajne ribozomalna DNA, ked'Ze ide o vysoko konzervativny
usek gendmu, ktory obsahuje aj variabilné sekvencie. Primery pre PCR s navrhnuté tak, aby
hybridizovali s konzervativnymi tisekmi, a zaroven zahrnali i variabilné oblasti. Vysledkom
st amplikony s druhovo-gpecifickymi rozdielmi v zloZeni nukleotidov; spiiiaju tak podmienku
separdcie metodou DGGE. Pre analyzu komplexnych mikrobidlnych spolocenstiev musia
cielové sekvencie génov urcujucich jednotlivé druhy existovat’ v jedinej kopii. Pre Stadium
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baktérii fingerprintovymi technikami je bezna amplifikacia variabilnych tsekov 16S (malej
podjednotky) rRNA. V identifikacii kvasiniek sa uplatiiuje amplifikacia velkej podjednotky
(26S) rRNA, konkrétne génov kodujtiicich D1/D2 domény tejto podjednotky (tie st zname pre
vSetky druhy kvasiniek). Amplifikovany bol 1 gén koédujici mali ribozomalnu podjednotku
eukaryotov (18S rRNA), v DGGE géli vsak boli pozorované zony koreSpondujuce
s nemikrobialnou DNA [28][29][33][38].

Naopak, pri pouziti niektorych primerov uréenych k amplifikacii bakteridlnej 16S rDNA je
zarovenn koamplifikovana i1 kvasinkova, fungalna, ¢i rastlinnd DNA, ktoré st rovnako
pritomné v redlnej vzorke. Amplifikdcia nebakteridlnej DNA tak maskuje skuto¢nu
bakterialnu populaciu [39].

2.7.3.4 Standardy v DGGE

Alternativou k sekvenovaniu jednotlivych frakcii za Gcelom identifikdcie mikrobidlnych
druhov v ziskanom DGGE profile je konsStrukcia molekularnych rebrickov (referenénych
markerov). Identifikaény marker je zostrojeny ako zmes amplikénov rDNA reprezentativnych
druhov analyzovanej realnej vzorky, napr. potraviny. PCR produkt DNA izolovanej priamo
z matrice je na gél naneseny spolo¢ne so zmesou amplikénov referenénych druhov ako
rebricek alebo Standard. Porovnanim migraénych vzdialenosti amplikénov s referenénymi
druhmi v identifikacnom rebricku je mozna identifikacia mikroorganizmov pritomnych
v analyzovanej vzorke [33].

Tento pristup je podstatne jednoduchsi nez sekvenovanie fragmentov, na druhej strane
vSak nezarucuje jednoznacnu a spol'ahlivi identifikaciu pre isté implicitné nedostatky. Zndme
su najma pripady spolo¢nej migracie amplikénov réznych druhov, ¢o sa prejavi rovnakymi
poziciami zén V DGGE profile. Dévodom je vzdjomné blizka pribuznost’ niektorych druhov
baktérii. Pripad komigracie bol zaznamenany napr. u laktobacilov; pouzitim iného paru
primerov ¢i Upravou gradientovych podmienok v DGGE vSak bolo moZzné dosiahnut
uspokojivl separaciu. Spolo¢néa migracia zon bola zistena 1 u kvasiniek spojenych s procesom
vyroby vina. Pouzitim péaru univerzalnych primerov NL1/LS2 bolo moZné rozlisit’ jednotlivé
rody tychto kvasiniek, avSak amplifikdcia tymito primermi neumoznila rozliSenie medzi
jednotlivymi druhmi toho istého rodu (Candida, Saccharomyces) [11][33].

Dal$ou nevyhodou pouzitia tohto typu $tandardov je moznost’ existencie niekol’kych kopii
génu pre 16S rRNA. Jediny mikrobidlny druh je tak zobrazeny ako séria niekolkych
fragmentov, €o ¢ini identifikdciu eSte naro¢nejSou a nadhodnocuje skutocnu diverzitu
mikrobidlneho spoloCenstva v redlnej vzorke. V niektorych pripadoch su rozdiely
v migraénych vzdialenostiach zon DNA pomerne malé, takZe neumoziuju vzajomné
porovnanie referenéného markeru a neznamych druhov. Vtedy je najlepSim rieSenim
sekvenovanie [33].

2.7.4 Limitacie DGGE

Vsetky druhy metdd maju svoje Specifické limitacie, ktoré vyzaduju starostlivé zvazenie
s ohl'adom na analyzu a interpretaciu vysledkov. Molekularne techniky rovnako podliehaju
chybam; k tym moéZe dojst’ uZ odberom vzorky a manipuldciou s iou. Takéto skreslenia su
Casté ako v tradi¢nych, tak i molekularnych pristupoch. Aerdbne ¢i anaerdbne skladovanie,
premyvanie, transport, uchovavanie pri nizkych teplotach — to vSetko moze ovplyvnit’ vyvoj
mikrobidlnych druhov pritomnych v realnej vzorke ¢o do mnozstva, tak i do rozmanitosti
[33][38].
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Dal§im krokom v molekularnej charakterizacii mikrobialnych komunit je extrakcia
nukleovych kyselin z buniek pritomnych vo vzorke. Rozdielne usporiadanie bunkovej steny je
dovodom, pre¢o rozne druhy maji réznu senzitivitu k lytickym c¢inidlam. Purifikécia
nukleovych kyselin z komplexnej matrice potraviny je pomerne naro¢na; preto musia byt
metddy extrakcie DNA zredlnych vzoriek optimalizované s cielom ziskat produkt
dostatodnej Gistoty s vysokym vytazkom pouZitelny ako templat pre PCR. Cim
komplexnejSia je matrica, tym tazSie je dosiahnut’ uspokojivy stupen extrakcie a zbavit' sa
vSetkych necistot, ktoré inak mozu negativne ovplyvnit amplifikacny krok. Pripad
potravinovych matric je zvlast’ obtiazny; dévodom je pritomnost prirodnych latok ako su
lipidy, proteiny, polysacharidy a soli. Niektoré z nich mézu pretrvat’ az do zaveru extrakcie.
Pri pouziti konecného extraktu ako templatu pre PCR sa zvysky matrice mozu spravat’ ako
inhibitory reakcie. Konkrétnym prikladom su polyfenoly a polysacharidy bobul’ vinnej révy.
Tieto latky su casto pritomné ako nelistoty izolovanej DNA a inhibuju tak PCR
[26][33][38][40].

Vyznamnym zdrojom chyb a skresleni v molekularnych $tadiach redlnych vzoriek je
samotnd reakcia PCR. Ako bolo uvedené vysSie, zdsadnym problémom v analyze vzoriek
potravin je pritomnost’ latok v izolovanej zmesi DNA, spdsobend nedostato¢nou purifikaciou
cielovej DNA. Komplikaciou moze byt i tzv. preferencna amplifikacia, ktord uprednostiiuje
iba urcité konkrétne templaty niektorych druhov. Mikrobialna DNA z komplexnej komunity
je amplifikovana len Ciastocne a vysledkom je tak PCR produkt, kde niektori z pdvodnych
¢lenov komunity chybaju. Volba vhodného paru primerov a fragmentov uréenych
k amplifikacii je teda zakladnym predpokladom pre uspesnu separaciu [26][33][38].

Metoda DGGE umoziuje separaciu fragmentov do vel'kosti najviac 500 bp, o je limita¢ny
faktor pre sekvenéné analyzy. Daldim problémom stivisiacim s PCR amplifikaciou je tvorba
heteroduplexov, ktoré znizuju spolahlivost’ analyzy a stazuju interpretaciu ziskaného DGGE
profilu. Heteroduplexy pochadzajice z rekombinacie jednoretazcovych molekul z dvoch
roznych PCR produktov bezne vznikaji v poslednych cykloch PCR. Pre nezhody v péarovani
medzi dvoma vldknami v molekulach heteroduplexov je ich teplota topenia Ty, niZSia nez pre
homoduplexy, a ich migracia v géli sa tak zastavi skor. Tato skutocnost’ moze byt problémom
Vv analyze mikrobidlnych populéacii, ked’Ze nadhodnocuje skuto€nt rozmanitost” spolocenstva.
DGGE analyza dvoch PCR produktov vtomto pripade poskytne Styri zony — dve pre
homoduplexné a dve pre heteroduplexné molekuly [26][33].

Pritomnost’ zdvojenych fragmentov v DGGE profile moze byt spdsobena nielen tvorbou
hetereduplexov, ale i degeneraciou primerov. Pomerne Casty je aj vyskyt zdvojenych
fragmentov bez jasného povodu, ktorych intenzitu moZno vyznamne znizit prediZzenim
zaverecnej extenzie v reakcii PCR [31][41].

O dalSich limitaciach, ako st spolo¢na migracia zon a existencia niekolkych kopii 16S
rDNA, pojednéava kap. 2.7.3.4.

Vysledny DGGE fingerprint poskytuje obraz iba o dominantnych druhoch pritomnych
v mikrobidlnom spolocenstve. Pritomnost’ a nepritomnost’ zon v DGGE profiloch naznacuje
narast C¢i pokles vyskytu ur¢itych druhov v ramci populécie, ¢o je vyhodné najmi pri
sledovani priestorovych a Casovych zmien v redlnej vzorke. VSeobecny detekény limit
metody bol stanoveny na 1 % Vv celkovej populacii. Detekény limit pre konkrétne aplikacie je
vsak rozny a zavisi najmd od mikrobidlneho druhu a charakteru potravinovej matrice
[26][33][38].
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2.7.5 Aplikacie

Denaturacné gradientova gélova elektroforéza bola povodne vyvinutd ako metdda pre
detekciu bodovych mutacii v Klinickej diagnostike. PCR-DGGE ribozomalnej DNA bola do
odvetvia mikrobidlnej ekoldgie zavedena v r. 1993, kedy bola prvykrat pouzitd pre analyzu
bakterialnej diverzity. Za pomerne kratky Cas sa stala oblibenou fingerprintovou technikou
a Vv sucasnosti je beznym molekuldrnym pristupom pre sledovanie mikrobidlnych populacii
[32][33][42].

PCR-DGGE je velmi prisposobivou a univerzalnou metddou, ktora nasla uplatnenie
v mnohych oblastiach mikrobidlnej ekoldgie. Zvy€ajne sa vyuziva pre urCenie Struktiry
mikrobidlnych komunit v prirodnych vzorkach bez potreby kultivacie a pre sledovanie
dynamiky spoloCenstva v reakcii na zmeny prostredia. Konkrétne aplikacie tejto techniky su
zamerané na Studium Struktary a vyvoja mikrobidlnych komunit z pody, z vody mori, riek
a jazier; gastrointestindlneho traktu, bioreaktorov odpadovych vod, hmyzu a klinickych
vzoriek. Napriek ohromnému praktickému zdzemiu bola metéda DGGE do mikrobiologie
potravin zavedena len nedavno. Obrovsky potencidl metody, ktory sa ukdzal v analyze
prirodnych vzoriek, bol podnetom pre aplikdciu DGGE v stadiu mikrobidlnych fermentécii
Vv potravinach a ekosystémoch blizkych potravinam [33].

Spomedzi potravinarskych vyrobkov st najviac Studované mlie¢ne produkty, najcastej$im
cielom analyzy su baktérie mlie¢neho kvasenia a vObec proces mlie¢nej fermentacie.
Konkrétnymi aplikdciami st: Stidium bakteridlnej diverzity (16S rRNA) v mlieku, réznych
druhov syra ¢i jogurtov; analyza acetobaktérii v balzamikovom octe; sledovanie bakteridlnych
populécii na povrchu $alatu, v ¢ervenych vinach, ¢i v ovocnych dzasoch [33].

S vyhodou bola metéda PCR-DGGE aplikovana na §tadium eukaryotickych spolocenstiev,
ktoré Casto zohravaju délezitu tilohu vo fermentaénych procesoch potravin. Ako bolo uvedené
v kap. 2.7.3.3, amplifikacia 18S rDNA pre Stidium kvasiniek sa ukazala ako nevhodna. Pre
sledovanie kvasinkovej populdcie tak bol vyvinuty pristup, ktory separuje amplifikované
produkty variabilnych Gsekov 26S rDNA z kvasinkovej DNA. Ten bol overeny pre modelové
fermentaéné procesy v laboratornom meradle, umoziiujic detekciu uz 10° buniek/ml
a identifikaciu aspont Styroch roznych druhov kvasiniek. Nasledne bol aplikovany pre
sledovanie kvasinkovej populacie v priebehu komerénych (priemyselnych) fermentaénych
procesov vyroby vina. V kazdom stupni kvasného procesu bolo mozné profilovat
mikrobidlnu komunitu a identifikovat’ druhy kvasiniek patriace k rodom Metschnikowia,
Candida a Pichia na zaciatku fermentacie, a Saccharomyces cerevisiae ako dominantny druh
Vv poslednych §tadiach procesu. Rovnako bola potvrdend ucéinnost S. cerevisiae ako
mikroorganizmu veduceho kvasny proces: fragment zodpovedajiici tomuto druhu sa
vyskytoval ako dominantny v DGGE profiloch vSetkych vzoriek analyzovanych pocas
fermentacie. Podobne bola PCR-DGGE aplikovana ipre urcenie diverzity kvasiniek
fermentacného procesu v botrytizovanych vinach. Analyza touto metodou potvrdila, Ze
teplota kvasného procesu méd vyznamny vplyv na rast nesacharomycétnych kvasiniek, ktory
vyrazne poklesol pri vyssich teplotach. Dal§im zaujimavym zaverom je skuto¢nost’, Ze i ked’
Metschnikowia pulcherrima bola izolovana v koncentraciach 10° CFU/ml, amplikén
zodpovedajuci tomuto druhu nebol v DGGE profile pozorovany; pravdepodobnou pri¢inou
bola neti¢inna amplifikacia pouzitim univerzalneho paru primerov NL1/LS2 [11][33][43].

PCR-DGGE bola d’alej pouzita pre analyzu kvasinkovych populécii v prostrediach ako su:
bobule vinnej révy, rézne druhy cesta, kakaové bdby, fermentované klobasy a surové
neupravené mlieko [29][33][44].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje a pomécky

3.1.1 Chemikalie

3.1.1.1 Chemikalie pre kultivaciu mikroorganizmov

e Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

e D-glukdza bezvoda p.a., Lachema (CR)

e Siran amoénny p.a., Lach-Ner (CR)

e Dihydrogénfosforeénan draselny p.a., Lach-Ner (CR)
e Siran horeénaty heptahydrat p.a., Lachema (CR)

e Bakteriologicky pepton, Himedia (India)

e Chlorid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

e Agar, Himedia (India)

e LB (Luria Bertani) zivné médium, Sigma (USA)

3.1.1.2 Chemikadlie pre izolaciu DNA

Chelatén III dihydrat (EDTA) p.a., Lach-Ner (CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva (SRN)
Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Lach-Ner (CR)
Dodecylsiran sodny (SDS), Serva (SRN)
B-merkaptoethanol, Serva (SRN)

Fenol p.a., Lachema (CR)

Chloroform, Lachema (CR)

Octan sodny bezvody p.a., Lachema (CR)

Ethanol p.a., Lachema (CR)

Ribonukle4dza A (RNA4za), Serva (SRN)
Izopropylalkohol p.a., Lach-Ner (CR)

3.1.1.3 Komponenty pre PCR

e PCR voda — voda pre injekcie CSL 4, Biotika (SR)
e Syntetické primery (NL1, NL4, LS2), Elisabeth Pharmacon (CR)
e KAPA2G™ Robust PCR Kit, Kapa Biosystems (USA)

3.1.1.4 Chemikadlie pre elektroforézy

Agardza Premium, Serva (SRN)

Ethidium bromid, Serva (SRN)

Bromfenolova modréa — sodna sol’, Serva (SRN)

Sacharéza p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina octova 99,8% p.a., Lach-Ner (CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva (SRN)

Chelaton I1T dihydrat (EDTA) p.a., Lach-Ner (CR)

A-EcoT14 I/Bgl Il Digest Standard Marker, Takara Bio (Japonsko)
DNA ladder RTU (Ready-to-Use) 100 bp, Nippon Genetics (SRN)
Akrylamid 99%, Sigma (SRN)
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N,N'-methylénbisakrylamid, Serva (SRN)
Mocovina p.a., Penta (CR)

Formamid p.a., Penta (CR)

Persiran amonny (APS), Serva (SRN)
N,N'-tetramethyléndiamin (TEMED), Serva (SRN)
Glycerol p.a., Lachema (CR)

Dusi¢nan strieborny 99,8%, Sigma-Aldrich (SRN)
Ethanol p.a., Lachema (CR)

Formaldehyd (36-38%) p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

3.1.2 Pristroje a pomocky
3.1.2.1 Kultivacia mikroorganizmov

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Kompaktné vahy, model Scout™ Pro, Ohaus (USA)
Ultrazvuk, model PS 02000, Notus Powersonic (SR)
Ockovaci box Aura Mini, Bioair Instruments (ITA)
Trepacka Yellow Line, model RS 10 Basic, Labicom (SRN)
Centrifaga, model 3-15, Sigma Laborzentrifugen (SRN)
Termostat, model IP100-U, Lte Scientific (GB)

3.1.2.2 Izoldacia DNA

UltraClean® Microbial DNA Kit, Mo Bio Lab. (USA)

[ ]

e Vortex, typ Heidolph, Vitrum (CR)

e Vortex Genie 2, Mo Bio Lab. (USA)

e Centriftiga, model U-32R, Boeco, (SRN)

e Centrifiiga, model Mikro 200, Hettich Zentrifugen (SRN)

e Vodna lazen, model TW2, Julabo Labortechnik (SRN)
3.1.2.3 PCR

e Vortex Experion™ Vortex Station, Bio-Rad (USA)

e Kompaktna mikrocentrifiga HERMLE Z-100M, Labortechnik (SRN)

e PCR box Aura Mini, Bioair Instruments (ITA)

e Termocykler Palm Cycler™, Corbett Research (Australia)

3.1.2.4 Analyza izolovanej DNA a PCR produktov

MikrovInna triba, model M1610N, Samsung (CR)

Horizontélna elektroforeticka vaiia Owl, model B2, Owl Separation Systems (USA)
Zdroj napatia pre elektroforézu MP-300N, Major Science (USA)

Zdroj napatia pre elektroforézu SH-300, Shelton Scientific (USA)

DGGE aparatira DCode™ Universal Mutation Detection System, Bio-Rad (USA)
Trepacka Yellow Line, model RS 10 Basic, Labicom (SRN)

Transluminator Ultra Viewer, Ultra Lum (USA)

Software Scion Image, Biotech (CR)
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NanoPhotometer™ UV/VIS, Implen (SRN)

3.1.3 Pouzivané kultary mikroorganizmov

Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-88
Xanthophylomonas dendrorhous (Phaffia rhodozyma) CCY 77-1-1
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4
Sporobolomyces salmonicolor CCY 19-4-6
Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3
Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33
Rhodotorula rubra CCY 20-7-28
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2
Aureobasidium pullulans CCM F-148
Fusarium solani CCM F-552

3.1.4 Material

Ako redlne vzorky boli pouzit¢é muSty vinnej révy niekolkych odrod ziskané

z Vyskumného ustavu vinohradnickeho a vinarskeho Bratislava, SR: Chardonnay, Rizling
vlassky, Dunaj, Svitovavrinecké, Rulandské modré, Modry Portugal. Odrody boli pestované
Vv oblasti juzného Slovenska, vzorky mustov boli odobrané vo faze burlivej fermentacie.
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3.2 Produkcia mikrobialnej biomasy

3.2.1 Kultivacia vybranych kmeiiov kvasiniek

Vybrané cervené kvasinky patria medzi mezofilné, aerobne mikroorganizmy s podobnymi
narokmi na podmienky rastu. Pre optimalnu kultivaciu kvasiniek pouzitych kmeiiov bolo
pouzité tekuté inokula¢né a produkéné médium, ktorych zloZenie je uvedené Vv tabulkach 2
a 3. Kvasinky boli kultivované submerzne v Erlenmeyerovych bankach pri podmienkach
staleho trepania a teplote 25 °C. Vzhl'adom k tomu, ze cielom kultivacie nebola produkcia
karotenoidnych pigmentov, stale osvetlenie kultivovanych kultir nebolo potrebné.
Z rovnakého dovodu bola kultivacia v produkénom médiu ukoncend uz po 24 hodinach
(rovnako ako v inokulaénych médiach). Spolo¢ne s ¢ervenymi kvasinkami bola pri rovnakych
podmienkach kultivovana i Saccharomyces cerevisiae.

Tabul’ka 2 Médium ¢. 1

ZlozKky média MnoZstvo
glukoza 409
(N H4)2804 59
KH,PO, 59
MgSQO,-7 H,O 0,696 g
kvasni¢ny autolyzat 740
voda 1000 mli

Médium ¢.1 (zlozenie uvedené v tab. 2) bolo pouzivané ako inokula¢né. Pasteracia
prebiehala v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 30 mint.

Tabul’ka 3 Médium ¢. 2

ZloZzky média MnoZstvo
glukoza 309
(N H4)2804 4 g
KH,PO, 49
MgSO,-7 H,O 0,696 g
voda 1000 ml

Médium ¢.2 (zloZenie uvedené vtab. 3) bolo pouzivané ako produkcné. Pasteracia
prebiehala rovnako v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 30 minuit.

3.2.1.1 Inokulum é& 1

Objem 50 ml sterilného média ¢. 1 (kap. 3.2.1, tab. 2) v Erlenmeyerovej banke s objemom
250 ml bol zaockovany Styrmi ockovacimi kli¢kami zésobnej kultiry prislusného kmena
kvasinky z Petriho misky. Kultivacia prvého inokula prebichala pri podmienkach staleho
trepania (90 rpm) ateplote 25°C po dobu 24 hodin. Inokulum ¢.1 bolo pouzité
pre zaockovanie druhého inokulaéného média.
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3.2.1.2 Inokulum ¢é. 2

Do 100 ml sterilného média ¢. 2 (kap. 3.2.1, tab. 2) v Erlenmeyerovej banke s objemom
500 ml bolo asepticky prevedenych 25 ml inokula ¢. 1 (kap. 3.2.1.1). Kultivacia prebiehala pri
podmienkach staleho trepania (90 rpm) a teplote 25 °C po dobu 24 hodin. Inokulum ¢. 2 bolo
pouzité pre zaoCkovanie produkéného média.

3.2.1.3 Produkcéné médium

Kultivacia kvasiniek d’alej prebiehala v Erlenmeyerovych bankach (1 000 ml), z ktorych
kazda obsahovala 250 ml produkéného média. Kazdé zo sterilnych médii ¢. 2 (kap. 3.2.1,
tab. 3) bolo asepticky zaoCkované 50 ml inokula ¢. 2 (kap. 3.2.1.2). Kultivacia prebichala pri
podmienkach staleho trepania (90 rpm) a teplote 25 °C po dobu 24 hodin.

3.2.2 Kultivacia kvasinkového organizmu A. pullulans

Pre kultivaciu kvasinkového organizmu A. pullulans bolo pouzité tekuté médium, ktorého
zlozenie je uvedené v kap. 3.2.1, tab. 2. Pasteracia prebichala v tlakovom hrnci s otvorenym
ventilom po dobu 30 minat. Objem 50 ml sterilného média v Erlenmeyerovej banke
s objemom 100 ml bol zaockovany dvoma az tromi ocCkovacimi kli¢kami zasobnej kultary
mikroorganizmu z Petriho misky. Kultivacia prebiechala submerzne pri podmienkach staleho
trepania (120 rpm) a teplote 28 °C po dobu siedmich dni.

3.2.3 Kultivacia vlaknitej huby Fusarium solani

Pre kultivaciu plesne F. solani bolo pouzité tekuté médium, ktorého zloZenie je uvedené
v tab. 4. Pasteracia prebichala v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 30 mindt.
Objem 50 ml sterilného média v Erlenmeyerovej banke s objemom 100 ml bol zaockovany
dvoma az tromi ockovacimi klickami zasobnej kultiry mikroorganizmu z Petriho misky.
Kultivacia prebichala submerzne pri podmienkach staleho trepania (120 rpm) a teplote 30 °C
po dobu siedmich dni.

Tabul’ka 4 Tekuté médium pre kultivaciu F. solani

ZloZzky média MnoZstvo
glukoza 15¢
(N H4)2804 10 g
KH,PO, 1g
MgSO,-7 H,0O 059
NaCl 59
voda 1000 ml

3.2.4 Spracovanie mikrobiilnej biomasy

Cely objem produkéného média bol odstred’ovany na centrifiige pri otackach 5 000 rpm po
dobu 10 minut. Ziskany supernatant bol zliaty a sediment premyty destilovanou vodou.
Suspenzia bola znova odstred’ovana 10 minut pri 5 000 rpm. Sediment bol pretrepany v cca
30 ml fyziologického roztoku (0,09% NaCl) a uskladneny v riadne oznacenej nadobke pri
-18 °C pre dalsie pouzitie.
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3.3 Izolacia a analyza mikrobialnej DNA

Izolacia mikrobialnej DNA bola uskuto¢nena jednak ako klasicka extrakcia DNA pomocou
organickych rozpustadiel, a tiez ako rychla izolacia pomocou Specidlneho izola¢ného kitu.

3.3.1 Izolacia kvasinkovej DNA fenol-chloroformovou extrakciou

Ziskana kultra buniek vo fyziologickom roztoku bola rozmrazena v studenej vode
a scentrifugovand (10 min, 5 000 rpm). Kvasnicnd biomasa bola dalej rozsuspendovana
v 4 ml lytického pufru (50 mmol/l Tris-HCI, 50 mmol/l EDTA, 3% SDS). Ku vzorke bolo
pridanych 100 pl 90% B-merkaptoethanolu a vzniknuta suspenzia bola inkubovana pri 65 °C
po dobu 25 minat. Nasledne boli ku vzorke pridané 4 ml zmesi fenol : chloroform v pomere
1: 1. Vzorka bola dokladne premiesana na vortexe asi jednu minutu. Bunky boli odstredené
na centrifuge pri ota¢kach 15 000 rpm pri 4 °C po dobu 20 minnt.

Horna vodna faza obsahujiica DNA bola odpipetovana do skiimavky a bola k nej pridana
1/10 objemu 3 mol/l octanu sodného. Vzorka bola doplnena 96% ethanolom na vyslednu
koncentraciu ethanolu 70 %. V tomto kroku doSlo ku vzniku viditel'nej zrazeniny DNA na
rozhrani ethanolu a vodnej fazy.

Takto ziskana DNA bola odstredena pri otackach 9 000 rpm a pri 4 °C po dobu 15 minut,
premyta 70% ethanolom a opét’ odstredend pri otackach 9 000 rpm a 4 °C po dobu 5 mintt.
Sediment bol vysuseny miernym prudom vzduchu, rozpusteny v 200 pul TE pufru (10 mmol/Il
Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA, pH 8) a prevedeny do mikrocentrifuga¢nej skimavky.

3.3.1.1 Purifikdcia izolovanej DNA

Za ucelom odstranenia kontaminujucej RNA bola pouzita ribonukleaza A (1 mg/ml), ktora
bola inkubovand vo vodnej 14dzni pri 95 °C po dobu asi 5 mintt. Takto pripravend RNAéza
bola pridana ku vzorkam izolovanej DNA (10 pl enzymu na 100 pl izolovanej DNA). Vzorky
s RNAazou boli inkubované 30 minut pri 37 °C. V dalsom kroku bol k roztoku DNA
s enzymom pridany izopropylalkohol v objeme 1 000 pl, ktory podobne ako ethanol zraza
DNA (je vsak selektivnejsi, kedZze RNA sa nim nezraza). V tejto faze doslo ku vzniku
viditeI'nej zrazeniny — vlakien DNA. Vzorky boli dalej centrifugované pri otackach
11500 rpm po dobu 10 minat. Supernatant bol zliaty, ziskany sediment bol vysuSeny
miernym pradom vzduchu a napokon rozsuspendovany v 200 ul TE pufru. Takto precistené
vzorky izolovanej DNA boli delené v agar6zovom géli pri rovnakych podmienkach ako
vzorky kvasinkovej DNA bez aplikicie RNA4zy. Cistota izolovaného preparatu bola overena
spektrofotometricky, ako referenéna vzorka bol pouzivany TE pufor (kap. 3.3.1.2).

3.3.1.2 Stanovenie Cistoty a koncentracie izolovanej DNA

Najrychlej$im a najjednoduch$im spésobom, ako ur€it Cistotu izolovanej DNA, je
spektrofotometrické stanovenie — premeranie absorbancii pri vinovych dizkach 260 nm
a 280 nm. Nukleové kyseliny maju absorpéné maximum pri 260 nm, kym ich najcCastejSie
kontaminanty, proteiny, najviac absorbuji pri 280 nm. Na zaklade pomeru hodnot Azgo/Azso
tak moZno urcit typ kontamindcie, ato nasledovne: pomer absorbancii Cistej DNA sa
pohybuje vrozmedzi 1,8 — 2,0, ak je vzorka zneCistend proteinmi pomer je <1,8,
Vv pritomnosti kontaminujicej RNA je ziskany pomer > 2,0.

Pre stanovenie koncentracie DNA plati: ak Azgo = 1, potom ¢ (dsSDNA) = 50 pg/ml.
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3.3.2 Izolicia DNA izola&nou siipravou UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit

Objem 1,8 ml mikrobialnej kultury rozsuspendovanej vo fyziologickom roztoku bol
napipetovany do mikroskimavky a scentrifugovany pri otackach 11 300 rpm po dobu
30 sekind pri laboratdrnej teplote. Supernatant bol zliaty a k usadenym bunkam bolo
pridanych 300 ul ,,MicroBead” roztoku obsahujuceho soli a pufor. Bunky boli
rozsuspendované na vortexe a takto ziskany roztok bol presunuty do d’alSej mikroskimavky
obsahujucej drobny piesok. K roztoku bolo pridanych 50 ul MD1, ktory obsahuje SDS a iné
¢inidl4 umoznujuce lyzu bunky. Mikroskiimavky boli zahrievané vo vodnej lazni pri 65 °C po
dobu 10 minut.

Naésledne boli mikroskimavky vortexované v horizontalnej polohe (pouzity bol adaptér
k vortexu MO Bio Vortex Adapter®) pri maximalnej rychlosti po dobu 10 mindt a napokon
scentrifugované pri otdckach 11 300 rpm po dobu 30 sekund. Supernatant obsahujiici DNA
bol presunuty do novej mikroskaimavky a bolo k nemu pridanych 100 ul MD2, ktory zraza
ako organické, tak i anorganické necistoty. Roztok bol kratko (asi 5 sekund) vortexovany
a d’alej inkubovany 5 minut pri 4 °C. Potom bol opédt’ centrifugovany pri rovnakych
podmienkach ako pri predoslej centrifugacii.

Supernatant bol opdtovne presunuty do novej mikroskiimavky a bolo k nemu pridanych
900 pl MD3 obsahujuceho vysoko koncentrovany roztok soli potrebny pre naviazanie DNA
na filter. Roztok bol presunuty do Specidlne;j filtraénej mikroskiimavky a opét’ centrifugovany.
Tento postup bol opakovany dva az tri-krat, kym nebol prefiltrovany cely objem povodného
roztoku. Kvapalina, ktora presla filtrom, neobsahuje DNA a teda mo6Ze byt’ odstranena.

Filter bol dalej precisteny 300 ul roztoku MD4 obsahujucim ethanol, ktory je schopny
rozpustit’ pripadné kontaminanty DNA. Roztok bol opit’ centrifugovany a filter presunuty do
novej mikroskimavky. Ku zrazenine DNA na filtri bolo pridanych 50 ul MDS5, ktory obsahuje
eluény pufor uvolnujuci zrazeninu z filtra. Po konecnej centrifugacii bol prazdny filter
odstraneny a roztok obsahujuci DNA uskladneny pri -20 °C. Cistota i koncentracia takto
izolovanej DNA bola stanovena rovnako ako v pripade fenol-chloroformovej extrakcie
(kap. 3.3.1.2).

Pozn.: V8etky pouZité roztoky, mikroskimavky a ostatné pomdcky st sucastou komercne
dodavanej izolacnej supravy.

3.3.3 Analyza DNA elektromigraénymi metédami

Pre overenie pritomnosti a Cistoty izolovanej DNA 7z buniek kvasiniek bola pouzita
separacia beznou horizontalnou elektroforézou v agarézovom géli.

3.3.3.1 Priprava vzoriek

Pre urcenie pozicie najkratSich fragmentov DNA v géli v priebehu delenia bol pripraveny
roztok bromfenolovej modrej (0,025 g brémfenolovej modrej a 4 g sacharéozy na 10 ml
redestilovanej vody). Kvapalné vzorky kvasinkovej DNA v TE pufti boli ofarbené farbivom
vzdy v objeme 2 ul na 10 pl vzorky. Ako Standard bol pouzity A-EcoT14 I/Bgl Il Digest
Standard Marker (Takara) podla prilozeného manualu.
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3.3.3.2 Priprava agarozového gélu

Pre separédciu kvasinkovej DNA bol pouzivany 1% agarézovy gél. PrisluSné mnozstvo
agarozy (1 g) bolo rozpustené v 100ml 1x Tris-acetatového (TAE) pufru (50-krat
koncentrovany 2 mol/l TAE pufr: 242 g Tris; 57,1 ml Tadovej kyseliny octovej; 100 ml
0,5mol/l EDTA, pH 8 na 11 redestilovanej vody). Agaréza bola rozpustena zahriatim
v mikrovinnej trube. Po ochladeni bolo k roztoku pridanych 15 pl ethidium bromidu (zédsobny
roztok 10 mg/ml), takze jeho konecna koncentracia v géli bola 1,5 pg/ml. Jemne zamieSany
g¢l bol naliaty do elektroforetickej formy, d’alej bol vlozeny hreben pre vytvorenie jamiek pre
vzorky. Gél stuhol asi za 30 mint pri laboratornej teplote. Po stuhnuti boli do vzniknutych
jamiek nanesené vzorky.

3.3.3.3 Postup pri horizontdlnej elektroforéze

Elektroforetickd forma s gélom a vzorkami bola zaliata TAE pufrom po rysku vyznacent
na okraji elektroforetickej vane. Aparatura bola prikryta a Kk elektrodam bol pripojeny zdroj
jednosmerného pradu. Podmienky elektroforézy boli nasledovné: 80V, 90 mA, pricom
separécia prebiehala po dobu 3 hodin. Po skonc¢eni elektroforézy bol gél preneseny do komory
vizualiza¢ného systému Ultralum, kde sa pri osvieteni UV svetlom javili pasy DNA ako syto
ruzové fluoreskujice prazky na slabo ruzovom pozadi. Obrazok bol spracovany programom
Scion Image a ulozeny v pocitaci.

34 PCR

Mikrobialna DNA izolovand pomocou komeréného kitu (kap. 3.3.2) bola pouzita ako
templat pre reakciu PCR. Pre vysSiu citlivost a vyS$i vytazok bola zvolend modifikacia

polymerazovej retazovej reakcie — nested PCR, ktora prebiehala v dvoch amplifikacnych
krokoch [10].

3.4.1 PouZité primery

Pre amplifikaciu D1/D2 oblasti 26S rDNA boli pouZzité univerzalne eukaryotické primery.
Syntetické oligonukleotidové primery dodané v lyofilizovanom stave (Elisabeth Pharmacon,
s.r.0.) boli rozpustené Vv prisluSnom objeme sterilnej PCR vody podl'a prilozeného manualu.

Sekvencie pouzitych primerov st uvedené v tab. 5.

Tabul’ka 5 Pouzité PCR primery a ich sekvencie (GC-svorka je zvyraznend) [10]

Primer Sekvencia

NL1-GC | 5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGCGGCGGGGGCCATATCAATAAG-3’
NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’
LS2 5-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’
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3.4.2 Priprava reakénej zmesi pre PCR

Reak¢énu zmes pre PCR, tzv. mastermix, tvoria jednotlivé zlozky uvedené v tab. 6. Kazda
zlozka reak¢nej zmesi bola pred vlastnym pouzitim zvortexovana a kratko (cca 5S)
centrifugovana. PCR komponenty boli mieSané v danom poradi Vv boxe vopred
vysterilizovanom UV ziarenim. Reakéna zmes bola pripravena v prislusSnom objeme (vzdy
podla poctu reakcii) v sterilnej 1,5 ml skiimavke typu Eppendorf a rozpipetovana do 0,2 ml
PCR skumaviek, kde k nej bola pridané templatova DNA. Negativna kontrola bola pripravena
rovnakym sposobom, miesto templatovej DNA bola pouzitd sterilnd PCR voda. Zmes bola
kratko zvortexovana a vlozena do termocykleru s vopred nastavenym PCR profilom.

Tabul’ka 6 Zlozenie reakcnej zmesi pre PCR

« . . . objem pre  objem pre
konecna koncentracm J p J p

komponenty PCR V reakénej zmesi 25 ll! >0 ll!
reakciu reakciu
sterilnd PCR voda - 19,90 wl 39,80 ul

o .

(kigc.rffgéﬁlf 1%u£?KA) I 250l o ul
MgCl; zvlast’ (25 mM) 2,0 mM 0,50 pl 1,00 ul
dNTP mix (10 mM kazdy) 0,2 mM kazdy 0,50 pul 1,00 wl
priamy primer (100 uM) 1,0 uM 0,25 ul 0,50 ul
reverzny primer (100 pM) 1,0 uM 0,25 ul 0,50 ul
Tag-DNA polymeraza (5 U/ul) 05U 0,10 ul 0,20 pl

templatova DNA podl'a potreby 1ul 2 ul

3.4.3 Prvy amplifika¢ny krok

Pre prvy amplifikacny krok bola ako templat pouZzitd DNA izolovana z Cistych kultar
mikroorganizmov. PouZity bol par vonkajSich primerov NL1/NL4. Celkovy objem reakcie
Vv jednej skumavke bol 25 ul (kap. 3.4.2, tab. 6). Vysledkom bol amplikon velkosti priblizne
600 bp. Priebeh vlastnej reakcie PCR je uvedeny v tab. 7.

Tabul’ka 7 Teplotny a casovy profil prvého amplifikacného kroku nested PCR

Jednotlivé kroky PCR Teplota Trvanie
pociatocna denaturécia 95 °C 3 min
denaturacia 95 °C 30s
30 cyklov anelacia 55 °C 30s
elongicia 72 °C 30s
zaverecna elongacia 72 °C 3 min
chladenie 10 °C 3 min
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3.4.4 Druhy amplifika¢ny krok
PCR produkt prvého amplifikacného kroku (kap. 3.4.3) bol vhodne nariedeny (1 pl v 99 pl,
pripadne v 49 ul PCR vody) a pouzity ako templat pre druhy amplifika¢ny krok. Pouzity bol
par vnutornych primerov NLI1/LS2. Celkovy objem reakcie v jednej sktimavke bol 50 ul
(kap. 3.4.2, tab. 6). Vysledkom bol amplikon pribliznej velkosti 250 bp. Vlastny priebeh
reakcie PCR je uvedeny v tab. 8.

Tabulka 8 Teplotny a casovy profil druhého amplifikacného kroku nested PCR

Jednotlivé kroky PCR Teplota Trvanie
pociatocna denaturicia 95 °C 5 min
denaturacia 95 °C 1 min
30 cyklov anelacia 52 °C 2 min
elongacia 72 °C 2 min
zaverena elongacia 72 °C 7 min
chladenie 10 °C 3 min

3.45 Elektroforeticka detekcia fragmentov PCR produktov

Uspesnost’ amplifikacie (po prvej i druhej PCR reakcii) bola overena elektroforetickou
separaciou ziskanych PCR produktov v 1,8% agarézovom géli (1,8 g agardzy na 100 ml TAE
pufru) skoncentraciou EtBr 1,5 ug/ml (vid. kap. 3.3.3.2). Vzorky (vratane negativnej
kontroly) boli ofarbené roztokom brémfenolovej modrej (vzdy 1 ul farbiva na 5 ul vzorky,
kap. 3.3.3.1) atakto nanesené na gél. Ako Standard bol pouzity DNA ladder RTU 100 bp
(Nippon Genetics) v objeme 5 ul. Postup, ako aj podmienky vlastnej elektroforézy boli
rovnakeé ako v kap. 3.3.3.3.

3.5 Denatura¢na gradientova gélova elektroforéza

3.5.1 Priprava polyakrylamidového gélu s lineArnym gradientom denaturantov

Najprv boli pripravené zasobné roztoky 40% AA/BIS v pomere:
e 37,5:1(38,93 g akrylamidu a 1,07 bis-akrylamidu na 100 ml redestilovanej vody),
e 19:1 (38 g akrylamidu a 2 g bis-akrylamidu na 100 ml redestilovanej vody).
Takto pripravené roztoky boli prefiltrované cez filtraény papier a uchované v chlade pri
4 °C pre dalSie pouzitie. Pre separaciu ziskanych PCR fragmentov velkosti 250 bp bol
pouzity 8% polyakrylamidovy gél (kap. 2.7.3.1, tab. 1). Vlastny roztok AA/BIS s obsahom
denaturantov bol pripraveny zmieSanim 20 ml AA/BIS, 2 ml 50x TAE pufru (242 g Tris;
57,1 ml l'adovej kyseliny octovej; 100 ml 0,5 mol/l EDTA, pH 8 na 1 | redestilovanej vody),
prislusného objemu formamidu ahmotnosti mocoviny v zavislosti od zvoleného
denaturacného gradientu (tab. 9) a doplneny na 100 ml redestilovanou vodou. (Roztok 100%
chemického denaturantu zodpovedd 7 M mocovine a40% formamidu.) Pre vizualiziciu
gradientu v naliatom géli bol k roztoku s vyssou koncentraciou denaturantov pridany roztok
bromfenolovej modrej (0,05 g bromfenolovej modrej na 10 ml 1x TAE pufru), a to v objeme
100 pl farbiva na 5 ml roztoku.

47



Tabul’ka 9 Mnozstva denaturantov pre 8% PA gél [35]

Denaturaény roztok | 30% 45% 50% 60%
Formamid (ml) 12 18 20 24
Mocovina (g) 12,6 18,9 21 25,2

Vlastny separacny gél s linedrnym gradientom denaturantov bol pripraveny nasledovne:
k 14 ml nizkodenaturaéného a 14 ml vysokodenaturaéného roztoku bolo pridanych 15 ul
pripraveny: 0,1 g persiranu amoénneho v 1 ml redestilovanej vody). Zmes bola jemnym
pohybom premiesand a nasatd do injekénych striekaciek. Tie boli upevnené po straniach
aparatury na pripravu gradientu a hadiCkami pripojené k ihle, ktora bola zavedena medzi
sklenené dosky v nalievacom stojane. Pomalym otaCanim kolesa aparatury bol vytvoreny
zvoleny linearny gradient denaturantov v géli; naliaty gél bol prevrstveny 1x TAE pufrom.

Po ukonceni polymeracie vlastného separacného gélu (90 az 120 min) bola vrstva TAE
pufru z povrchu odliata a zvySok odsaty filtranym papierom. ZvySny priestor bol vyplneny
tzv. stacking gélom — Cistym 8% PA gélom bez obsahu denatura¢nych ¢inidiel. K 5 ml 0%
denatura¢ného roztoku bolo pridanych 10 ul TEMEDu a 30 pl inicia¢ného ¢inidla APS. Zmes
bola jemnym pohybom premie$ana a nasatd do injekénej strickacky s pripojenou ihlou.
Rychlym, avSak opatrnym vytlacenim zmesi zo striekacky bol naliaty gél, do ktorého bol
vlozeny hreben, aby tak vytvoril jamky pre nanaSanie vzoriek.
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Syringe holder screw
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— Plunger cap scraw
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f-Fitting \
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Obr. 14 Aparatura pre pripravu gradientu v DGGE [35]

3.5.2 Priprava vzoriek pre separaciu DGGE

Vzorky pre DGGE (produkty nested PCR) boli ofarbené roztokom brémfenolovej modre;j
(0,5 ml 2% bromfenolovej modrej a 7 ml glycerolu na 10 ml redestilovanej vody) v pomere
1: 1 a takto nanesené do jamiek v géli.
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3.5.3 Postup pri elektroforéze

Elektroforetickd vana bola naplnend 71 1x TAE pufru a prikrytd ovlddacim panelom,
pomocou ktorého bolo zapnuté ohrievanie na 60 °C. Jamky vzniknuté po vytiahnuti hrebena
z gélu boli preplachnuté 1x TAE pufrom, ¢im boli odstranené zvysky nespolymerizovaného
akrylamidu. Sklenené dosky s naliatym gélom boli zo stojana presunuté na DGGE kazetu. Pri
dosiahnuti teploty cca 50 °C bolo ohrievanie prerusené, do vane bola vlozend DGGE kazeta
sgélom a do jamiek boli nanesené vzorky s farbivom (kap.3.5.2) vobjeme 30 pul.
Elektroforetickd aparatira bola prikrytd ovladacim panelom a pripojend ku zdroju napétia.
Pred vlastnou separaciou bolo na gél aplikované napétie 30 V, az kym nebola dosiahnuta
pozadovana teplota 60 °C (15 az 20 min). Dalej prebichala elektroforéza pri podmienkach:
120 V, 90 mA, a to po dobu Styroch hodin.

3.5.4 Farbenie DGGE gélov

Pre vizualizdciu fragmentov DNA separovanych v DGGE géli boli pouZzité dva rdzne
pristupy: farbenie EtBr a striebrom.

3.5.4.1 Farbenie striebrom

Metodicky postup pre farbenie DGGE gélu striebrom bol prevzaty z [45].

Po skonceni elektroforézy bol gél preplachnuty studenym fixaénym roztokom (10%
ethanol a 0,5% kyselina octova, cca 10 °C) a farbeny vo vlastnom farbiacom roztoku AgNO3
(1,59 AgNOg3 a 1,5 ml 37% formaldehydu na liter redestilovanej vody) 6 az 7 minat. Gél bol
dvakrat preplachnuty destilovanou vodou a ponechany vo vyvijacom roztoku (15 g NaOH
a 2 ml formaldehydu na liter redestilovanej vody) po dobu asi 5 minut. Vyvijanie obrazu bolo
ukoncéené pridanim fixaéného roztoku. Cely proces farbenia prebiehal v plastovej nadobe pri
neustalom trepani na trepacke; po jeho ukonceni bol gél opatrne preneseny medzi dve folie,
naskenovany a uloZeny v pocitaci.

3.5.4.2 Farbenie EtBr

Pre farbenie ethidium bromidom bola pripravena farbiaca lazen: do 250 ml 1x TAE pufru
bolo vmiesanych 50 ul EtBr (zasobny roztok 10 mg/ml), takze jeho koneéna koncetracia bola
20 pg/ml. Gél bol v lazni ponechany po dobu 15 — 20 mintt a nasledne odfarbovany v 250 ml
1x TAE pufru asi 5 mintt. Farbenie 1 odfarbovanie gélu prebiehalo pri podmienkach staleho
trepania. Napokon bol gél preneseny do komory vizualizaéného systému, ziskany obrazok bol
Spracovany programom Scion Image a uloZeny v pocitaci.
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3.6 Manipulécia s realnymi vzorkami mustu vinnej révy

Pre izolaciu a néslednti analyzu mikrobidlnej] DNA z redlnych vzoriek mustu bola pouzita
jednak priama extrakcia DNA zo vzoriek nezavisld na kultivacii, ako aj kultivacny pristup
S pouzitim tuhého i tekutého zivného média.

3.6.1 Kaultivaéné pristupy

3.6.1.1 Kultivicia na tuhom médiu

Pre kultivaciu mikroorganizmov pritomnych vo vzorkdch mustov bolo pouzité¢ tuhé YPD
médium, ktorého zlozenie je uvedené v tab. 10. Pasteracia prebichala v tlakovom hrnci
s otvorenym ventilom po dobu 30 minut. Objem 300 ml sterilného média v Erlenmeyerovej
banke bol asepticky rozliaty na Petriho misky. Po stuhnuti média bola zivna péda zaockovana
0,1 ml zo vzorky mustu. Petriho misky boli uloZzené do termostatu a kultivované pri teplote
26 °C po dobu piatich dni.

Z kol6nii vyrastenych na Petriho miskach bola izolovand DNA postupom uvedenym
v kap. 3.3.2.

Tabul’ka 10 YPD meédium

Zlozky média MnoZstvo
glukoza 209
bakteriologicky pepton 209
kvasni¢ny autolyzat 10 g
agar 209
voda 1000 ml

3.6.1.2 Kultivacia v tekutom médiu

Pre kultivaciu mikroorganizmov pritomnych vo vzorkach mustov bolo rovnako pouzité
i tekut¢ LB médium (20 g/liter vody). Pasteracia prebiehala v tlakovom hrnci s otvorenym
ventilom po dobu 30 minat. Objem 50 ml sterilného média v Erlenmeyerovej banke
s objemom 250 ml bol zaockovany 2 ml zo vzorky mustu. Kultivacia prebichala submerzne
pri podmienkach staleho trepania (120 rpm) a teplote 26 °C po dobu 36 hodin.

Mikrobialna biomasa bola ziskana postupom uvedenym v kap. 3.2.4, a d’alej pouzita pre
izolaciu DNA pomocou izola¢ného kitu (kap. 3.3.2).

3.6.2 Priama izolacia komplexnej DNA z realnych vzoriek mustu

Pre priamu izolaciu komplexnej gendmovej DNA zo vzoriek muStu vinnej révy bola
pouzitd komeréna stprava UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit; postup je uvedeny
v kap. 3.3.2.

3.6.3 Amplifikacia a analyza fragmentov DNA

DNA ziskana priamou izolaciou zo vzoriek mustu 1 po kultivécii bola pouzitd ako templat
pre reakciu PCR s pouzitim univerzalnych eukaryotickych primerov (kap.3.4). Ziskané
amplikony (250 bp) boli analyzované metddou DGGE (kap. 3.5).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Priprava Cistych (referencnych) kultir mikroorganizmov

Ako cisté kultary kvasiniek boli pouzivané kvasinky pochadzajice zo zbierky CCY
(Chemicky ustav SAV, Bratislava). Kvasinkovy mikroorganizmus Aureobasidium pullulans
a vlaknita huba Fusarium solani boli ziskané zo zbierky CCM (PrF MU, Brno).

Kultivaciou referen¢nych kmeniov bola ziskana mikrobidlna biomasa, ktora bola pouzita
pre izolaciu DNA; ta bola nasledne amplifikovana v reakcii PCR a ziskané¢ amplikony tak
mohli byt’ analyzované metoédou DGGE.

4.1.1 Izolacia mikrobiilnej DNA

Testované boli dva rozne pristupy izolacie s oh'adom na vytazok a Cistotu DNA v kvalite
vhodnej pre PCR; pre d’alsiu pracu bola ako efektivna metéda zvolend rychla izoldcia DNA
pomocou izola¢ného kitu.

4.1.1.1 Izoldacia DNA fenol-chloroformovou extrakciou

Extrakcia zmesou fenol-chloroform je ¢asovo naroénym postupom izolacie DNA.
Dévodom je niekol’konasobné centrifugacia, precipitacia, zdihavé pre¢istovanie a postupné
pridavanie &inidiel. DalSou nevyhodou je pomerne &asta kontaminicia ziskanej DNA
proteinmi ¢i RNA, a to aj napriek preciznej a starostlivej praci.

Tento postup izolacie DNA bol zvoleny len pre jedného zastupcu cervenych kvasiniek —
Rhodotorula glutinis a pre kontrolny kmen S. cerevisiae. V oboch pripadoch bola ziskana
DNA znecistend RNA, ¢o potvrdila ako elektroforetickd separacia, tak i spektrofotometrické
meranie Cistoty (data nie su uvedené). Pre odstranenie kontaminujicej RNA bol aplikovany
enzym ribonukleaza A (obr. 15), ziskané pomery hodndt absorbancii Azgo/Azgo kvasinkovej
DNA v8ak d’alej naznacovali pritomnost’ proteinov.

Fenol-chloroformova extrakcia sa tak ukazala ako metdda nevhodna pre ziskanie intaktne;j
DNA v kvalite vhodnej pre PCR.

4.1.1.2 Izoldcia DNA izolacnou stipravou UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit

Pre izolaciu genomovej DNA z referenénych kmenov bola tieZ pouzitd komerénd sada
Ultra Clean® Microbial DNA Isolation Kit. Suprava umoziiuje rychlu a jednoduchi izolaciu,
¢o sa prejavi najma pri praci s va¢sim mnoZzstvom vzoriek. Nespornou vyhodu je zisk DNA
S vyS§im stupfiom Cistoty; na druhej strane poskytuji komeréné kity iba malé vytazky
izolovanej] DNA nedetekovatel'né elektroforetickou separdciou. Pre PCR vSak teoreticky
postaci uz jedina molekula templatovej DNA.

Pre uvedené atributy bola izoladcia DNA tymto postupom zvolend pre vSetky referencné
kmene.
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Obr. 15 Vzorky kvasinkovej DNA po fenol-chloroformovej extrakcii delené v 1%
agarozovom géli; M oznacuje Standard (marker); drdha ¢. 1 je vzorka Rh.
glutinis bez RNAdzy, drahy ¢. 2 — 5 s aplikaciou RNAdzy, draha ¢. 6 je S.
cerevisiae bez RNAdzy a napokon drdha ¢. 7 — S. cerevisiae s pouzitim RNAdzy
(RNA detekovand v drdahe ¢. 6 prekryla detekciu v drdahe ¢. 7, mozno sa vsak
domnievat, ze enzymaticka degraddcia RNA bola uspesna)

4.1.2 Amplifikacia izolovanej DNA

Pre namnoZenie $pecifického tseku DNA bola zvolena kodujuca oblast’ 26S rDNA; ta bola
amplifikovand s pouzitim univerzalnych eukaryotickych primerov. Amplifikacia prebiehala
ako nested PCR v dvoch reakciach: prvy amplifikaény krok vyuziva par vonkajsich primerov
NL1/NL4, kym primery pouzité v druhej reakcii (NL1/LS2) maji vizbové miesto vnutri prvej
amplifikovanej sekvencie. GC-svorka prisyntetizovana na 5’-konci primeru NL1 je za¢lenena
do vysledného amplikonu a zamedzuje tak Gplnej disocidcii dsSDNA na jednoretazcové formy,
¢o je dolezité pri d’alSej analyze produktu metodou DGGE. Hniezdova PCR bola zvolena ako
modifikacia PCR zvySujuca citlivost’ a Specifitu reakcie. Pouzité primery, ako aj podmienky
vlastnej reakcie boli prevzaté z [10].

Pre vSetky elektroforézy (a teda i1 ziskané elektroforeogramy) bolo zavedené pracovné
oznacenie jednotlivych drah, ktoré je uvedené v tab. 11. Toto oznacenie plati, pokial’ nie je
uvedené inak.
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Tabulka 11 Oznacenie drah a zodpovedajuci PCR produkt

oznacenie referenény kmen kvasinky

1 Sporobolomyces roseus
2 Sporobolomyces salmonicolor
3 Sporobolomyces shibatanus

4 Rhodotorula aurantiaca
5 Rhodotorula rubra
6 Cystofilobasidium capitatum (CCY 10-1-1)
7 Cystofilobasidium capitatum (CCY 10-1-2)
8 Phaffia rhodozyma
9 Rhodotorula glutinis

10 Saccharomyces cerevisiae

11 Aureobasidium pullulans

12 Fusarium solani

M Standard (molecular weight marker)

NK negativna kontrola

4.1.2.1 Prvy amplifikacny krok

Fragmenty amplifikované pouzitim paru vonkajSich primerov NL1/NL4 boli detekované
horizontalnou elektroforézou v 1,8% agarézovom géli (obr. 16). Porovnanim so $tandardom
(DNA ladder RTU 100 bp, Nippon Genetics) bola velkost PCR produktov urena na cca
600 bp. S ohl'adom na uspokojivlil separaciu amplifikovanych fragmentov a nepritomnost’
nespecifickych produktov nebola optimalizadcia parametrov PCR (koncentracia MgCly,
primerov a DNA-polymerazy) potrebna.

Ziskané amplikony boli pouzité ako templat pre druhy amplifikacny krok. Aby sa
zabranilo amplifikacii povodnej templatovej DNA, bolo potrebné PCR produkty vhodne

nariedit’. Ako optimalne sa ukazalo zriedenie 1 pl PCR produktu v 99 ul PCR vody.
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Obr. 16 Amplikony (600 bp) po prvej PCR reakcii, popis vzoriek vid’tab. 11
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Obr. 17 Standard pouzivany pre overenie PCR produktov s naznacenymi velkostami
Jjednotlivych zon (DNA ladder Ready-to-Use 100 bp, Nippon Genetics) [46]

4.1.2.2 Druhy amplifikaény krok

Pouzitim paru vnutornych primerov NL1/LS2 bola amplifikovana vnutornd oblast
povodného amplikonu. Ziskané PCR produkty boli elektroforeticky detekované v 1,8%
agardzovom géli, porovnanim so §tandardom bola ich velkost’ ur¢ena na cca 250 bp. Rovnako
ako pri prvom kroku, ani v tomto pripade optimalizacia parametrov PCR nebola uskuto¢nena.

Metoda PCR-DGGE umoznuje separaciu fragmentov s vel’kostou najviac 500 bp, takze
ziskané amplikony st pre tento sposob analyzy vhodné.

34567 8910NK M

Obr. 18 Amplikony (250 bp) po druhej PCR reakcii, popis vzoriek vid’tab. 11
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4.2 Analyza PCR produktov referenénych kultir metédou DGGE

4.2.1 Optimalizacia denatura¢ného gradientu

Vychadzajic z vacsiny aplikécii techniky DGGE pre kvasinkové spolocenstva bol zvoleny
denatura¢ny gradient v rozsahu 30 — 60 %. Polyakrylamidovy gél bol pripraveny zo
zasobného roztoku AA/BIS v pomere 37,5 : 1. V ziskanom DGGE profile (obr. 19) mozno
pozorovat’ neuspokojivi separaciu fragmentov DNA, migracia zon Vv géli bola nedostatocné —
zastavila sa prili§ vysoko. Preto bolo ziaduce zizenie rozsahu denaturaéného gradientu.
Zaroven je mozné si pov§imnut privysoku intenzitu ziskanych fragmentov — v tomto pripade
boli pouzité PCR produkty neriedené po prvej reakcii.

Lepsie rozliSenie separovanych fragmentov v géli mozno dosiahnut’ pouzitim roztoku
AA/BIS v pomere 19 : 1, ktory sa vyznacuje vys$im podielom zosietovacieho c¢inidla bis-
akrylamidu a teda mensSou velkostou pérov [10]. Pre vSetky d’alSie (nie optimalizacné)
experimenty tak bol zvoleny polyakrylamidovy gél pripraveny zo zasobného roztoku AA/BIS
v pomere 19 : 1 a rozsah gradientu 30 — 45 % pre kvasinky (pripadne 30 — 50 % pri separacii
dalsich referen¢nych kultir).

Obr. 19 DGGE profil referencnych kultur kvasiniek (AA/BIS — 37,5 : 1, gradient 30 —
60 %), popis vzoriek je uvedeny v tab. 11

4.2.2 Optimalizacia farbenia DGGE gélov
Pre vizualizaciu separovanych fragmentov v DGGE géloch bolo pouzité farbenie EtBr (vid’
obr. 19). Po niekolkych netspesnych experimentoch bolo zistené, ze farbiaca lazen a v nej
pritomny 1% TAE pufor je veI'mi narocny na kvalitu pouZitej vody. T4 nesmie byt’ skladovana
v plastovych flasiach, ale vyhradne v sklenenych nadobach (flase, banky). To ist¢é mozno
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konstatovat i o 1x TAE pufri, ktory je pritomny v priebehu vlastnej elektroforézy.
V opacnom pripade si zony vV DGGE géli nedetekovatel'né.

Medzitym bolo testované farbenie striebrom, ktoré je uvadzané ako vobec najcitlivejsia
metoda farbenia. Tuto skuto¢nost’ potvrdzuje obr. 20: vzorka nanesena do drahy ¢. 10
(S. cerevisiae) difundovala do vedlajSej drahy v mnozZstve len jednej kvapky (oznacena
mensSim pismom), ¢o vsSak postaCilo pre detekciu AgNOs;. Nevyhodou tohto pristupu je
niekol’kondsobnd vymena roztokov a oplachovanie gélu, ako aj nadmernd, a v niektorych
pripadoch neziaduca senzitivita. Za Standardny postup tak bolo zvolené farbenie EtBr.

P

»
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Obr. 20 DGGE gél po farbeni striebrom (AA/BIS — 19 : 1, gradient 30 — 45 %), popis
vzoriek je uvedeny v tab. 11

4.2.3 Optimalizicia trvania separicie

Pre uréenie optimalneho ¢asu elektroforetickej separacie bol uskuto¢neny tzv. time-travel
experiment (obr. 21). V ur¢itych konstantnych ¢asovych intervaloch (30 min) boli na DGGE
gél nanesené vzorky v tomto poradi: Rh. glutinis (RG), S. cerevisiae (SC) a ich zmes ziskana
zmie$anim alikvotnych objemov amplikénov. Cas separacie pre jednotlivé série vzoriek sa
pohyboval v rozmedzi 3 az 5 hodin. I ked’ separacia neposkytla optimalne vysledky (jeden
fragment pre jeden kvasinkovy druh a dva fragmenty pre zmes amplikonov), pre vsetky
d’alSie experimenty bol ako optimélny ¢as pre elektroforézu zvoleny Cas 4 hodiny.

56



2
-

Obr. 21 Negativna snimka time-travel experimentu (AA/BIS — 19: 1, gradient 30 —
60 %); popis vzoriek: RG — Rh. glutinis, SC — S. cerevisiae, mix — zmes
amplikonov Rh. glutinis a S. cerevisiae

4.2.4 Vlastna analyza referen¢nych kmenov

Optimalnu separaciu analyzovanych fragmentov metédou DGGE mozno dosiahnut
optimalizdciou uvedenych parametrov (rozsah denaturacného gradientu, celkovy cas
separacie, postup farbenia, pripadne iné). Vyrazny podiel na zisku optimalnych vysledkov ma
vSak aj vlastna amplifikdcia tychto fragmentov, ktora moéze byt vyznamnym zdrojom chyb.
U vSetkych experimentov mozno v ziskanom DGGE profile pozorovat vzdy niekol'ko
fragmentov pre jeden referen¢ny druh kvasinky. Dovodom mdze byt vzajomna kontaminacia
zdrojového materidlu pri priprave reakénej zmesi pre PCR. Tejto teorii vSak odporuje
skutoCnost’, Ze pri praci boli dodrziavané vsetky odporicané postupy pre zamedzenie
kontaminacie. Pravdepodobnejsia moznost’ je ta, ze anela¢na teplota pre pripojenie primerov
nebola dostatocne Specifickd. Primery tak mohli hybridizovat’ nielen s cielovou sekvenciou
templatu, ale i podobnymi sekvenciami liSiacimi sa uz dvoma nukleotidmi. Vysledkom je
séria niekolkych fragmentov reprezentujucich jeden referenény kvasinkovy druh.
Neoptimalna separacia sa prejavila i spolocnou migraciou zon — vSetky separované fragmenty
maji vo vyslednom profile rovnakl poziciu anie je tak mozné ich vzajomné rozliSenie
(obr. 22). Ako uvadzaji niektoré $tadie, rozliSenie medzi jednotlivymi druhmi toho istého
kvasinkového rodu metdédou DGGE v niektorych pripadoch nie je realizovatelné (vid
kap. 2.7.3.4).
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Obr. 22 DGGE profil referencnych kultur kvasiniek (gradient 30 — 45 %), popis vzoriek
je uvedeny v tab. 11

Ako bolo uvedené vyssie, kazdy referencny druh kvasinky je reprezentovany niekol'kymi
fragmentmi, ¢o doklada ako obr. 22, tak i obr. 23. Rovnako je na oboch obrazkoch mozné
pozorovat’ dve, v niektorych pripadoch az tri zony v spodnej Casti gélu, ktoré su spolo¢né pre
vSetky drahy. MoéZe ist' o fragmenty jednovldknovej DNA, ktord migrovala gélom dalej,
alebo o0 zvysky primerov, ktoré sa nezucastnili reakcie PCR. Tieto zony tak nie su stucastou
d’al§ich tvah, ¢o sa tyka interpretacie ziskanych DGGE profilov. Zaroven mozno dodat’, ze
pre tieto experimenty bol na zaklade optimalizacie zvoleny uzs§i rozsah denatura¢ného
gradientu, o sa prejavilo podstatne lepSou separaciou fragmentov.

Pre experiment i s ostatnymi mikrobialnymi druhmi (A. pullulans, F. solani) boli zvolené
len niektoré referenéné kultry kvasiniek (obr. 23). Kvasinkovy mikroorganizmus
A. pullulans sa pre analyzu metodou DGGE javi ako najvhodnejs$i porovnavaci kmen, ked’ze
poskytuje jeden zretelny fragment primeranej intenzity. Amplifikacia F. solani pouzitim
univerzalnych primerov poskytla iba slaby vytazok (obr. 18), ¢o sa prejavilo i pri separacii
technikou DGGE. Ako uz bolo uvedené, vzajomné rozliSenie medzi jednotlivymi kmenmi
zvolenych Cervenych kvasiniek je prakticky nemozné, ¢o dokladaju i obr. 22 a obr. 23.
Dovodom moéze byt blizka pribuznost’ vybranych kvasinkovych druhov. Je mozné, zZe
aplikécia iného — Specifického paru primerov by poskytla lepSie vysledky. Odlisit vybrané
mikroskopické huby od c¢ervenych kvasiniek je pomerne jednoduché, rovnako tak aj
A. pullulans a F. solani navzajom medzi sebou.
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Obr. 23 DGGE profil vybranych druhov mikroorganizmov (gradient 30 — 50 %), popis
vzoriek je uvedeny v tab. 11

4.3 Spracovanie realnych vzoriek mustov vinnej révy

Najviacsou prednostou metody DGGE ako molekularnej techniky je jej nezavislost na
kultivacii  $tudovanych mikroorganizmov. Identifikdcia mikrobidlneho spoloenstva je
zalozend na priamej extrakcii komplexnej DNA z redlnej vzorky — prirodzeného prostredia
analyzovanych druhov. Tento pristup bol zvoleny i pre vzorky mustov vinnej révy niekol’kych
odrdd ziskanych z Vyskumného tstavu vinohradnickeho a vinarskeho, Bratislava.

Na zéklade vysledkov izoldcie DNA z referencnych kmenov (kap. 4.1.1) bola pre realne
vzorky zvolena rychla izolacia DNA pomocou komer¢ného kitu. Priama extrakcia vSak
neposkytla poZzadované vysledky — DNA nebolo mozné amplifikovat’ (data nie st uvedené).
Pravdepodobnou pri¢inou je pritomnost’ d’alSich latok v zmesi izolovanej DNA, ktoré posobia
ako inhibitory reakcie PCR. Je zrejmé, ze postup priamej extrakcie DNA z konkrétnej
potravinovej matrice vyzaduje optimalizaciu. Ta vsak nie je v tejto praci z casovych dévodov
zahrnuta.

Vzorky mustov tak boli spracované Standardnym postupom zalozenym na zmesnej
kultivécii. Pouzité bolo ako tuhé médium na Petriho miskéch, tak i médium tekuté. Opétovne
bol pre izolaciu mikrobidlnej DNA zvoleny S$pecialny izolacny kit. Amplifikdcia DNA
izolovanej z kultir narastenych na agare na Petriho miskach vSak bola rovnako netspesna;
vtomto pripade sa podla vSetkého nepodarilo dostatocne rozbit bunky, pracovalo sa
s vel'kym mnozstvom biomasy a je mozné, ze rozbijajlci pufor nebol plne ucinny.
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Pozadované vysledky boli napokon dosiahnuté kultivaciou v tekutom médiu — DNA bola
uspesne naamplifikovana. Ako doklada obr. 24, v prvej PCR reakcii sa podarilo ziskat’
amplikony len pre dve vzorky z celkového poctu Sest. Po druhom amplifika¢nom kroku je
vSak mozné pozorovat’ Styri PCR produkty (obr. 25). Tuto skuto¢nost’ mozno prisudit’ prave
vysokej citlivosti zvolenej modifikdcie PCR s pouzitim vonkajSieho a vnutorného paru
primerov.

Amplifikované fragmenty boli detekované v 1,8% agar6zovom géli, pre jednotlivé drahy
v géli bolo zavedené pracovné oznacenie (tab. 12). Toto oznacenie plati i v dalSom texte,
pokial’ nie je uvedené inak.

Tabulka 12 Oznacenie drah a zodpovedajuci PCR produkt redlnych vzoriek

oznacenie realna vzorka mustu vinnej révy prislusnej odrody

A Chardonnay

B Rizling viassky

C Dunaj

D Svdtovavrinecké

E Rulandské modré

F Modry Portugal

M Standard (molecular weight marker)
NK negativna kontrola

MABCDEF Nk

111
« 448

Obr. 24 PCR produkty (600 bp) DNA izolovanej z mustov vinnej révy po prvej reakcii,
popis vzoriek je uvedeny v tab. 12
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Obr. 25 PCR produkty (250 bp) DNA izolovanej z mustov vinnej révy po druhej reakcii,
popis vzoriek je uvedeny v tab. 12

4.4 Analyza realnych vzoriek metédou DGGE

Ziskané amplikény redlnych vzoriek boli na DGGE gél nanesené spolo¢ne s amplikonmi
referen¢nych druhov (obr. 26). Tzv. interny $tandard zostrojeny ako zmes amplikonov rDNA
reprezentativnych druhov v tomto pripade nemal vyznam, ked'ze vsetky referenéné druhy
kvasiniek majii veI'mi podobny DGGE profil. Z povodnych Siestich vzoriek muStu bolo
metédou DGGE mozné analyzovat’ Styri, pripadne pat’ vzoriek. Amplifikacia DNA zo vzorky
mustu odrody Chardonnay (A) bola netspesnd, ¢o potvrdila i separdcia DGGE. V drahe B
(Rizling vlassky) mozno pozorovat’ len nepatrné fragmenty. V oboch pripadoch ide 0 vzorky
mustov bieleho vina, ktoré v porovnani s ¢ervenymi poskytli mensie mnoZstvo biomasy
(hodnotené vizualne). Tato skutocnost’ moze znamenat, ze pritomné mikroorganizmy st pod
hranicou detekéného limitu metody DGGE. Zvy$né vzorky mustu spracovanej vinnej révy
boli tspesne separované technikou DGGE.

V DGGE profile vSetkych ostatnych musStov (drahy C az F) si pritomné vyrazné
fragmenty, ktoré nekoreSponduju so ziadnym z referencnych kmenov. Ich povod mozno
prisudit’ nesacharomycétnym kvasinkam, ktoré st bezne pritomné v prvych fazach kvasného
procesu (najma rody Kloeckera a Candida). Tento zaver je v sulade s vysledkami §tadie [40],
ktora rovnakou metdodou potvrdzuje pritomnost’ rodu Candida po celtt dobu fermentacie
mustu, a to i po tom, ¢o procesu dominuje S. cerevisiae.
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Obr. 26 DGGE profil referencnych vzoriek mikroorganizmov a redlnych vzoriek mustu
vinnej révy (gradient 30 — 50 %), popis vzoriek je uvedeny v tab. 11 a tab. 12

Dalej je mozné pozorovat’ len malo vyrazné fragmenty zodpovedajtice A. pullulans (draha
11). Tento kvasinkovy mikroorganizmus je bezne pritomny na bobuliach vinnej révy
a dostéava sa tak 1 do kvasiaceho mustu, kde ale postupom casu pre zvySujlcu sa koncentraciu
ethanolu odumiera. Tato skuto¢nost’ potvrdzuje len vel'mi nizka intenzita pozorovanych zon.
V ziskanych profiloch st dalej viditelné fragmenty naznacujice pritomnost’ kvasiniek
patriacich k rodu Saccharomyces. U odr6d Dunaj a Svétovavrinecké (drahy C a D) je mozné
si povSimnut’ d’alSie dodatoné pasy, ktoré by mohli signalizovat’ pritomnost’ i niektorych
cervenych kvasiniek. Toto tvrdenie je ale potrebné brat s rezervou, nakolko uspokojivé
porovnanie s referenénymi kulturami nie je mozné. Podporuju ho vSak vysledky kultivacie
mikroorganizmov na tuhom médiu, kde boli pozorované ruzové az Cervené koldnie v pocte
1 aZ 2 na Petriho misku.

V pripade odrod Rulandské modré a Modry Portugal (drahy E a F) mozno v blizkosti
hlavnych fragmentov pozorovat’ d’al§ie pasy vo vel'mi tesnej vzajomnej blizkosti. Tie mozu
reprezentovat’ d’alSie kvasinkové populédcie pritomné vo vzorkach mustu. Ich uspokojiva
separdciu ateda i pripadnu identifikdciu by bolo mozné dosiahnut’ zmenou rozsahu
denatura¢ného gradientu a zaradenim dalSich referenénych kmenov. Pripadne moéze ist’
0 heteroduplexy, ktorych pritomnost moéze byt potvrdend alebo vylucend rovnakym
sposobom. Plne spolahlivu identifikaciu by vSak zarucilo jedine sekvenovanie vsetkych
pozorovanych fragmentov.

Mozno vsak konstatovat, ze vhodne optimalizovand metdéda DGGE méze byt s vyhodou
pouzité aj pre analyzu mikroflory zlozitejSich potravinarskych matric.
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5 ZAVER

Sucasné trendy v identifikacii a klasifikacii mikroorganizmov spocivaju najmé vo vyuziti
molekularno-biologickych metdd. Ich prednostou je analyza mikrobialneho spolocCenstva bez
potreby kultivacie. V poslednom obdobi je vedecky zdujem zamerany viac na Stadium
mikrobidlnej diverzity v prirodzenych prostrediach nez na analyzu jednotlivych druhov a ich
taxonomické zaradenie.

Fingerprintové molekularne techniky, kam patri 1 DGGE, su zvlast vhodné pre detekciu
dominantnych druhov a §tGdium dynamickych zmien v zlozeni mikrobidlnej komunity.
Naopak, nevyhodou DGGE je relativne nizka rozliSovacia schopnost’ ¢i mozné skreslenie
vysledkov vd’aka reakcii PCR. Preto je vhodné tieto metdédy skombinovat s tradi¢nymi
technikami kultivacie.

V predlozenej diplomovej praci bola novo zavedena a postupne optimalizovana technika
PCR-DGGE pre vybrané mikroorganizmy. T4 bola nasledne vyuzitd pre analyzu kvasiniek
Vv realnych vzorkach mustu vinnej révy. Praca teda vyzadovala optimalizaciu izola¢ného
postupu pre ziskanie DNA z heterogénnej zmesi mikroorganizmov, a to s dostato¢nym
vytazkom; d’alej optimalizaciu oboch krokov nested PCR, optimalizaciu vlastnej DGGE
a interpretéaciu vysledkov.

Ziskané experimentalne vysledky st zhrnuté v nasledovnych bodoch:

e Intaktni DNA v kvalite vhodnej pre PCR mozno ziskat izoldciou pomocou Specidlneho,
komeréne dostupného kitu. Klasicky postup izolacie fenol-chloroformovou extrakciou
sa pre tento Ucel ukdzal ako nevyhovujuci.

e Pre amplifikéaciu bola zvolena kodujuca oblast’ D1/D2 vel'kej ribozomalnej podjednotky
26S rRNA a univerzalne eukaryotické primery. PouZita bola modifikacia polymerazove;j
retazovej reakcie — nested PCR so zvySenou citlivostou a S$pecifitou vyuzivajuca
vonkaj$i a vnutorny par primerov (konkrétne NL1/NL4 pre prvy amplifikacny krok
a NL1/LS2 pre druhy krok).

o Amplifikované fragmenty (250 bp) boli po overeni horizontalnou elektroforézou
Vv agar6zovom géli analyzované metodou DGGE. Elektroforetické podmienky vSak pred
vlastnou analyzou vyzadovali optimalizaciu.

e Bola uskutocnend optimalizacia koncentraného rozsahu denaturaéného gradientu,
celkového ¢asu separacie, postupu farbenia gélu a pripravy referencnych Standardov. Na
zéklade vysledkov optimalizaénych experimentov boli podmienky DGGE zvolené
nasledovne: rozsah denatura¢ného gradientu 30 — 45 % pre kvasinky, pripadne 30 —
50 % pri separacii dalSich mikroorganizmov; celkovy c¢as elektroforézy 4 hod;
vizualizacia separovanych fragmentov DNA v géli farbenim EtBr.

e Napriek optimalizacii st ziskané DGGE profily referencnych druhov kvasiniek
navzajom vel'mi podobné. Vzijomné rozliSenie medzi jednotlivymi testovanymi
kmenmi tak nie je mozné. Tento fakt mozno pripisat’ blizkej pribuznosti vybranych
kvasinkovych druhov. Je mozné, ze aplikacia iného — Specifického paru primerov by
poskytla lepsie vysledky a optimalnu separaciu analyzovanych fragmentov. Zaroven je
kazdy jeden referen¢ny druh reprezentovany nie jednym, ale sériou niekolkych
fragmentov DNA. Doévodom moze byt existencia niekolkych kopii génu pre 26S
rRNA, alebo malo Specificka anelacnd teplota pre hybridizaciu primerov. Z uvedeného
vyplyva, ze reakcia PCR by vyzadovala d’alSiu optimalizaciu ¢i testovanie inych parov
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primerov. A to aj napriek tomu, Ze kontrola amplifikovanych fragmentov horizontalnou
elektroforézou poskytla viac ako uspokojivé vysledky.

Kvasinkovy mikroorganizmus A. pullulans sa pre analyzu DGGE javi ako najvhodne;jsi
porovnavaci kmen, ked’Zze jeho profil je tvoreny jedinym fragmentom primeranej
intenzity. Mikroskopicka huba F. solani sa vyznacovala pomerne slabym vytazkom
v reakcii PCR, v DGGE profile je mozné pozorovat’ zonu len slabej intenzity.

Redlne vzorky mustov vinnej révy boli podrobené priamej extrakcii komplexnej DNA
pomocou komeréného kitu. Amplifikacia takto izolovanej DNA vsak bola neuspesna,
preto sa pristapilo ku kultivacii zmesnej kultiry za Gcelom ziskania dostato¢ného
mnozstva DNA. I v tomto pripade sa vSak podarilo amplifikovat DNA len v Styroch
vzorkach mustu z celkového poctu Sest. Prave postup priamej izolacie z realnej vzorky
ako zékladny krok si ziada d’alSiu optimalizaciu.

V DGGE profile redlnych vzorieck mustu vinnej révy je pritomnych niekol’ko
fragmentov reprezentujucich istl rozmanitost sledovanej populdcie. Mozno sa
domnievat, Zze kvasinkovému spolocenstvu dominuju predovsetkym apikulatne
kvasinky, v malej miere je pritomny kvasinkovy mikroorganizmus A. pullulans. Dalej
st pravdepodobne pritomné kvasinky rodu Saccharomyces a menej zastupené ¢ervené
kvasinky.

Vicsiu diverzitu a teda viac separovanych fragmentov v ziskanych DGGE profiloch by
mohla poskytnat’ komplexna DNA ziskana priamou izolaciou z potravinovej matrice. Je
mozné, ze rast niektorych kvasiniek bol pouzitim kultivacnej metddy zvyhodneny na
ukor inych.

Zaverom mozno konStatovat, Ze dobre optimalizovand metéda DGGE je vhodnou

alternativou ku klasickym kultivaénym technikdm v pripade potreby identifikacie
mikrobialnej populécie v redlnych potravinovych matriciach.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

AA/BIS
A-T
APS
bp
CCM
CCY
CFU
DGGE
DNA
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dsDNA
dTTP
EDTA
EtBr
G-C
kb
PCR
PA
RNA
rDNA
rRNA
SDS
ssDNA
TEMED
TAE
TGGE
uv
VIS
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akrylamid/N,N-methylén-bis-akrylamid

adenin-tyminova vidzba

persiran amonny (angl. ammonium persulfate)

pary baz (angl. base pair)

Ceska zbierka mikroorganizmov

Zbierka kultar kvasiniek (angl. Cutlure Collection of Yeasts)
kolénia tvoriaca jednotku (angl. colony forming unit)
denatura¢na gradientova gélova elektroforéza
deoxyribonukleova kyselina (angl. deoxyribonucleic acid)
deoxyadenozintrifosfat

deoxycytidintrifosfat

deoxyguanozintrifosfat

deoxyribonukleozidtrifosfat

dvojretazcova deoxyribonukleova kyselina
deoxytymidintrifosfat

kyselina ethyléndiaminotetraoctova

ethidium bromid

guanin-cytozinova vizba

pocet kilobaz

polymerazova ret'azova reakcia (angl. polymerase chain reaction)

polyakrylamid

ribonukleova kyselina (angl. ribonucleic acid)
ribozomalna DNA

ribozomélna RNA

dodecylsiran sodny (laurylsiran sodny)
jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina
N,N'-tetramethyléndiamin

trisacetatovy pufor

teplotna gradientova gélova elektroforéza
ultrafialové ziarenie

ziarenie vo viditel'nej oblasti svetla



8 ZOZNAM PRILOH

Priloha ¢.1: Primery pre PCR a ich Specifikacia
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9 PRILOHY

Priloha 1 Primery pre PCR a ich Specifikacia

OligoName: NL1

Oligo Number: 01123A12B11 1/3

5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCC ATA TCA ATA AGC GGA GGA AAA

G-3
Delivered: 58.8 OD | No. Bases: 35 Svynthesis Scale: 200 nmol
1742.0 Fs  GC %: 74.5 Purification: Desalted
96.4 nmni: Delivery Form: lyophilisiert
Conc.: 100.0 uM . - Quality Control: DMT-Monitoring
MW: 17153 A GO il (ul): 06s
Tm: 88.0 11 16 25 3 issolve in (ul): i
DNA
OligoName: NL4 Oligo Number: 01123A13C10 2/3
5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3'
Delivered: _18.2 OD | No. Bases: 19 Synthesis Scale: 200 nmol
S47.8 g GC %: 57.9 purification: Desalted
88.8 nmol Delivery Form: Iyophilisiert
Cone.: 100.0 #M Quality Control: DMT-Mouitoring
Mw: 3860 AC G ! Dissolve in (ul): 888
Tm: 58.8 34 7 5 Kb
DNA
OligoName: LS2 Oligo Number: 01123A13C05 3/3
5-ATT CCC AAA CAA CTC GAC TC-3'
Delivered: 19.2 OD | No. Bases: 20 Synthesis Scale: 200 nmol
363.7 M3  GC %: 45.0 | Purification: Desalied
89.3 nmol| | Delivery Form: lyophilisiert
Conc.: 100.0 M | ¢ p | Quality Control:  DMT-Monitoring
MW: 5990 9 8 1 4 ' Dissolve in (ul): 8393
Tm 553 .
DNA
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