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ABSTRAKT

V této diplomové praci byl sledovan vliv ekologického zptisobu péstovani vinné révy na
populaci vinnych kvasinek. Vinné kvasinky byly izolovany z odriidy Rulandské modré a pro
jejich identifikaci byla vyuzita molekularné biologicka metoda PCR-RFLP.

V literarni resersi jsou zpracovany zékladni informace o kvasinkach, poznatky o vyrobé
¢erveného vina a také informace o molekularné biologickych metodach.

V experimentalni ¢asti byl pro analyzu pouzit specificky usek 5,8S-ITS rDNA, ktery byl
s vyuzitim primert ITS1 a ITS4 naamplifikovan a nasledné podroben restrikéni analyze. Pti
restrikéni analyze byly vyuZity tyto restrikéni endonukleazy — Haelll, Hinfl, Taq"l, Alul
a Msel. Pomoci programu BioNumerics byla posouzena genetickd podobnost mezi
jednotlivymi izolovanymi kvasinkami a bylo provedeno taxonomické zafazeni.

ABSTRACT

This diploma thesis has analyzed the effect of organic wine-growing on the wine yeasts
population. The wine yeasts were isolated from the Pinot Noir variety. They were identified
by the molecular biological method PCR-RFLP.

The theoretical research compiles basic information on yeasts, knowledge about the red
wine production as well as information on molecular biological methods.

The experimental part utilizes the 5,8S-ITS rDNA specific segment for analysis. The
segment was amplified using the ITS1 and ITS4 primers and subjected to restriction analysis.
The restriction analysis has used these restriction endonucleases - Haelll, Hinfl, Taq"1, Alul
and Msel. The BioNumerics software was then used to compare genetic similarity between
the isolated yeasts and these were taxonomically classified.
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1 UVOD

Slozeni populace kvasinek na hroznech vinné révy hraje dileZitou roli v procesu vyroby
vina. Na hroznech se nachazi rizné druhy kvasinek, které odliSnou mirou prispivaji ke kvalité
a organoleptickym vlastnostem vina. V soucasné dobé je zastavan nazor, Ze charakteristické
znaky terroiru se nejzietelnéji projevi pouze vlivem kvasinek, které se nachazeji pfimo na
hroznech, ze kterych je vino vyrabéno. Nicméné tyto kvasinky n¢kdy nejsou schopny zajistit
dokonaly prubéh fermentace, protoze se v ptirozeném prostiedi vyskytuji jen v malém poctu.
Stale vice vinail se proto vyhyba riziku a dava prednost pfidavani kvasinkovych kultur, které
jsou k dostani v obchod¢ a jejichz vlastnosti jsou piesn¢ znamy. Nevyhodou pridavani ¢istych
kvasinkovych kultur je obava z mozné unifikace chuti vin.

Kvasinky jsou nejpouzivanéj§imi mikroorganismy v pramyslu a vzhledem k jejich
vyhodnym vlastnostem ptedstavuji dodnes nepostradatelny model experimentalniho vyzkumu
eukaryotické bunky. Kvasinky jsou Siroce vyuzivany v fad¢ oblasti védy, technologie
1 mediciny, také hraji velmi dualezitou roli pfi vyrobé potravin. PouZivaji se ke kynuti tésta
a k vyrob¢ alkoholickych napojt.

Kvasinky nemaji jen pozitivni vlastnosti, ale jsou také Skiidci kvasnych procesit
a potravinatrskych vyrob. Jsou divodem onemocnéni lidi i zvifat, proto je velmi dulezité je
odhalit a charakterizovat. Pivodné se identifikace a zafazovani kvasinek provadélo na zaklade
morfologickych testli, srovnavanim fyziologickych a vyzivovych vlastnosti atd. Tyto tradi¢ni
techniky jsou slozit¢ a casové narocné. V dneSni dobé jsou k identifikaci a klasifikaci
kvasinek vyuzivany rychlé a spolehlivé metody. Mezi molekularné biologické metody, které
slouzi k identifikaci kvasinek a k jejich zatrazeni na druhové a kmenové urovni patii PCR-
RFLP.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kbvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy, nélezici mezi houby (Fungi).
Mikroorganismy zahrnované mezi kvasinky, lze charakterizovat tim, ze jde vétSinou
0 jednobunééné organismy, rozmnoZzujici se ptevazné pucenim a zpracovavajici zdroje uhliku
obvykle kvaSenim, avSak tato charakteristika neplati striktné. Nékteré kvasinky mohou za
uréitych podminek vytvaret mycelia, pak mohou tedy existovat i ve vicebunétné forme.
Existuji také kvasinky, které navzdory ndzvu nejsou schopny fermentace a zdroje uhliku
a energie zpracovavaji vyhradné oxidativnimi zptsoby [1, 2].

Kvasinky rostou ptfevazné v koloniich z jednotlivych bunék sprimérem 5 az 10 pm.
MnoZi se nepohlavné (vegetativné) pucenim nebo délenim a pohlavné tvorbou spor. Jsou
fakultativné anaerobni, rostou v pfitomnosti i1 v nepfitomnosti vzdusného kysliku.
K devitalizaci kvasinek dochazi uz pfi 2 - 5 minutovém zahtati na 56 °C. Kvasinky casto maji
vysoké nutri¢ni pozadavky na obsah vitamind a aminokyselin [3, 4].

V ptirodé jsou kvasinky velmi rozsifené, jejich pfirozenymi stanovisti jsou nutricné velmi
bohatd prostfedi, napf. substraty obsahujici sacharidy, hlavné ovoce, pfitomné jsou
v nékterych kvétech, ve vzduchu, v pad¢, v travicim traktu lidi, zvifat a nékterého hmyzu [4].

2.1.1 Taxonomie kvasinek

~ry

NadriSe: FEucaryota

Rige: Fungi

Oddéleni: Eumycota

Trida: Ascomycetes
Basidiomycetes

Deuteromycetes [1]

2.1.2 Systematické zarazeni kvasinek

Identifikaci kvasinek se zabyvalo velké mnozstvi autord, ktefi se pokouseli kvasinky
ptehledné klasifikovat. Hansen je v roce 1904 rozdélil na kvasinky sporogenni a asporogenni.
U nas se klasifikaci zabyvala Anna Kratochvilova-Kockova [5].

Kvasinky mizeme zatadit do 3 nasledujicich skupin:

1. Ascomycetes — kvasinky patfici do tfidy vieckatych hub

2. Basidiomycetes — kvasinky rodu Leucosporidium a Rhodosporidium patfici mezi

stopkovytrusné houby

3. Deuteromycetes — kvasinky, u kterych nelze pozorovat pohlavni rozmnoZovani, a které

netvoii balistospory [6].

2.1.3 Morfologie kvasinek

Morfologie je jednim z charakteristickych ryst pro klasifikaci a taxonomické zatazeni
kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismt. Rody jsou obvykle déleny podle morfologickych
charakteristik, napf. typ puceni, bunéna morfologie, tvorba askt atd. [7].

Buniky kvasinek vykazuji velkou rozmanitost s ohledem na velikost bunky, tvar a barvu.
Dokonce i jednotlivé bunky z konkrétniho kmene jednoho druhu se mohou lisit. Je to dano
fyzikalnimi a chemickymi podminkami v prostiedi [8].



Za zékladni tvar se povazuje rotatni elipsoid, pficemz odchylky mohou jit smérem
k sférickému tvaru nebo obracené k podlouhlé¢ az vldknité form¢ buiky. Rody kvasinek
vytvaii protahnuté bunky, jiné vélcovité (rod Schizosaccharomyces) a vyskytuji se 1 bunky
citronovité (Kloeckera apiculata) nebo trojuhelnikovité (rod Trigonopsis). Nékteré rody
vytvafeji kromé jednotlivych bunék i zaSkrcovana vldkna, sloZzena zfetézcii podlouhlych
bunék (pseudomycelium) nebo vlakna se stejnym priurezem po celé délce, které jsou rozdélené
ptehradkami (mycelium) [3, 9].

Rozmanité tvary bun¢k jsou zachyceny na Obr. €. 1. Ve vétSing ptipadi tvar bun¢k souvisi
se zpiisobem vegetativniho rozmnoZovani, jez se déje bud’ puenim, nebo délenim [1, 3].

Velikost bun¢k kvasinek se pohybuje v rozmezi 3 — 15 um. Tvar bunék i jejich velikost
jsou do urcité miry ovlivnény kultivaénimi podminkami a statim bunék [10].

00nqdl g

Obr. ¢. 1: Tvary bunék kvasinek: a — kulaty, b — ovalny (elipsoidni), ¢ — citronovity, d —
ogivalni, e — lahvovity, f— podlouhly, g — vidknity [12]

2.1.4 Cytologie

Cytologie je véda zabyvajici se bunécnou strukturou a morfologii strukturnich slozek
buiiky. Bunika je okrsek protoplazmy ohrani¢eny na povrchu jemnou cytoplazmatickou
membranou a od vnéjsich vlivli chranény zpravidla morfologicky silnéjsi bunécnou blanou
(buné&¢nou sténou). Vlastni protoplazma je rozliSena na jaderny obsah (karyoplazmu) a ostatni
zivou hmotu (zékladni cytoplazma). V cytoplazmé nachazime rizné struktury. Jako celek je
buiika zékladni a souc¢asn¢ minimalni morfologickou a funkéni jednotkou zivé hmoty, kterd je
schopna samostatné existence [11].

Kvasinky se fadi mezi eukaryotické bunky a jsou tvofeny nésledujicimi strukturami:
bunécna sténa, periplasma, plazmatickd membréana, cytosol, jadro, mitochondrie, Golgiho
aparat, vakuoly a peroxisomy. Organely pohybu kvasinky nikdy nemaji a jsou nepohyblivé
(viz. Obr. ¢. 2) [3, 8].

Pevnéd bunécnd sténa chrani bunku ptfed vnéjsimi vlivy (mechanickymi i osmotickymi),
zabezpecuje jeji tvar, nizkomolekularni slou¢eniny mohou volné ptechazet pies pory ve sténe.
Hlavni sloZzkou bunécné stény jsou polysacharidy, které tvoii hustou sit’ vlaken vyplnénou
bilkovinami. Pfitomné je i malé mnozstvi lipidl, fosfolipidi a fosforenanti, které¢ jsou
esterovymi vazbami vadzany na polysacharidy. Cytoplazmatickd membrana je sidlem
transportnich systémt, ale na rozdil od bakterii neobsahuje systém oxida¢ni fosforylace. Je
volné propustnd pouze pro malé¢ molekuly bez naboje, a tvoii osmotické rozhrani mezi
buitkou a vné&jSim prostiedim. Vnitini prostor bun¢k je vyplnén prihlednou hmotou
nazyvanou cytoplazma, ta obsahuje systém dvojitych membran, souhrnné oznacovanych jako
endoplazmatické retikulum. Na wvnéjSim povrchu obou membran se nachdzi zrnicka
polyzomi, tj. agregiti ribozomi, v nichz se syntetizuji bilkoviny. Dale se v cytoplazmé
nachézi mitochondrie, kde sidli dychaci enzymy, vakuoly, Golgiho aparat, cytoskelet a jadro,
které je nezbytné€ nutné pro rozmnoZzovani [1, 3].
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Obr. ¢. 2: Schéma prurezu bunky kvasinky [70]

2.1.5 Rust a rozmnoZovani

Zivotni ¢innost mikroorganizmil i jejich vyvoj jsou zavislé na vn&j§im prostiedi. Aby se
mohly mikroorganizmy rozmnozovat, musi byt v prostiedi dostate¢né mnozstvi latek pro
syntézu bunéné hmoty, zdroj vyuzitelné energie a vhodné fyzikalni, chemické i biologické
podminky. Jedna se zejména o vhodnou teplotu k riistu a rozmnozovani, pH prostfedi, vodni
aktivitu, oxidoredukéni potencidl, povrchové napéti, vliv zafeni, hydrostaticky tlak, toleranci
k ethanolu a ptitomnost pfechodnych kovli. Mikroorganizmy jsou ovSem schopny se snadno
ptizptsobit vnéjSim podminkdm nejen zménou enzymového vybaveni svych bunck, ale
mohou do urcité miry zménit i jejich slozeni a tvar, aby byly odolné&;si [10].

2.1.5.1 Vegetativni rogzmnoZovani

Kvasinky vykazuji rtizné zplsoby vegetativniho rozmnozovani. Mezi nejcastéjsi formy
patfi puceni, d€leni nebo tvorba konidii na kratkych stélkdch zvanych sterigmata. Znalost
tvorby pupenu je jednim z charakteristickych rysi pii identifikaci kvasinek [7].

Na povrchu matetské bunky se v okoli jednoho bodu pozméni struktura bunécné stény a na
tomto misté se objevi pupen. Pupen postupné roste az velikosti dosdhne rozmérti matetské
bunky. Pied pu¢enim dochazi ke splyvani membran endoplazmatického retikula a pak k jeho
déleni, dale k opakovanému déleni vakuol a ke zmén¢ tvaru mitochondrii v dlouze protahlé.
Po pocatku tvorby pupenu do ného vstupuji drobné vakuoly a mitochondrie. Soucasné se
jadro mitoticky rozd¢li na dvé a jedno znich piejde do dcefinné bunky. Uzavienim septa
a dotvofenim bunécné stény se ob¢& builky navzijem odd€li. Na matetské bunice zlstava
v misté oddéleni jizva. Podle poctu jizev mizeme urcit vék buiky, ktery odpovida poctu
dcetfinnych bun¢k, které se na ni vytvotily. Cyklus déleni, od vzniku pupenu po jeho odd¢leni
od matetské buiiky, za optimélnich podminek trva ptiblizné 2 hodiny [1, 3, 9].
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M¢éné Castou formou vegetativniho rozmnozovani kvasinek je pti¢né déleni. Buiiky téchto
kvasinek rostou ve sméru své délky a pti dosdhnuti urCité velikosti dochazi k mitotickému
déleni jadra. Kazdé z jader putuje do protilehlého polu a ve stiedu buiiky se vytvoii piehradka
(septum) s bunécnou sténou. Tento zplisob rozmnozovani ptfipomina déleni bakterii a je
charakteristicky jen pro rod Schizosaccharomyces [9].

1 -jadro

2 - mitochondrie

3 -vakuola

4 - endoplazmatické
retibulum

3 - poloveé télisko vieténka
§ - mikrotubuly

T - wietenko

Obr. ¢ 3: Schéma puceni kvasinek [1]

2.1.5.2 Pohlavni rozmnoZovani

Vedle vegetativniho rozmnoZovani je u vétSiny kvasinek zndmy i1 pohlavni zplsob
rozmnozovani. Ten je vSeobecné charakterizovan jako splynuti dvou haploidnich buné¢k
a jejich jader za vzniku diploidni buniky — zygoty. Diploidni jadro se déli meidzou ve Ctyii
haploidni jadra, ktera jsou bud’ zakladem pohlavnich spor, nebo se déli dalsi mitozou a pak
teprve vznikaji spory. V Zivotnim cyklu kvasinek se tedy pravidelné stfidd haploidni
a diploidni faze buné¢k [1, 9].

Podle zptisobu pohlavniho rozmnoZovani patii nékteré z kvasinek mezi askomycety, jiné
mezi basidiomycety (souhrnné oznacovany jako teleomorfni kvasinky), u nékterych pohlavni
rozmnozovani neni zndmo, ty jsou fazeny mezi deuteromycety (anamorfni kvasinky) [12].

2.1.6 Metabolismus kvasinek

Metabolismus odkazuje na biochemické procesy asimilace (anabolické drahy) a disimilace
zivin bunkou (katabolické drahy). Katabolické drahy jsou spojeny s rozkladem latek, pii
kterém dochazi k uvoliiovani energie. Tato energie je poté vyuzita v procesu asimilace, kde
dochazi k biosyntéze latek, riznych slozek bunky a jejich obala [8, 12].

Kvasinky vyuzivaji cukry jako hlavni zdroj uhliku. VSechny kmeny maji schopnost
metabolizovat glukézu, manézu a fruktéozu, mohou také asimilovat galaktozu, maltozu,
maltotridzu. Nekteré kvasinky produkuji extracelularni enzymy, které jim umoziuji
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hydrolyzovat také polysacharidy jako Skrob, xylany nebo celulézu. Jako zdroj uhliku mohou
ovsem slouzit i dalsi latky — glycerol, ethanol, laktat atd. [2, 13].

Glykolyza, série reakci, které se vyskytuji témét v kazdé Zivé buiice, je povazovana za
jednu z nejstarSich metabolickych drah. Béhem glykolyzy je kazda molekula glukdzy se Sesti
uhliky pfevedena na dvé molekuly pyruvatu, znichz kazdd obsahuje tfi atomy uhliku.
V anaerobnim organismu je pyruvat pfeménén na jeden nebo vice produktl, napt. ethanol,
kys. mlé¢nou, kys. octovou, CO; atd. [14, 15].

2.1.6.1 Ethanolové kvaseni

Primyslové nejvyuzivanéjsi metabolickou drahou kvasinek je alkoholové kvaSeni.
Alkoholové kvaSeni je velmi slozity biochemicky d¢j rozkladu cukru v mosté na ethanol
a oxid uhlicity, zpisobeny kvasinkami. V rané fazi kvaSeni se uplatnuji rody Hanseniaspora,
Candida, Pichia, Rhodotorula a Kluyveromyces, v prubéhu kvaseni jsou nahrazeny rodem
Saccharomyces, ktery mé vétsi toleranci k ethanolu [16, 17].

Pii ethanolovém kvaSeni dochédzi v bunkach kvasinek k dekarboxylaci pyruvatu na
acetaldehyd, ktery je poté redukovan pomoci NADH a pfislusného enzymu na ethanol.
Béhem procesu dekarboxylace je z molekuly pyruvatu uvoliiovana molekula CO, [15].

H H 2CO;
H— C OH C O
2 Ethanol 2 Acetaldehyd

2 NAD+ 2 NADH
(l)—
C=0

Glukéza e e e m—— —— |

i
CH;

2 ADP 2ATP 2 Pyruvat

Obr. ¢. 4: Schéma ethanolového kvaseni [71]

I kdyz je vétSina cukrii v procesu fermentace pfeménéna na ethanol, vznika urcité malé
procento jinych produkt. Mezi néz se fadi glycerol, vyssi jednosytné alkoholy, estery. Vyssi
alkoholy a estery pozitivné pfispivaji k senzorickym vlastnostem vina [1].

Ethanolové kvaseni se pouzivd ve velkém méfitku pii vyrobé alkoholickych népojil
a ethanolu pro potravinarské a 1ékatrské ucely. Ma vyznamnou ulohu pfi pouziti pekaiského
droZdi, nebot’ kynuti v té€sté je disledkem produkce CO,. Béhem kvaseni se uvoliuje velké
mnozstvi tepla, proto je velmi dulezité sledovat teplotu [1].
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2.1.7 Nejvyznamnéjsi potravinaiské kvasinky

2.1.7.1 Rod Saccharomyces

Historicky prvnimi objevenymi kvasinkami byli pravé zastupci rodu Saccharomyces, ktery
ustavil v roce 1838 J. Meyen. Taxonomie rodu Saccharomyces pro$la vyznamnymi zménami
v poslednich dvou desetiletich. Rod Saccharomyces zahrnuje 2 skupiny druhid. Jsou to
Saccharomyces sensu stricto a Saccharomyces sensu lato (druhy vzdalené souvisejici se
Saccharomyces cerevisiae). Nedavny pokrok v oblasti molekuldrni biologie vedl k vyvoji
novych experimentalnich metod, diky kterym bylo prokazéano, Ze komplex Saccharomyces
sensu stricto se sklada ze sedmi ptibuznych druhli: Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus,
S. pastorianus, S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae a S. kudriavzevii. Pivodné byla jejich
identifikace a charakterizace zalozena na morfologickych a fyziologickych vlastnostech [18,
19].

Bunky se vyznacuji kulatym, ovalnym nebo i protahlej§im tvarem. Mnozi se vegetativné
multilateralnim pucenim, ale netvoti pravé mycelium. Diploidni buiiky se bezprostfedné méni
na asky. Vzhled kolonii je téstovity, krémovy, svétle hnédy, hladky, leskly, ale mize byt
1 skladany, kraterovity, drsny, kuceravy [20].

V ramci rodu Saccharomyces jsou dva druhy kvasinek spojeny s fermenta¢nim priimyslem,
jednd se o Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces bayanus. Tito vyznamni zastupci
fermentuji a asimiluji glukézu, sachardézu a rafinézu, navic dokazi asimilovat maltézu
a ethanol [21, 22].

Obr. ¢ 5: Saccharomyces cerevisiae — nativni preparat, usecka znazornuje vzdalenost
100 um [20]
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2.1.7.2 Rod Hanseniaspora

Rod Hanseniaspora je rozSiten piedevSim na bobulich hroznl. Kolonie jsou hladké,
smetanové barvy. Buiky jsou apikulatni, citronovité, ovalné az protahlé. Rod Hanseniaspora
zahrnuje druhy s riznym typem spor. Spory jsou kulaté s hladkou nebo bradav¢itou sténou,
nékteré s ekvatorialnim lemem nebo kloboukovité. Kvasinky rodu Hanseniaspora se
reprodukuji nepohlavné 1 pohlavné. Nepohlavné se rozmnozuji bipolarnim pucenim,
u pohlavniho zptisobu rozmnozovani dochazi k tvorbé askospor. Anamorfnim protéjskem je
rod Kloeckera s druhem Kloeckera apiculata hojné se vyskytujicim v samovolné kvasicim
hroznovém mostu. Nejzndméjsi druh je Hanseniaspora uvarum, ktera silné fermentuje
glukézu a neasimiluje dusi¢nany. Vyskytuje se v ovocnych Stavach a hroznovém mostu [2,
23, 24].

2.1.7.3 Rod Rhodotorula

Jedna se o kvasinky rozSifené ve vzduchu, v pidé€, ve sladkych i slanych vodach, ve
vinatfskych provozech, na rostlinich i1 v rliznych organech Zzivocisného téla. Kolonie jsou
hladké, lesklé, slizovité, zbarvené koralovocervene, pomerancové, lososové. Karotenoidni
barviva je chrani pfed uc¢inkem ultrafialové slozky slune¢niho zafeni, proto se mohou
vyskytovat v ovzdusi. Okraj kolonie je uceleny, jen zifidka ma primitivni pseudomycelium.
V tekutém médiu tvoii Rhodotorula sediment a prstenec. Vegetativné se rozmnozuje pucenim
a bylo objeveno, ze Rhodotorula je haploidni stddium v zivotnim cyklu rodu Rhodosporidium.
Je u nich prokédzana schopnost zkvasovat maltézu, sachardzu, laktozu, glukozu, kromé téchto
sacharidt asimiluji rafin6zu, xylozu, arabinézu. Druhy rodu Rhodotorula jsou lipidotvorné, za
urCitych podminek dochéazi k nahromadéni tuku az v nadmérném mnozstvi. S tim souvisi
schopnost produkovat lipasy, vyuzivat n-alkany a;.

Patii sem tada druhti: Rhodotorula glutinis (synonymum Rhodotorula gracilis) vyskytujici
se v ptirodé€ nejcasteji. DalSimi zastupci jsou Rhodotorula rubra, Rhodotorula graminis a jiné.
Drtive byly povazovany za zcela nepatogenni, coz v soucasné dob¢ uz neplati. Byla popsana
napt. o¢ni keratitida zpisobend druhem Rhodotorula rubra (2, 20, 21, 23].

2.1.7.4 Rod Pichia

Druhy tohoto rodu se nachazi v mostech a ving, jejich zastoupeni je nizsi nez urodu
Candida. Kvasinky dokazi vyuzivat velké spektrum sacharidii a asimilovat dusik.

Buiiky jsou vejcovitého, cylindrického nebo elipsoidniho tvaru. Mize dojit k tvorbé
pseudomycelia. Vzhled kolonii na tuhych plidach je téstovity, bily, hladky a na povrchu
moucny. Okraj mulze byt cipovity nebo kofinkovity. Vegetativn€é se rozmnozuji
multilaterdlnim pucenim, béhem pohlavniho rozmnozZzovani vytvaii askus s 1 — 4 sporami.
Askospory jsou kulovité, nékdy kloboukovité, rychle opoustéji askus.

Nejznaméjsi druhy jsou: typovy druh Pichia membranifaciens a dale biotechnologicky
vyuzitelné methylotrofni druhy Pichia methanolica a Pichia pastoris.

Tyto kvasinky mohou kontaminovat pivo nebo vino a na povrchu tekutiny vytvaieji
vzlinavou blanku zvanou kiis, také pokozka nebo mazdra [2, 20, 21, 25, 26].
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Obr. & 6: Pichia membranifaciens — nativni preparat, isecka znazornuje vzdalenost
100 um [20]

2.1.7.5 Rod Candida

Rod Candida ptedstavuje velmi rozsitenou skupinu a obsahuje druhy jak saprofytické, tak
i patogenni, které mohou vyvolat mykotickd onemocnéni cloveka i zvitat.

Rod se vyznacuje rozmanitymi tvary bunék, napf. cylindrické, protdhnuté, vélcovité,
elipsoidni atd. Vegetativné se kvasinky rozmnozuji multilateralnim pu¢enim. Mohou se tvofit
asexudlni  chlamydospory. Pseudomycelium mize byt vétvené, diferencované
s blastokonidiemi nebo rudimentarni. Nékteré druhy kvasi, ale slab&ji nez rod Saccharomyces.

Z riznych druhti tohoto vyznamného rodu jsou na hroznech, v mostu a ve viné nejvice
roz§ifené Candida pulcherrima v pocatecni mikroflofe spontanné kvasicich mostt, Candida
vini, Candida zeylanoides a Candida krusei ve fazich dokvéaseni a v mladém ving. Jsou
znacn¢ rozsirené na sténach, podlahach a na sudech.

Candida pulcherrima asimiluje a zkvasuje gluk6ézu, neasimiluje ethanol a KNOs.
Z technologického hlediska je vyznamna hlavné v prvnich hodinach kvaseni [2, 20, 21, 23,
25].

2.1.7.6 Rod Kluyveromyces

Nekteré druhy rodu Kluyveromyces se diive zatazovaly do rodu Saccharomyces, napf.
Klyuveromyces marxianus var. fragilis atd. VyClenény vSak byly na zdkladé odlisnych
vlastnosti. Vegetativni buiiky jsou kulovité, elipsoidni az cylindrické. Spory maji rizny tvar.
Vzhled kolonii je hnédokrémovy nebo krémovosedy, ¢asto kombinovany s rizovym. Povrch
mize byt hladky ibradavicnaty, slizky i matny. U rodu Kluyveromyces se tvoii jen
rudimentéarni pseudomycelium. Vegetativné se rozmnozuji pu¢enim. Za urcitych podminek se
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mohou v kultufe vyvinout 1 viecka, v nichZ se nachéazeji 1 — 4 spory, které se po uvolnéni
shlukuji.

Rod Kluyveromyces ma schopnost vyuzivat velké mnoZstvi sacharidii a cukry zkvaSuje do
koncentrace cca 4 % ethanolu. Biomasa ¢asto obsahuje hnédocervené heminové barvivo [20].

Obr. ¢ 7: Kluyveromyces lactis — nativni preparat, usecka znazornuje vzdalenost 100 um
[20]

2.1.7.7 Rod Schizosaccharomyces

Je to jediny rod kvasinek, ktery se rozmnozuje délenim jako bakterie. Buiiky jsou kulovitg,
elipsoidni 1 kratké valeckovité. Kolonie jsou krémové az svétle hnédé, mékke, hladké nebo
slab¢ zvrasnéné. Okraj je celistvy. Pseudomycelium se nevytvaii, jen kratky fetézec bunék.
Mohou vytvafet askus skulovitymi nebo elipsoidnimi askosporami. Bunécnd sténa
neobsahuje chitin.

Druh nachdazejici se ve viné ¢i mosStu je Schizosaccharomyces pombe, ktery zkvasuje
glukézu, sachar6zu a maltdozu. Tento druh neni schopen vyuzivat ethanol jako jediny zdroj
uhliku nebo dusicnany jako zdroj dusiku. Schizosaccharomyces pombe naléza uplatnéni ve
vinafstvi k odkyselovani vin, protoze dovede vyuzivat pfitomnou kyselinu jable¢nou a vinnou
[2, 20, 21, 26].

2.1.7.8 Rod Zygosaccharomyces

V tadé vlastnosti se tyto kvasinky podobaji rodu Saccharomyces, do né¢hoz pivodné
patfily. Rod Zygosaccharomyces je nejvyznamné&js$i zastupce osmotolerantnich kvasinek.
Bunky se mikroskopicky jevi jako kulovité, elipsoidni nebo protahlé. Vegetativni
rozmnozovani je uskute¢fiovdno pomoci multilateralniho puceni. Askospory jsou hladké,
kulovité a elipsoidni. Dusi¢nany nejsou asimilovany. Schopnost fermentovat rizné cukry je
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zavisld na druhu. Mezi nékolika druhy je tfeba uvést zejména osmofilni Zygosaccharomyces
rouxii a Zygosaccharomyces bailii, ktery kontaminuje vino [2, 26].

2.1.7.9 Rod Issatchenkia

Vegetativni zplisob rozmnoZovani tohoto rodu kvasinek je uskute¢iovan pomoci
multilateralniho puceni. Pfi pohlavnim rozmnozovani dochazi k tvorbé 1 — 4 askospor. Druhy
rodu Issatchenkia neasimiluji dusi¢nany, mohou vSak zkvaSovat sacharidy. Za
nejvyznamnéj$i druh tohoto rodu byva oznacovan Issatchenkia orientalis, ktery se nachéazi ve
viné. Buiiky jsou vejCité az protahlé. Kvasinka ma schopnost vyuZzivat glukézu, ethanol,
glycerol, sukcinat atd. [26].

2.1.7.10 Rod Metschnikowia

Vegetativni rozmnozovani téchto kvasinek je multilaterdlnim pucenim. Buiky jsou
kulovité az elipsoidni, hruSkovité, cylindrické nebo srpkovité. Druh Metschnikowia
pulcherrima, vyznamny ve vinafstvi, tvoii pucici buiiky, nékdy skromné pseudomycelium.
Kvasinky produkuji 1 az 2 jehli¢kovité askospory. Cerstvé izolaty &asto tvofi intenzivné
cervené kolonie, barva je zplsobena pigmentem pulcheriminem. Na rozdil od rodu
Rhodotorula uvoliuji pigment do média. Dochdzi k fermentaci glukézy a fruktdzy, ale
dochazi i k metabolizaci nékterych cukrii a organickych kyselin.

Druhy tohoto rodu se vyskytuji ve vodach (Metschnikowia bicuspidata) nebo jako druhy
pozemni (M. reukaufii, M. pulcherrima atd.) [2, 23, 27, 28].

2.1.7.11 Rod Saccharomycodes

Rod kvasinek vyznacujici se silnymi fermentacnimi schopnostmi. Dokézi utilizovat
glukézu, sacharézu, rafindbzu atd. Buinky jsou citronovité, zakiivené nebo protahlé.
Rozmnozuje se bipolarnim pucenim na tzv. Siroké zékladn€. Pti pohlavnim rozmnoZzovani se
vytvareji asky se 4 kulovitymi sporami, které se po vykliceni ihned spojuji. Zastupcem je
jediny druh Saccharomycodes ludwigii, ktery se vyskytuje v kvasicim hroznovém mostu [20].
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Obr. & 8: Saccharomycodes ludwigii — nativni preparat, isecka znazoriuje vzdalenost
100 um [20]

2.2 Vinafstvi

Vinafstvi je potravinaiské vyrobni odvétvi zabyvajici se zpracovanim vinnych hroznd,
rmutu, hroznového mostu nebo vina, povolenymi technologickymi postupy, plnénim produktu
do obalu, oznacovanim produktu a jeho uvadénim do ob&hu. Technologicky navazuje na
vinohradnictvi, které se zabyva vysadbou, péstovanim a sklizni révy vinné za Ucelem
produkce vinnych hroznd, ptipadné révovych roubt atd. Na vino se zpracuje asi 90 % hroznd,
10 % se spotiebuje jako ovoce nebo na vyrobu nealkoholickych napojt [16, 29].

Ceské republika ma dvé hlavni vinaiské oblasti — Cechy a Moravu. Vinatské podoblasti ve
vinafské oblasti Morava jsou Mikulovska, Slovacka, Velkopavlovickd a Znojemska. Vinaiské
podoblasti ve vinaiské oblasti Cechy jsou Mélnické a LitoméFicka [30].

Vysledkem technologického procesu je vino, které je jednim znejdéle znamych
alkoholickych napoji. Vino je zafazeno mezi pochutiny, ale obsahuje i latky nezbytné pro
vyzivu €loveka, jako sacharidy, bilkoviny, mastné kyseliny, vitaminy a mineralni latky. Vino
je prirodni produkt. Je vysledkem velkého mnozstvi biochemickych reakei, které zacinaji
v prib¢hu dozravani hrozni, pokracuji v prubehu sklizné a konc¢i az ve fazi plnéni vina do
lahvi. Reakce jsou vysledkem spontanni ¢innosti mikroorganismt a nékdy jsou podpoieny
cilenou upravou technologickych podminek [31, 32].

Rozmanitost a slozeni populace kvasinek vyznamné prispiva k senzorické charakteristice
vina. Rist jednotlivych druhli kvasinek se vyznauje specifickou metabolickou aktivitou,
ktera urCuje koncentrace senzoricky aktivnich latek ve findlnim vyrobku. K celkové
vyvéazenosti findlnitho produktu jsou velmi potiebné apikulatni kvasinky, napf. rod
Hanseniaspora, které produkuji estery, glycerol a acetoin [33, 34].

Aromatické latky hroznd jsou uloZeny ve slupce bobuli. Jejich tvorba a koncentrace je
podminéna odriidou, teplotou, zralosti a zdravotnim stavem hroznti. Nejvice aromatickych
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latek obsahuji hrozny v obdobi Uplné zralosti. Aromatické latky hroznd, moStu a vina tvofi
t&kavé komponenty s koncentraci fadové 10 — 10~ %o. Chemicky jsou smési aromatickych
alkoholi, aldehydd, estert, kyselin, dusikatych a heterocyklickych sloucenin [35].

Nejen samotnd vyzralost suroviny, stanovistni podminky, ale také odriida dodava
predpoklady k vyrobé kvalitniho vina. Odridy usSlechtilé vinné révy péstované v naSich
podminkach jsou podle praktické upotiebitelnosti zatazeny do tii jakostnich tiid:

= La tfida — vybérové odridy, napi. Burgundské bilé, Ryzlink rynsky, Sauvignon,
Furmint, Tramin, Muskat zluty, Muskat Ottonel a tokajské odrudy

= Lb tfida — kvalitni odridy péstované ve velkém rozsahu, napt. Neuburské, Ryzlink
vlassky, Miiller-Thurgau, Sylvanské cervené a zelené, Svatovaviinecké, Semillon,
Frankovka, Cabernet a jejich smési

= I té{da — Bouviériv hrozen, Ezerjo, Malingerovo rané, Cabajska perla, Veltlinské
a omezené Portugalské modré a jejich smési

= [II. tfida — stolni odridy napt. Bratislavské bilé, Chrupka, Irsay Oliver, Kadarka
bila a cervena a jejich smési [31].

2.2.1 Odruda Rulandské modré

Synonymum: Pinot Noir

Je to jedna z nejstarSich evropskych odriid révy vinné. Tato odrida je ve Statni odridoveé
knize zapsana (jest¢ jako Burgundské modré) od roku 1941. Patii k odriadam, které dal do
Cech piivézt Karel TV. V genotypu odridy jsou zakoédovani rodi¢e samovolng v piirodé
vzniklé odrudy z kiizeni Mlynatka (Pinot meunier) x Tramin. Je to jedna z nejlepSich
modrych odrid severnich oblasti, pro vino s pfivlastkem vyZaduje vhodné tepld stanoviste.
Potiebuje dobie prohtaté stérkovité ¢i lehké, hlinito-piscité pady [36, 37].

Rulandské modré ma sttedné velké, tmavé zelené, mirné tfilalocnaté listy, stfedné husté
olisténi. Hrozny jsou malé, valcovité, husté. Bobule malé, kulaté, modré, s tenkou slupkou.
DuZina je fidka s kofenitou chuti. Odriida je dobie odolna vii¢i chorobam, napt. pliseii révova
(peronospora), padli révy. Za vlhkého pocasi v dobé dozravani je citliva na Botrytis cinerea.
Z virovych chorob je napadana hlavné svinutkou [37, 38].

V Ceské republice se Rulandské modré péstuje na celkové plose 717,1 ha. Rulandské
modré se také péstuje v Rakousku, Mad’arsku, Jugoslavii, Italii, Rumunsku, rovnéz v zdmoti
Kalifornie, Chile, Argentina atd. [38, 39].

</ N

| Obr. c" | 9: Orﬁda Rulandské odf
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2.2.2 Hrozny vinné révy

Hrozny jsou surovina pro vyrobu pfirodnich, dezertnich a Sumivych vin a vinnych
destilatt. U stolnich odriid urcenych k pfimé spotiebé v Cerstvém stavu se hodnoti predevsim
vzhled, velikost bobuli, masitd duzina a tlustsi slupka, naproti tomu hrozny mostovych odrad
uréené¢ k vyrobé vina se musi vyznaCovat hlavné charakteristickou odridovou chuti,
extraktivnosti a vini [40].

Chemické slozeni hrozni ma rozhodujici vliv na kvalitu vyrabéného vina a je ovlivnéno
nejen odriiddou, ale 1 klimatickymi a pidnimi podminkami daného ro¢niku a jejich zralosti.
ziskaného mostu. Most obsahuje pramérng 780 — 850 g1 vody, ktera je rozpoustédlem pro
vétsinu ostatnich latek. Obsah sacharida (cukril) se v mostu pohybuje od 120 — 250 g'I”', kdy
pfitomny cukr je tvofen pfevazné glukézou a fruktdozou ve stejném mnozstvi. V menSim
mnozstvi se vyskytuje sachardéza a nezkvasitelné pétiuhlikaté monosacharidy (pentozy)
a polysacharid Skrob, ktery se do moStu dostava zrozdrcenych tfapin. Obsah organickych
kyselin se v mostu pohybuje od 6 — 15 g1, pievlada kyselina vinna a dale jsou p¥itomny
kyselina jablecnd, kyselina citronovd a v nepatrnych mnoZzstvich kyselina glukonova,
jantarova, Stavelova, fumarova a dalsi. Dalsimi chemickymi slozkami mostu jsou dusikaté
latky, fenolové latky, mineralni latky, vitaminy, barviva, aromatické latky, tuky, oleje a dalsi
[29, 40].

Na povrchu zdravych hroznl se pfevdzné nachazi Aureobasidium pullulans,
Metschnikowia, Hanseniaspora, Cryptococcus a Rhodotorula, tyto mikroorganismy se
vyskytuji v zavislosti na stupni zralosti hroznii [41].

Hrozny vinné révy se skladaji z tfapin se stopkami, které tvoii hlavni nosnou kostru
hmotnostni poméry téchto ¢asti hroznt, jejich technologickd vyzralost a chemické slozeni
[31, 40].

2.2.2.1 Trapina

Ttapina tvofi 3 — 4 % z hmotnosti hroznl. Pfed dosazenim optimalni technologické zralosti
je zelend, pak dievnati a hnédne [16].

Pii vyrobé¢ vétSiny vin jsou tfapiny se stopkami balastni soucasti, kterd se musi odstranit,
nebot’ obsahuji chutoveé neptiznivé ttisloviny (polyfenoly) a dievité latky. Tyto latky by
mohly mit negativni vliv na senzorické vlastnosti vina [16, 31].

2.2.2.2 Bobule

Bobule se sklada ze slupky, duZiny a semen, tvoii pfes 95 % hmotnosti hroznu. Duzina
vétSiny odrid je bezbarva, jen vyjimecné je nartizoveéla az naCervenald, a obsahuje prevazné
ulozena uvnitt bobuli ve formé peciek s vysokym obsahem lipidl a tfislovin. Pfi vyrobé
cervenych vin dochazi k vyluhovani polyfenold do mosStu. Slupka bobuli byva rizné
zabarvena a na jejim povrchu je tenkd voskova vrstva zabranujici odpafovani vody. Barviva
a aromatické latky ze slupek ovliviiuji odridovy charakter, chut’ i vini budouciho vina.
Slupky maji vysoky obsah polyfenold, zejména modré odrady [29].
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2.2.3 Technologie vyroby ¢ervenych vin

Hlavnim rozdilem mezi vyrobou bilych a ¢ervenych vin je v nakvaSeni celych hroznt. Po
rozemleti se bobule pfesouvaji do kadé, kde zacne most spoleéné se slupkami kvasit
(u n€kterych vin 1 nékolik tydnll). To mé za nasledek, Ze se barvivo, které je obsazené pod
slupkou, vyluhuje spolu s tiislovinami do vina [42].

2.2.3.1 Sklizen a piejimka hroznii

Hrozny révy vinné v naSich klimatickych podminkach a zemépisné poloze dozrévaji
koncem zafi a zaCatkem fijna, kdy probiha jejich sklizenn (sbér). Hrozny je nejlépe sklizet
v tzv. plné technologické zralosti, nebot’ vina z pired€asné sklizenych hroznii jsou zpravidla
kyseld s drsnou a neharmonickou chuti. Stanoveni spravného terminu sbéru zdvisi na vice
faktorech, napft. na zdravotnim stavu hroznd, jejich vyzralosti — obsahu cukru, kyselin, barviv,
aroma, tfislovin a na pozadovaném typu vina. Sklizeni se provadi ru¢né nebo mechanizované
pomoci sklize€ii. Zasadou by mélo byt, Ze sklizené hrozny se tyz den zpracuji, aby nedoslo
k jejich zapateni, coz by mohlo vést ke vzniku nezadoucich kyselin [29, 43].

Sklizené hrozny se dopravuji do zpracovatelskych zavodu, kde se zjiStuje hmotnost na
vahach. Dale se pfi prejimce hroznl stanovuje primérna cukernatost a jakostni skupina podle
tfidy, odridy a obsahu cukru. K urceni cukernatosti slouzi specidlni moStoméry. U nas se
cukernatost vyjadiuje ve °CNM, coz udava mnozstvi cukru v kg na 100 1 mostu, nebo ve °KI,
ktery specifikuje mnozstvi cukru v % hmotnostnich pti 20 °C. V automatizovanych linkéach se
cukernatost zjistuje zpravidla refraktometricky [31].

2.2.3.2 Odzriiovani a mleti

Pti mleti hroznt dochazi k rozdrceni bobule a provzdusnéni rmutu. Mleci zatizeni musi byt
sestaveno tak, aby se bobule dostatecné rozemlely, ale aby se pfitom nenarusily pecicky
a tfapiny. Nedostate¢n¢ rozdrcené bobule snizuji vytézek rmutu, naruSeni pecicek a tfapin
snizuje kvalitu budouciho vina. Provzdu$néni rmutu je dulezité, aby se podpoftilo
rozmnozovani kvasinek v pocatecni fazi kvaseni. Na druhé stran¢ vSak podporuje Cinnost
nezadoucich oxida¢nich enzymi [35].

Odzriovani se provadi na riznych typech vystiracich ¢i odstfedivkovych odzriiovaci,
v nichZ se v perforovaném valci zachycuji tfapiny, kdezto rmut jim protékad do sbérné nadrze.
K mlynkovani slouzi rizné typy mlynka — valcové, bubnové, kladivkové a odstredivé. Stroje,
které umoziuji mlynkovani a odzrilovani najednou, se nazyvaji agrapumpy nebo fulograpy
[31].
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Obr. & 10: Odstraiiovéni trapin [12]

2.2.3.3 OfSetiovani rmutu

Mezi zplisoby oSetfovani rmutu mizeme zaradit nasledujici procesy:

Sifeni se provadi z vice diivodu:
= potlaceni velmi aktivnich oxida¢nich enzymu, které mohou od pocatku

zpracovani zptisobovat naruSeni barvy

= potlaceni divokych kvasinek a bakterii
» vyvazani vzdusného kysliku
» podpofeni extrakce polyfenoli

Sifi se oxidem sifi¢itym, ktery vznikd spalovanim siry na platcich ze skelného vldkna nebo
stlaGenym v tlakovych nadobach. Sifi se davkou 25 — 50 mg:l”, davky by ale nemély byt
vy$§i, aby se nezabranilo pozdé¢jSimu biologickému odbouravani kyselin. Sifeni se provadi
v ruznych stadiich vyroby. Pfi zpracovani nahnilych a poskozenych hrozni musi dojit k sifeni
jiz ve stadiu rmutu, moStu. Pfi zpracovani zdravych a neposSkozenych hrozni se sifeni
oddaluje az do prvni stacky. Ve vhodnych davkach pusobi piiznivé na tvorbu buketu
i chutovych vlastnosti budouciho vina a ovliviiuje jakost a stabilitu. Cim dfive se pfidavek
provede, tim 1épe bude rmut chranén pred ucinkem vzduchu, potlaci se rozklad barviva, a tim
hnédnuti, podpoii se vyvoj buketu a jeho Cistota. U odriid s niz§i barevnou intenzitou tim
muze byt podpofeno i vyluhovani barviva. Pouze v ptipadé skutecné zdravého materidlu
a okamzitého zakvaseni je mozné sifeni uplné€ vypustit [31, 37, 44].

Piidavek enzymii — pfidanim pektolytickych enzymu lze urychlit uvoliiovani barviva
zbun€k. Této upravy se vyuziva v ptipadech brzkého lisovani. Pozornost by méla byt
vénovana i kvalité enzymi. Spatné vy¢isténé piipravky mohou vykazovat fadu vedlejsich
aktivit, které nezaddoucim zptisobem odbouraji latky obsazené v hroznech [44].

Uprava cukernatosti (zvy$ovéani cukernatosti mostu) se déla v letech, kdy mosty obsahuji
malo sacharidi a vice kyselin. Upravuje se pfidavkem cukru ¢i zahu§téného mostu, nebo
postupy, které vedou k zahusténi mostu, napt. vakuova destilace, reverzni osmoéza, pisobeni
chladu (vymrazovéani vody). Pii upravé cukernatosti je tieba postupovat opatrné, aby se
ptilisngm zdsahem nezménil odridovy charakter vina. Optimalni je pomér 20 — 25 °CNM
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cukru na 6 — 10 % kyselin. V pfiznivych rocnicich je tento pomér zachovdn a neni tfeba
cukernatost upravovat. Mosty modrych odrid zasadné doslazujeme pied jejich kvaSenim,
protoze vylouZeni ¢erveného barviva ze slupek je do jisté miry zavislé na obsahu alkoholu pfi
kvaSeni rmutu [29, 43].

2.2.3.4 NakvdSeni

Ma vyznam u aromatickych, muskatovych a kofenénych odrid, déle pak u modrych odrad
pro vyrobu ¢ervenych vin. Pro nakvaseni maji byt hrozny bezpodmine¢n¢ odzrnéné a zdravé.
Nejcastéji se nakvasSuje pii teploté¢ 20 — 25 °C po dobu 4 — 14 dni. Odzrnény rmut kvasi
v otevienych nebo uzavienych nadobach, aby se uvolnilo barvivo ulozené v plastidech ve
slupce bobuli. Vlivem zvysujiciho se obsahu alkoholu v kvasicim rmutu tyto plastidy kiehnou
a praskaji a barvivo se z nich uvoliuje [45].

Cervena vina jsou v sou¢asnosti vyrabéna étyfmi riiznymi technologickymi procesy:

= Vyroba derveného vina nakvdSenim — nejjednodussi zptisob je tzv. nakvaseni
v oteviené kadi svolné plovoucim matolinovym kloboukem. V této nadobé
dochazi pti kvaSeni k vytvareni oxidu uhli¢itého, ktery zveda plovouci mechanické
castice (slupky, zbytky tfapin, duzinu) a vytvaii z nich pomérné pevny ,,matolinovy
klobouk“. Tento klobouk je vSak tfeba rozbit a potapét tak, aby dochézelo
k maceraci barviv a tfislovin. Ru¢ni potdpéni je velmi naméhavé, a proto se dnes
pouzivaji vyrobni linky [42].

= Macerace Cervené¢ho vina zahtivanim — ohfevem celého hroznu parou se Uc¢inné
zni¢i polyfenoloxidasa a narusi se builky, z nichz se barvivo béhem kratké doby
uvolnuje. Tato technologie je vhodnd pfi nekvalitni suroviné, kterd je napadena
plisni. U macerace se daji pouzit dvé metody: kratkodoby a dlouhodoby ohtev [42].

* Vyroba cerveného vina kvaSenim v atmosféfe oxidu uhli¢itého (CO;) — tato
technologie je znama pod nazvem uhli¢itd macerace. Princip metody spociva
v tom, Ze se celé nerozdrcené hrozny vkladaji do vhodnych utésnénych nadob, kde
lezi uritou dobu v atmosféie CO,. Cast hroznii se vzdy pfi manipulaci porusi a to
z Casti na zacatku ndrazu, z ¢asti popraskanim bobuli tlakem hroznli z hornich
vrstev. Hrozny se nesifi a zpracovavaji se i se tfapinou. Vyuziva se principu
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technické vybaveni, ale vina jsou jemné;j$i a v posledni dob¢ zadana [29, 37, 43].

= Vyroba Cervenych vin ,.,KvaSeni pfes Ctyfi* — vyroba spociva v ptidavku starSiho
vina, jehoz alkohol od samého zacitku fermentacni macerace zintenziviluje
vyluhovani €ervenych barviv ze slupek drcenych modrych hrozni do kvasiciho
mostu. Smichani ¢erveného rmutu s timto vinem v poméru tak, aby vyslednd smés
méla 4 obj.% alkoholu [16, 42].
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Obr. ¢. 11: Nakvaseni modrych hroznii [72]

2.2.3.5 Lisovani

Lisovanim hrozni se oddé€luje kapalina (Stdva, most), kterd byla uvolnéna z bunék
piedchozimi technologickymi operacemi od tuhych slozek — zbytki hmoty bobuli, které se
nazyvaji matoliny. Intenzitu lisovani ovliviluje konstrukce lisu, pouzity tlak, mechanické
vlastnosti rmutu aj. Rychlost lisovani zavisi na typu lisu, zplisobu lisovani, oSetieni rmutu
pred lisovanim apod. Pfi lisovani rmutu vytékaji postupné jednotlivé podily mostu. Nejdiive
bez tlaku vytéka samotok, pak se provadi lisovani (1x az 3x), kde nejdiive vytéka hlavni podil
a na zaver pii nejvyssim tlaku tzv. dotazky. Samotok je nejlepsi surovinou pro vyrobu sektd,
ale vino je malo extraktivni pro béznou vyrobu, a proto se dava dohromady s hlavnim
podilem. Dotazky se zpracovavaji zvlast na méné kvalitni vino nebo na paleni, protoze
obsahuji vice latek negativné ovliviiujicich kvalitu budouciho vina. Pouzivame Sroubové,
pneumatické nebo hydraulické lisy rizné konstrukce. U hydraulickych lisi se postupné
zvysuje tlak na lisovanou hmotu az do 1,2 — 2,5 MPa. Vyssi tlak miize jiz zptsobit drceni
semen a tim zhorSeni jakosti vina. V soucasné dobé jsou povazovany za nejlepsi lisy
pneumatické, které maji uvniti kose gumovy vak, ktery se kompresorem nafukuje a ptitlacuje
hrozny nebo rmut k perforovanym sténam lisovaciho koSe. Lisuje se za pomérmn¢é nizkého
tlaku s dobrou vytéznosti. Ziskany barevny most se dale prokvasuje stejnym zptsobem, jako
je tomu pii kvaSeni bilych mosti [16, 29, 37, 43, 45].

2.2.3.6 KvaSeni mostu

Kvaseni je slozity mikrobiologicko-biochemicky proces, na kterém zavisi kvalita
vyrabéného révového vina. Hroznovy cukr, ktery se nachdzi v mostu, ptedstavuje pro mnohé
mikroorganismy, hlavné kvasinky a v men$i mife pro bakterie nutri¢ni latku. V této fazi se
vytvaii alkohol a most vinné révy se tak pomalu méni na vino [25, 35, 42].

Kvaseni zac¢ind bud’ samovolné (spontann€) Cinnosti kvasinek obsazenych jiz v mostu,
anebo se most zakvasuje Cistou kulturou vyslechténych kvasinek. Diive se vyuZzivalo
predevs§im spontanni kvaSeni zplisobené kvasinkami. Dnes se pouziva Cisté neboli fizené
kvaseni. Zakvas se pfipravuje v mnozstvi 1 % veskerého mosStu namnozenim vhodnych
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vinnych kvasinek v malém podilu sterilniho mostu. Kvaseni hroznového mostu je obvykle
zahdjeno tzv. apikuldtnimi kvasinkami, které jsou malo tolerantni viici ethanolu, ty prevladaji
v prvnich etapéach kvaSeni (napt. rod Hanseniaspora), a poté jsou nahrazeny kvasinkami rodu
Saccharomyces, které pokracuji v procesu kvaseni a ukon¢i ho [31, 46].

Pro kvaSeni mostu musime kvasinkdm vytvofit vhodné prostfedi. Kvasinky se do mostu
dostavaji pfi lisovani z bobuli hroznti. Po naplnéni mostu do kvasnych nddob ma velky vliv na
kvaseni nejen dostate¢né mnozstvi cukru, ale i teplota. Mnozeni a aktivita kvasinek je nejlepsi
v rozmezi teploty od 18 do 22 °C. Nejvhodnéjsi teplota sklepa a lisovny v dobé kvaseni by
méla byt 15 — 16 °C, pfi niz mosty dobfe a rovnomérné kvasi. Vyssi teplota nad 20 °C je
nevhodnad, protoze dochazi k rychlému prokvaseni mostu, a tim ke ztratdm buketu i alkoholu
[43].

Kvaseni hroznového mostu rozdélujeme na tii faze:

= Zacatek kvaSeni — nastavd v pribéhu nakvaseni, které bylo popsano v kapitole
2.2.3.4. Tato faze je charakterizovana rozmnozovanim kvasinek. Zpocatku probiha
zvolna, proto obvykle rmut hned nekvasi, zejména byl-li siln€ji zasiteny. Na
zacatku rozkvaseji rmut divoké kvasinky, které brzdi ¢innost kulturnich vinnych
kvasinek. Jakmile rozkvaSeny rmut obsahuje 3 — 5 objemovych % alkoholu,
nastava velky obrat ve slozeni kvasni¢né mikroflory. Tato etapa trva 2 — 3 dny [31,
43].

= Bouilivé kvaseni — trva 2 — 5 dni a prokvasi pii ném podstatna ¢ast cukru. Alkohol
usmrcuje divoké kvasinky a uSlechtilé kvasinky se za¢nou rychle rozmnozovat.
Zvysuje se teplota mostu az nad 25 °C, nastava vétsi uvolnovani oxidu uhlicitého,
ktery strhava i aromatické a t€kavé buketni latky, a most bouflivé kvasi. V této fazi
kvaseni se musi regulovat teplota v rozmezi 15 az 18 °C. Rozkvaseny most v dobg,
kdy jesté obsahuje vice cukru nez alkoholu, se nazyva ,,burcak* [31, 43].

= Dokvaseni — nastavéa po poklesu obsahu cukru na 2 — 5 g-I"'. Faze mize trvat 1 — 2
mésice, n€kdy 1 pll roku. Omezuje se postupné ¢innost kvasinek aZ zcela ustane.
Po ukonceni kvaseni a zastaveni vyvinu oxidu uhli¢it¢tho za¢nou kvasinky
sedimentovat na dno kvasné nadoby a usazuji se i kaly [29].

Kvaseni mtize probihat v pfirodnich nadobach ze dfeva, ale dnes se vétSinou pouzivaji
nerezové tanky a naddoby z rtiznych umélych hmot uréenych k potravinatstvi [42].

2.2.3.7 DokvdSeni vina a odbouravani kyselin

Dokvasené vino se oddéluje od sedimentu kalii a kvasinek stacenim do Cistych zasitfenych
kvasnych tankl. Pfi prvnim sta€eni se vino obvykle provzdusni a nastane dalsi vysrazeni kala,
predevsim tfislobilkovinnych. Vino po hlavnim kvaseni se nazyva mladé vino.

V poslednim obdobi se osvéd¢ilo odbourdvani kyseliny jable¢né z vina pomoci mléénych
bakterii, které preménuji kyselinu jablecnou na méné kyselou kyselinu mléénou a cést
odbouravaji pfemeénou na oxid uhliity. Tento postup vSak musi byt provadén pfesné, jinak
muze ve vin¢ zustat pachut’ po kysaném zeli. Dnes se k t€émto ucelim pouzivaji ¢isté kultury
mlécnych bakterii, které vytvareji jen malé mnozstvi vedlejSich produkti [37].

2.2.3.8 Ogsetitovani a Skoleni vina

24

Osettovani a Skoleni vina dotvaii konecné organoleptické vlastnosti a celkovy charakter
vina. Mlada vina ulozena v lezackych tancich se dolévaji vinem, aby nadoby byly stale plné,
atim se zamezilo pfistupu vzduchu a kontaminaci. Doléva se vinem stejné odridy a tiidy
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jakosti. Pfi stdlé a nizké teplot¢ v lezdckém sklepé dochdzi k vytvafeni buketu
a k harmonickému vyrovnani senzorickych vlastnosti. Skoleni vina se provadi pfed plnénim
vina do lahvi. Sklada se z celého souboru zékroki, které jsou spolecné pro vSechny kategorie
révového vina, urychluji sedimentaci kalicich ¢astecek, odstraiuji nestabilni latky a zlepSuji
kvalitu vina [31].

Citeni vina — dochazi k odstrafiovani kalicich ¢aste¢ek a latek nestabilnich z vina. Pokud
¢ifeni neprobéhne v dostatecné mife samovolné, dochdzi k pouziti sraZecich prostredki.
Technika je zaloZena na vyuziti elektrickych naboju cCifidel a latek obsazenych ve viné. U
cervenych vin se pouzivaji k ¢ifeni nejcastéji bilkovinnd ¢itfidla (napf. Zelatina), ktera maji
opacny elektricky naboj nez tiisloviny obsazené v ¢ervenych vinech [37].

Stabilizace vina — ke stabilizaci vina se pouZivaji adsorpcni prostfedky, na které se
koloidni slozky vina adsorbuji. Vino lze stabilizovat téZ chladem, nebot’ siln¢ podchlazeni
vina pod 0 °C snizuje rozpustnost hydrogenvinanu draselného, ktery vypadava zvina ve
formé¢ krystalkt [31].

Pasterace vina — provadi se kratkodobym ohfevem na 60 — 70 °C v deskovych
pratokovych vyménicich tepla a naslednym rychlym ochlazenim [29].

Filtrace vina — proces, kde prostfednictvim filtrQi odstrafiujeme mikroorganismy a kalici
¢astice. Existuje n¢kolik druhd filtrace:

= Sitova filtrace — otvory ve filtra¢ni hmot¢ jsou mensi nez kalici ¢astice

= Absorp¢ni filtrace — filtracni hmota ma silny elektricky naboj, ktery zachytava
opacné nabité kalici Castice

= Kombinovana filtrace — filtracni hmota kombinuje oba ptedchozi zptisoby

* Cross-flow filtrace — moZna jen na speciadlnim zafizeni, které vyuZiva proudéni
kapaliny k samocisténi specidlnich filtracnich segmentii a nezanasi se.

Velkovyroba vina se bez filtrace neobejde, 1 kdyZ je prokazéno, ze ochuzuje vina o mnoho
cennych latek. Nefiltrovand vina lze konzumovat pouze pfimo u vyrobce a jejich delsi
skladovéni v 1dhvi je problematické [37].

Zrani vina — délka zrani vina je zavisla na odrid¢, ro¢niku a zkuSenostech technologa.
Nemaly vliv na rychlost a kvalitu zrani maji nddoby, v nichz vino zraje. Mohou se pouzivat
sklenéné nebo dfevéné nadoby. V modernich vinafstvich jsou to vétSinou nerezové tanky.
V poslednich desetiletich se hojné pouzivaji dubové sudy, hlavné typu barrique [42].
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Obr. ¢ 12: Zrani vina v dubovych sudech typu barrique [73]

2.2.4 Ekologicka produkce vina

Ekologické zeméd¢€lstvi je moderni formou obhospodafovani pidy bez pouzivani
chemickych vstupli snepfiznivymi dopady na Zivotni prostfedi, zdravi lidi a zdravi
hospodaiskych zvitat. V soucasné dob¢ se do ekologického zeméd€lstvi zapojuji také vinafi,
ktefi nechtéji vinnou révu, hrozny, produkty a zivotni prostiedi zatézovat chemikaliemi,
a netouzi pit vina, v nichz by mohla byt pfitomna jejich rezidua. [47].

Pod pojmem biovino se rozumi vino vyrobené z hroznil vinné révy, které jsou vypéstované
podle Natizeni rady EHS/2092/91 o ekologickém zemédélstvi a Zakona 242/2000 Sb.
o ekologickém zeméd¢lstvi. Nicméné oficidlni pouZzivani terminu biovino neni v ramci
Evropské unie legislativné dovoleno. Hlavnim spornym bodem je sifeni, u kterého by mélo
byt snizeno povolené mnozstvi siry. V tuto chvili je pouze mozné na etiketu uvést spojeni
,Vvino vyrobené z ekologicky péstovanych hrozni*“. Hrozny musi pochazet z vinic, v nichz se
nejméné tii roky nepouzivaly zadné umélé pesticidy, fungicidy, herbicidy ani um¢la hnojiva.
Jejich ulohu nahrazuje kompost, hntij a pfirozeni neptatelé hmyzu a Skiadct. Struktura pudy se
vylepSuje péstovanim krycich plodin a nékdy i plevele, které zaroven lakaji potiebny hmyz
a v nékterych piipadech ptedstavuji i jakousi konkurenci pro pfiili§ ¢inorodé révové kete [47,
48].

Ve srovnani s integrovanou produkci, kde je pfipustné pouziti ekotoxikologicky
akceptovatelnych syntetickych pesticidii a diky tomu je v naprosté vétSiné piipadii mozné
reagovat na prekroceni prahu hospodaiské Skodlivosti chorob ¢i Skidct aplikaci nékterého
pesticidu, je ochrana v ekologické produkci postavena piedevSim na prevenci. Jde jak
o posilovani vlastni obranyschopnosti péstovanych ket révy, piedevSim proti napadeni
hlavnimi houbovymi chorobami a diverzifikaci ekosystému vinice, tak o stabilizaci cel¢ho
agroekosystému vinice [49].
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Povolena hnojiva:

* hnojiva zivoc¢isného pivodu a vedlejsi produkty, jako rybi moucky, krev ¢i kostni
moucky

» chlévsky hnij, kompost, kompostované ¢i fermentované kuchyiiské odpady ¢i
smési rostlinného piivodu

* minerdlni latky pfirodniho pivodu, jako napt. sadrovce, vapence, jily, prirodni
fosfaty, potas, draselné soli, draselné sulfaty obsahujici hotfe¢naté soli

» biologické preparaty, organismy a jejich vedlejsi produkty

= vedlej$i produkty rostlinného plvodu, jako napt. dievni Stépka, kompostovana
ktira, dievni popel a slama

* moiské fasy a preparaty z nich

* stopové prvky (povoleny jsou pouze v ptirodnich vazbach) [49].

2.3 Polymerazova iretézova reakce (PCR)

Metoda PCR byla vynalezena vroce 1985 védcem Kary B. Mullisem, ktery za objev
obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii [50].

Polymerazova fetézovd reakce probihd zcela v podminkéch in vitro, tedy bez pouziti
bunék. Pomoci této techniky muize byt rychle a vysoce selektivné namnozena konkrétni
nukleotidova sekvence obsaZend v jakékoliv DNA. PCR je velice citlivda metoda, ktera
umoznuje detekci jediné kopie DNA ve vzorku tim, Ze tuto sekvenci namnozi do té¢ miry, ze ji
muzeme po separaci gelovou elektroforézou a obarveni snadno detekovat [51].

Vysoka citlivost a specifita PCR zplsobuje, ze kontaminace i jedinou molekulou exogenni
nebo nezndmé DNA postacuje pro ziskani faleSného signalu. Pro minimalizaci falesnych
pozitivnich vysledkti byly doporu¢eny urcité standardni postupy zahrnujici pouzivani UV —
svétla k odstranéni exogennich nukleovych kyselin na pracovni ploSe, pouzivani
jednorazovych rukavic, ptiddvani DNA do reakce jako posledni slozky a peclivou volbu
pozitivnich, negativnich a vnitinich kontrol [52].

Polymerazova fetézova reakce je v dnesni dobé Siroce pouzivana, jeji vyuziti je shrnuto
v tab. ¢.1.

Tab. ¢ 1: Vyuziti PCR a jejich modifikaci ve vyzkumu a praxi [53]

ZAkladni vjzkum Aplikovany Klinické discipliny Ostatni
geneticky vyzkum
® izolace genli nebo | ® prenatalni = detekce = archeologie
jejich casti diagnostika patogennich * soudnictvi
= sekvencovani DNA dédi¢nych chorob bakterii, vird, = kriminalistika
" mutageneze = detekce mutaci prvokl a hub
in vitro, modifikace | v genech = typizace
koncti DNA * studium patogennich
* analyza klonli polymorfizmu mikroorganizmi
z genovych gend = identifikace
knihoven = populacni genetika onkogentli
= pfiprava znacenych = typizace nadort
sond » stanoveni pohlavi
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2.3.1 Princip a priibéh reakce

Princip PCR je zaloZen na replikaci nukleovych kyselin, ktera je zdkladnim molekularnim
procesem vSech zivych organismt. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza
novych fetézci vybranych useki dvoufetézcové DNA ve sméru 5° — 37 prostiednictvim
DNA-polymerazy [53].

Nejednd se o sérii manipulaci vyZadujicich Zivé bunky, PCR se provadi v jediné
mikrozkumavce jednoduse tak, ze se DNA smiché se souborem reagencii a mikrozkumavka
se vloZi do termalniho cykléru (termocyklér). Zakladni kroky PCR jsou nasledujici:

1. denaturace
2. pripojeni primeri
3. syntéza nového vlikna DNA

Denaturace: Smés je zahiivana na teplotu 94 °C. Pii této teploté se porusi vodikoveé
mustky, které k sobé poji dvé vldkna dvoufetézcové molekuly DNA, coz zpusobi, ze
molekula denaturuje. Teplota vhodné pro tuto reakci zavisi na délce primeru a na zastoupeni
A —T a G — C part (tfi vodikové mistky fixujici G — C zvySuji stabilitu a tim denaturacni
teplotu).

Pripojeni primerti: Reakéni smés je ochlazena na 30 — 65 °C. Ob¢ vladkna kazdé molekuly
se mohou opét spojit, avSak vétSina z nich tak neucini, protoZze smés obsahuje nadmérné
mnozstvi kratkych molekul DNA zvanych oligonukleotidy nebo také primery, které se velmi
rychle pfipojuji na specifickd mista molekuly DNA.

Syntéza nového vlakna DNA: Teplota se pohybuje kolem 65 — 75 °C. Je optimalni pro
aktivitu enzymu, nazyvaného Tag-polymerdza, ktery je ve smési pritomen. V tomto kroku se
polymeraza pripojuje k jednomu konci kazdého primeru a syntetizuje nova vldkna DNA,
komplementarni k templatovym molekulam DNA.

Obvykle se pro amplifikaci pouziva 20 — 30 cykll, pficemz se v kazdém cyklu mnozstvi
nove vytvoifenych molekul DNA oproti pfedchdzejicimu cyklu zdvojndsobi. Tim padem
z jedné dvouretézcové molekuly, se kterou byla reakce zahajena, vznikne vice nez 50 miliont
novych dvoufetézcovych molekul, znichz kazdd je kopii useku pivodni molekuly
vymezeného misty, na kterd se ptipojily oba primery. Jelikoz jeden cyklus trva pfiblizné pét
minut a protoze byla celd technika zautomatizovéna, je nyni mozno naklonovat fragment
DNA béhem né€kolika hodin. Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — tseky DNA
definované délky o velikosti obvykle desitky az tisice bp [51, 52, 53, 54, 55].
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Obr. ¢. 13: Pritbeh polymerazové retézove reakce [74]
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2.3.2 Komponenty potiebné pro PCR smés

Pro namnoZeni specifického useku DNA jsou pottebné nasledujici komponenty:
oligonukleotidové primery, DNA polymeraza, smés nukleotidéi (ANTP), pufr s Mg*" ionty,
templatova DNA [54].

2.3.2.1 Primery

Primery jsou oligonukleotidy, které maji sekvenci komplementarni k cilové jednotetézcové
DNA. Volba a navrh primert je kritickym krokem pro tspéSnou amplifikaci specifické DNA
sekvence [56].

Pro navrh vhodnych primert plati n¢kolik zisad, nejsou vSak universalni, ale pouze
orientacni:

= zpravidla obsahuji 18 — 24 nukleotida
* neobsahuji sekundarni strukturu
= obsah 40 - 60 % G/C



* maji vyvazeny pomér G/C a A/T parQ

* nejsou vzajemné komplementarni

* maji pfijatelnou teplotu tani

= jejich optimalni koncentrace je zpravidla 0,1 — 0,6 uM, vyssi koncentrace mohou
vést ke vzniku nespecifickych produktii

* na 5- konec je mozné piidat nekomplementarni baze, napf. pro zavedeni
restrikéniho mista [55, 57].

Délka primert ovlivituje rychlost hybridizace k templatu DNA. Dlouhé primery hybrizuji
pomaleji, ztohoto diivodu se v praxi primery del§i nez 30 nukleotidli témétf nepouZzivaji.
Naopak pokud budou pfiili§ kratké, mohou hybridizovat sjinymi nez cilovymi misty
a amplifikace povede k nezddoucim produktim.

Podminky pro hybridizaci primert zavisi na zastoupeni bazi, délce oligonukleotidl
a hodnoté T, (teplota tani) produktu. Teplota pro ptipojeni (hybridizaci) primert (T,) se
stanovi podle vztahu:

Ta — O’3XTmPrimer + 0’7XTmPr0dukt . 25,

avsak obecné uzivanym pravidlem pro stanoveni T, je snizeni teploty T, o 5 °C. Teplota

Ta se obvykle pohybuje v rozmezi 55 az 68 °C po dobu 30 — 60 s [53].

2.3.2.2 DNA polymerdzy

Polymerazova tetézova reakce vyuziva termostabilni DNA-polymerazu pro opakovanou
syntézu obou vlaken. Zpocatku plnila funkci replikazy pifi polymerdzova tetézové reakci
DNA-polymeraza 1 z Escherichia coli. Protoze byl tento enzym béhem denaturac¢niho kroku
inaktivovan teplotou, musel se ve tfetim kroku kazdého cyklu opétovné ptidavat Cerstvy
enzym. Hlavni vylepSeni v PCR — amplifikaci DNA pfislo s objevem termostabilni DNA-
polymerdzy v termofilni bakterii Thermus aquaticus, kterd Zije a rozmnozuje se pii 70 —
80 °C. Tato polymeraza, nazyvana Tag-polymeraza, zistadva béhem teplotné¢ denaturacniho
kroku aktivni, z tohoto diivodu se nemusi pfidavat po kazdém denaturaénim cyklu. Misto toho
se muze dodat nadbytek 7ag — polymerazy a oligonukleotidovych primerti hned pti ptipraveé
smési pro PCR a amplifikacni cykly a kroky jsou fizeny pouze postupnym stfidanim teploty.
Jednou z nevyhod PCR je, Ze se v nizké, ale vyznamné Cetnosti, zanaseji do amplifikovanych
kopiii DNA chyby. Taq — polymerdza méa pouze 5'— 3'polymerdzovou aktivitu a postrada
3" — 5" korekéni aktivitu a nasledkem toho produkuje pii replikaci chyby s vyssi Cetnosti nez
je obvyklé. KdyZ je za€lenén nespravny nukleotid béhem jednoho z prvnich cyklt PCR, bude
amplifikovan zrovna tak jako jakykoliv jiny nukleotid v sekvenci DNA. Pokud je pozadovana
vysokd presnost provadi se PCR s pouzitim teplotné stabilnich polymeraz, které vykazuji
3" — 5" korekéni aktivitu, napt. Pfu (z Pyrococcus furiosus) nebo Tli (z Thermococcus
litoralis). Frekvence chyb je u téchto polymeraz 2 — 6krat niz8i nez u Taq — polymerazy, ale
jejich rutinni pouziti je obtizné, protoze jejich 3’-exonukledzova aktivita Casto zpisobuje
degradaci jednotetézcovych primerd. Druhou nevyhodou 7ag — polymerazy je to, ze Useky
DNA delsi nez nékolik tisic nukleotidovych pard amplifikuje neucinné. Jestlize je tieba
amplifikovat dlouhé useky, mize se misto 7ag — polymerazy pouzit 7fl — polymerdza
z Thermus flavus, ktera amplifikuje fragmenty do velikosti okolo 35 kB. Fragmenty nad
35 kB nelze metodou PCR uc¢inné amplifikovat [50, 51, 53, 54].
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2.3.2.3 Smés nukleotidit (dNTPs)

Deoxyribonukleotidy slouZi jako stavebni monomery pro polymerdzovou reakci. Smés
pripravend pro PCR reakci obsahuje ekvimolarni mnozstvi dATP, dTTP, dCTP a dGTP
v koncentraci 200 — 400 uM, pfi vyssich koncentracich za¢ind dochéazet k inhibici. Pfitomnost
a koncentrace dNTPs ma vliv na funkci Mg iontd. Pokud dojde ke snizeni mnozstvi dNTPs,
musi se snizit také koncentrace hote¢natych iontll, jinak by doslo k jejich redukci a ke sniZzeni
polymerazové aktivity [57, 58].
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Obr. ¢. 14: Deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) [75]

2.3.2.4 Pufrs Mg"" ionty

Pufr zajistuje optimalni prib&h reakce. Ionty Mg>" jsou kofaktorem Tag-polymerazy
a vytvaii s jednotlivymi dNTP rozpustny komplex, ktery je rozpoznavany polymerazou. lonty
Mg*" reaguji také s primery, templatovou DNA, EDTA a dalsimi chelataénimi ginidly.
Nadbytek Mg”" v reakéni smési zvySuje vyt&znost PCR, na druhé strané ale dochazi mnohem
castéji k tvorbé nespecifickych produktid. Optimélni koncentraci iontl je tfeba pro kazdou
aplikaci stanovit empiricky [53, 58].

2.3.2.5 Templdatova DNA

Templatovda DNA obsahujici cilovou sekvenci mize byt pfidana do PCR smési ve formé
jedno- nebo dvouietézcové. Pouziva se purifikovand DNA nebo ziskand z hrubych lyzati
bun¢k. Typicka velikost amplifikovanych fragmentii se pohybuje kolem 100 — 1000 pari bazi.
Spravny prubeh a vytézek PCR ovliviigje: kvalita a Cistota templatové DNA [58, 59].
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2.3.3 Termocyklér

Termocyklér je programovatelny termostat, ktery musi pfesné, reprodukovatelné udrzovat
tii inkubacni teploty a byt schopen piechodu mezi jednotlivymi teplotami. V soucasné dobé
existuje celd fada vyrobct téchto pfistrojii s riiznymi typy temperace a chlazeni [55, 57].

2.3.4 Prehled PCR metod

Rozvoj metod molekularni biologie znamenal moznost snazsi identifikace mikroorganismu
na rodové ¢i druhové trovni. Molekularni techniky zalozené na PCR jsou rychlé, snadné
pouzivané pii identifikaci kvasinek jsou zaloZeny na variabilité ribozomalnich gent 5,8S, 18S
a 26S. Mezi molekularni techniky zalozené na PCR, umoziujici druhovou identifikaci
kvasinek, jsou fazeny RFLP, RAPD, AFLP a DNA fingerprinting [60].

= Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) — polymorfizmus délky
amplifikovanych fragmentl (AFLP) ptredstavuje metodu pro charakterizaci celkové
genomové DNA, ktera poskytuje vysoké rozliSeni a dobrou reprodukovatelnost. Oznacuje se
rovnéz jako amplifikace vzacnych restrikénich mist (IRS-PCR) nebo selektivni amplifikace
restrikénich fragmenti DNA podminéna primerem (SRFA). Metoda je zaloZzena na
amplifikaci fragmentu DNA pomoci PCR, ktery byl ziskan Stépenim genomové DNA
restrikénimi endonukledzami. Pocet vyslednych amplikonti zavisi na organismu a pouzitych
primerech pifi PCR. Detekce AFLP fragmentl je uskute¢néna pomoci radioaktivniho nebo
fluorescenéniho znaceni jednoho ze dvou primert [7, 53, 61].

* Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) - nihodna amplifikace
polymorfni DNA. Technika je rychla, snadnd, dokaze produkovat dostatek polymorfnich
fragmentl. RAPD analyza je jedna ztechnik, které byly uspé€Sne¢ pouzity k odhaleni
genetickych variaci. Metoda pouziva obvykle jeden nebo vice kratkych primerti o délce 8 — 12
nukleotidli. Dochazi k naseddni primeru s vysokou pravdépodobnosti na vice mistech na obou
fetézcich chromozomové nebo plazmidové DNA. Vysledkem je amplifikace mnoha
fragmentii s riznou délkou (max. 2 000 bp) a rozdilnym moldrnim mnoZstvim. UmoZiluje
rozliSovat tiidy a podtfidy kvasinek a zarovenl i malé rozdily mezi jednotlivymi kmeny
stejn¢ho druhu [7, 53, 62].

= DNA fingerprinting — metoda restrikéni digesce a vizualizace specifickych tsekl
DNA, oznacovanych jako minisatelity. Minisatelity jsou kratké, opakované sekvence o délce
10 — 60 bp. Jsou vyuzivany jednoduché opakujici se primery, napt. (GAC)s, (GTG)s. Primer
(GTG)s poskytuje vétsi rozliSeni nez primer (GAC)s, ¢ehoz je vyuzivano pii druhové
identifikaci. Metoda PCR — fingerprinting umoziuje rozliSeni kvasinek na trovni druht
1 poddruhti, mtize byt tudiz vyuzita k odliSeni kvasinek naleZicich do skupiny Saccharomyces
sensu stricto [7, 63].

24 PCR-RFLP

PCR-RFLP je modifikace standardni PCR, kdy dochéazi k charakterizaci DNA pomoci
jejiho Stépeni restrikénimi endonukledzami na fragmenty. Jde o tzv. analyzu polymorfizmu
délky restrikénich fragmenti (restriction fragment length polymorphism analysis), kterd ma
vyznam pii konstrukci genomovych map a také pfi studiu genetickych chorob [52, 53, 64].
Polymorfizmus vznikd na zdklad¢ pfitomnosti ¢i nepfitomnosti rozpoznavacich a Stépnych
mist. Jejich podstatou jsou bud’ mutace, které vedou k vytvotreni nebo ztrat¢ rozpoznavacich
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mist pro restrikéni endonukledzy, nebo vznikaji jako disledek ptitomnosti riizného poctu
repetitivnich sekvenci, deleci, inzerci nebo ptestaveb ve specifickych oblastech chromozomu.

Reakéni smés pro Stépeni PCR produktu se skladd z pufru pro restrikéni endonukledzu,
restrikéni endonukleazy a prislusného mnozstvi destilované vody. Teplota inkubace (digesce)
je stanovena dodavatelem konkrétni restrikéni endonukledzy, vétSinou 37 °C. Pii digesci
dochazi k enzymatickému stépeni specifickych mist sekvence DNA, které rozpoznava dany
enzym. PCR-RFLP je metoda, kdy na zdklad€ restrikénich fragmentt, ziskanych St€penim
DNA, dochazi k identifikaci odlisnosti v DNA mezi jednotlivei v populaci. Pocet a délka
vzniklych fragmentil jsou pro kazdého jedince specifické. Podobnosti a odlisnosti mohou byt
vyuzity krozliSeni druhti a kment. Identifikace a analyza produkti Stépeni se provadi
elektroforetickym délenim [53].

PCR-RFLP je schopna rozlisit druhy i kmeny kvasinek s vysokou presnosti. Vyuziva se
analyzy ribozomalnich Usekl. Uspotfadani ribozomalni DNA (rDNA) je zobrazeno na obr.
¢.15. Nachazi se zde oblast 5,8S rRNA a variabilni zoéna, kde mtiizeme vyhledat ITS oblast.
K amplifikaci dochazi v Gseku mezi 18S rRNA a 26S rRNA. VyuZivd se specifickych
primert ITS1 a ITS4. Restrikéni analyze je podrobena oblast 5,8S-ITS rDNA [65].

NS1 ITS1 NL1
— — —
ETS ITS1 ITS2 I
e 185 5-8 D1 D2 265
-— -— — —
NS§ ITS2 ITS4 NL4

Obr. ¢. 15: Schéma rDNA [76]

2.4.1 Restrikéni endonukleazy

Restrikéni endonukledzy umoziuji molekuldrnim biologim $tépit molekuly DNA piesnym
a reprodukovatelnym zplisobem. Objev téchto enzymi, za né&jz W. Arber, H. Smith
a D. Nathans vroce 1978 dostali Nobelovu cenu, byl jednim z kli¢ovych zlomi v rozvoji
genetického inzenyrstvi. Restrikéni endonukledzy pouzivané v molekularni genetice pochazeji
prevazné z bakterii, a protoze jsou jimi rozpoznavana mista na DNA kratka (obvykle 4 — 8
nukleotidovych part), je vysoka pravdépodobnost, Ze se tato mista nahodné vyskytnou
v kazdé delSi molekule DNA. Proto mohou byt tyto enzymy vyuzity pro analyzu DNA
z jakéhokoliv zdroje. V soucasné dobé& je charakterizovano nékolik typa restrikénich
endonukledz, znichz nejvyznamnéj$i jsou II. typu. Je zndmo vice nez 3 500 téchto
endonukledz. Ptiklady jednotlivych restrikénich endonukledz jsou uvedeny v tab. €. 2 [52,
53].

Nukleazy jsou enzymy, které Stépi, zkracuji a degraduji molekuly nukleovych kyselin.
Restrikéni endonukledzy vSak maji jednu zajimavou vlastnost, kterd je odliSuje od ostatnich
nukledz — §tépi DNA pouze v mistech se specifickou kratkou nukleotidovou sekvenci.
K rozstépeni molekuly DNA dochazi hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou fetézci
v restrikénim misté neboli misté Sté€peni, které se nachdzi uvnitt rozpoznavaciho mista nebo
tésné vedle néj. Produktem Stépeni jsou useky DNA o definované délce oznacované jako
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restrikéni fragmenty, které se detekuji pomoci gelové elektroforézy. V zavislosti na zptsobu,
jakym je misto $tépeni rozstépeno, vznikaji restrikéni fragmenty, které mohou byt zakonéeny:

= tupymi (zarovnanymi) konci

= 5’- jednofetézcovymi presahujicimi konci

= 3’-jednofetézcovymi presahujicimi konci

Nézvoslovi restrikénich endonukledz se fidi urcitymi pravidly. Obecné je tvofeno tfemi
pismeny, které oznacuji mikroorganismus, z kterého byl enzym izolovan. V nékterych
ptipadech je rozsifeno o pismeno, které oznacuje kmen. V ndzvoslovi se vyskytuji také
fimské Cislice, kterymi se poté odliSuje vice enzyml produkovanych jednim
mikroorganismem. Nazvoslovi je ndzorn¢ vysvétleno na nasledujicim ptikladu: [53, 66].
BamHI: Bacillus amyloliquefaciens, kmen H, enzym [

Obr. ¢. 16: Schématické znazornéni Stepeni molekuly DNA za pouZiti restrikcni
endonukleazy Alul [51]

Tab. ¢ 2: Priklady jednotlivych restrikcnich endonukledz [67]

T . e
Haelll Haemophilus aegypticus ; gng((}j(C} i
Hinfl Haemophilus influenzae g g%i}"g :;
Tag“1 Thermus aquaticus ; }‘}}CCC;? 2
Alul Arthrobacter luteus ; ?g#gi 2
Msel Micrococcus species 35) zlAl;l}ér z

2.5 Elektroforéza v agaréozovém gelu

Elektroforéza patii v molekularni biologii k nejpouzivanéj$im separa¢nim technikdm, je
vyuzivana k identifikaci, separaci a purifikaci fragmenti DNA. Technika je jednoducha,
rychld a schopnd rozliSit fragmenty DNA, které nemohou byt jinak separovéany. Principem
elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem
naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové
kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opacné nabité elektrodé — anodé.
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Elektroforéza probihd na vhodném nosici, kterym obvykle byva gel. Elektroforetické gely
pouzivané pro separaci nukleovych kyselin jsou nejcastéji tvofeny polyakrylamidem nebo
agardzou. Gely vytvaii sloZitou sitovou strukturu polymernich molekul s pory, jejichz
velikost 1ze ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci polymeru. V nasem ptipad¢ vyuzivame
pro separaci nukleovych kyselin agarézovy gel. Agardza je polysacharid tvofeny p-D-
galaktopyran6zou a 3,6-anhydro-o-L-galaktopyranézou, které jsou spojeny glykosidovymi
vazbami (obr.¢.16). [53, 54, 57, 58].

CH,OH
o o

HO

Obr. & 17: Struktura agarozy [53]

Agardzovy gel se pfipravuje rozvaienim praskové agardzy v elektroforetickém pufru a ke
ztuhnuti dochdzi za pokojové teploty. Agardzové gely jsou vhodné pro separaci molekul
nukleovych kyselin o velikosti (100 bp — 50 kb), polyakrylamidové gely se pouzivaji pro
separaci menSich molekul (10 — 1000 bp). Podle polohy gelu v elektroforetické aparatuie
rozliSujeme horizontalni a vertikalni gelovou elektroforézu, které¢ maji deskové uspotradani
a dale kapildrni elektroforézu, u niz je gel uvnitt kapilary [53].

Volbou velikosti a koncentrace gelu lze zajistit vhodné podminky pro déleni fragmentt
v riznych rozmezich molekulovych hmotnosti, viz. tab.¢. 3.

Tab. ¢. 3: Rozmezi velikosti fragmentit DNA separovanych v agarozovém gelu o riizné
koncentraci [67]

Velikost fragmenti Koncentrace agarozy
DNA
1-20kb 0,4—0,8 %
50 — 1000 bp 2%
100 — 500 bp 3%
10 — 100 bp 5%

Po dokonceni elektroforézy je tfeba identifikovat polohy separovanych molekul DNA,
které nejsou pouhym okem viditelné. Gel je obarven ethidium bromidem (Casto se nachazi v
gelu jiz béhem elektroforézy). Ethidium bromid je interkalacni Cinidlo, které se vdze mezi
vlakna DNA a nasledné Cervené fluoreskuje po ozafeni UV svétlem. Vysledkem jsou poté
patrné prouzky, tzv. bendy, jejichZ intenzita je imérna koncentraci DNA. Namisto ethidium
bromidu mize byt pro barveni nukleovych kyselin pouzita také skupina fluorescencnich
kyanidovych barviv s komerénim oznacenim SYBR. Pro posouzeni velikosti jednotlivych
fragmentl se pouzivaji markery molekulovych hmotnosti, coz jsou komeréné dostupné smési
fragmentl DNA definovanych velikosti [54, 58].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pFistroje a pomiicky, suroviny a pouZzité mikroorganismy

3.1.1 Chemikalie

3.1.2

38

Sladina (pivovar Brno)

Agar (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)

Agaroza pro elektroforézu DNA (SERVA, Némecko)

Komer¢ni sada Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon
spol.s.r.o.,CR)

Ethidium bromid (SERVA, Némecko)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), (Sigma-Aldrich, Némecko)
Tris (hydroxymethyl) aminomethan (SERVA, Némecko)

H3;BOj; (Mach-chemikalie s.r.o., Ostrava)

NaOH (Lach-Ner s.r.o0., Neratovice)

CH;COONa (Lach-Ner s.r.o., Neratovice)

HCI (Lach-Ner s.r.o0., Neratovice)

Na,COj; (Lachema, Brno)

Taq DNA polymeraza (KAPA BIOSYSTEMS, USA)

10x Tagq pufr pro PCR mix (KAPA BIOSYSTEMS, USA)

Primery ITS1, ITS4 (Invitek, Némecko)

dNTP mix (Invitek, Némecko)

Nanaseci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

Délkovy standard 20 bp a 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.0.,CR)
Restrikéni endonukleazy — Haelll, Hinfl, Taq’l, Alul, Msel (Fermentas, Litva)
Streptomycin sulphate (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)
Kyselina propionova

Ethanol (Lach-Ner s.r.o0., Neratovice)

Parafinovy olej (Penta, Praha)

Sterilni a deionizovana voda

Pristroje a pomiicky

Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.o., CR)

Centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Némecko)

Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.0., CR)

Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.0., CR)

Mikropipety Biohit (Biotech s.r.0., CR)

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

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

Sterilni box pro mikrobiologickou praci - AURA MINI (Bioair instruments, Italie)
MikrovInna trouba ETA 1195 (CR)

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

Elektroforeticka vany - Owl separation systeme, model - B2, (Biotech s.r.0., CR)
Predvazky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

Zdroj napéti — SAVANT PS 250 (Biotech s.r.0., CR)

Zdroj napéti — Major Science MP 500P (Biotech s.r.0., CR)



* Translumindtor (Ultra Lum. INC, USA)

= Software Scion Image (Biotech s.r.o., CR)

* NanoPhotometer™ UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)
» Chladnicka a mraznicka k uchovani vzorkti DNA
= Parafilm (American Nacional Can™, USA)

= Exsikator

»  Mikrozkumavky Eppendorf

= Laboratorni sklo

» Mikroskop

» Software BioNumerics (Applied Maths, USA)

= Plastové Petriho misky

= Bakteriologické klicky

* Bunicita vata

» Stojan na zkumavky

»  Zkumavky

= Kahan

3.1.3 Suroviny a pouZité mikroorganismy

Dodavatelem surovin bylo soukromé vinafstvi Holdnek, které se nachdzi v obci Ivail
v mikulovské vinafské podoblasti. Surovinou, ze které doslo k izolaci Cistych kultur kvasinek,
byl vinny most z odridy Rulandské modré. Odbér vzorki byl proveden z ekologické vinice.

3.2 Odbéry vzorki

Vzorky vinného mostu byly odebirany v pravidelnych intervalech po dobu 3 tydnt. Pfesna
data odbért jsou uvedena v tab. ¢. 4. Odbéry byly provadény pfimo ve vinném sklepé, aby
doslo k dodrzeni klimatickych podminek a nebyl naruSen rist kvasinek. Vzorky byly
odebirdny do pfedem vysterilizovanych sklenic s vickem, pievdzeny v chladicim boxu
a tentyz den zpracovany.

Tab. ¢. 4: Presna data jednotlivych odbéru vzorku vinného mostu
Cislo odbéru | Datum odbéru
1. 11.10.2010
13.10.2010
15.10.2010
18.10.2010
20.10.2010
22.10.2010
25.10.2010
29.10.2010

e RIS Rl Eal el

3.3 Priprava kultiva¢nich médii

3.3.1 Priprava sladinového kultiva¢niho média

Sladinovy extrakt byl pouzit jako kultivaéni médium pro rist a rozmnozovani kvasinek.
Ptiprava byla nésledujici. Do odmérného valce (500 ml) bylo nalito 200 ml sladinového
extraktu a poté byl roztok zfedén vodou na cukernatost 7 °CNM. Pomoci uhli¢itanu sodného
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bylo upraveno pH na 6,8. Pfipraveny roztok byl nalit do Erlenmayerovych ban¢k, do kterych
byl pfidan agar, takto vznikld smés byla promichdna varem a 20 minut sterilizovana. Po
vychladnuti na 60 °C bylo piidano antibiotikum (250 pg-™") proti nezadoucimu ristu bakterii
a kyselina propionové (0,25 ml1"") proti ristu plisni. Médium bylo nasledng nalito do Petriho
misek. Na celou plochu agaru v Petriho misce byly naockovany kvasinky, které byly timto
zpisobem kultivovany v termostatu po dobu tfi dnii pii teploté 26 °C.

3.3.2 Piiprava Sikmych agari
Rozvafena sladina byla nalita do 4 objemu zkumavky, ty byly poté zazatkovany

a vysterilizovany v tlakovém hrnci po dobu 20 minut. Po vytdhnuti z hrnce byly zkumavky se
sladinou ponechény ke ztuhnuti v Sikmé poloze pti laboratorni teplot¢.

3.4 Priprava chemikalii

3.4.1 Piiprava 10xTBE pufru

Nejprve byl ptipraven 0,5 M roztok EDTA. Bylo navazeno 9,36 g EDTA a ptevedeno do
50 ml odmérné bainky. Roztok EDTA byl ptfidavkem 0,5% roztoku NaOH upraven na
hodnotu pH 8. Z ptipraveného roztoku bylo odebrano 40 ml a pfeneseno do 1000 ml odmérné
baiiky. Dale bylo ptidano 108 g Tris a 55 g H3BO3. Vse bylo rozpusténo v destilované vodé
a odmérna batika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Timto postupem byl ziskan
zasobni roztok 10xTBE pufru.

3.4.2 Piiprava 1xTBE pufru

Ze zésobniho roztoku bylo odebrano 100 ml a pieneseno do 1000 ml odmérné baiiky.
Roztok byl doplnén destilovanou vodou po rysku. Roztok 1XTBE pufr byl pouzit k ptipravé
geld.

3.4.3 Priprava 1xTBE pufru s ethidium bromidem

Bylo ptfidano 100 pl ethidium bromidu k pfipravenému roztoku 1xTBE pufru v 1000 ml
odmérné bance. Tento roztok byl pouzity jako vodivostni pufr pii elektroforetické detekci
DNA fragmentt.

3.4.4 Priprava ethidium bromid (EtBr)

10 mg ethidium bromidu bylo navaZzeno do mikrozkumavky a rozpuSténo v 1 ml
destilované vody. Timto postupem vznikl roztok o koncentraci 10 mg-1". Ethidium bromid
byl pouzity pro vizualizaci fragmenti DNA na gelu. Pii praci s ethidium bromidem bylo
nutné dodrzovat bezpecnostni piedpisy.

3.4.5 Priprava 3 M octanového pufru

Bylo navézeno 2,46 g CH3;COONa a rozpusténo v destilované vodé¢. pH bylo upraveno na
hodnotu 5,5 pomoci koncentrované HCI. Roztok byl kvantitativné preveden do 10 ml
odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Roztok byl uchovavan pfi teploté
4 °C.
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3.4.6 Priprava 2% agarézového gelu

Na piipravu 2% agarézového gelu byly do Erlenmayerovy baikky navaZeny 3 g agarozy
a zality 150 ml 1XTBE pufru. Nasledn¢ byla smés dokonale rozvafena v mikrovinné troubé,
dokud se agardza Uplné€ nerozpustila, poté se nechala smés vychladnout. Dle velikosti pouzité
elektroforetické vany bylo v odmérném valci odméfeno piesné mnozstvi agardzy a bylo
pfiddno fluorescencni barvivo ethidium bromid, dle objemu agardzy. Vse bylo dikladné
promichano a nalito do pfedem vyvazené elektroforetické vany. Do nalit¢ho gelu byly
vlozeny hiebeny pro vytvofeni jamek na nanaseni jednotlivych vzorkl. Gel byl ponechan 30
minut pfi laboratorni teploté a poté jest¢ v chladni¢ce do tiplného ztuhnuti.

3.4.7 Priprava délkovych standardu

3.4.7.1 100bp

Délkovy standard 100 bp byl pfipraven smichanim 10,9 pl sterilni vody, 2,5 pl nanaseciho
pufru a 1,6 pl roztoku 100 bp. Z ptipraveného roztoku bylo na gel nanéseno 6 pl.

3.4.7.2 20bp

Délkovy standard 20 bp byl pfipraven smichdnim 4,25 ul sterilni vody, 1 pl nanaseciho
pufru a 0,75 pl roztoku 20 bp. Pfipraveny délkovy standard byl nandSen na gel v mnozstvi
6 ul.

3.4.8 Priprava 80% ethanolu

80% roztok ethanolu byl pfipraven smichanim 1,6 ml 96% ethanolu s 0,32 ml destilované
vody. Roztok byl skladovan v mrazni¢ce pii teploté — 20 °C. Roztok 80% ethanolu byl
pouzivan k ptecisténi PCR produktu, spole¢né s 96% roztokem ethanolu. Komeréné¢ dostupny
96% roztok ethanolu byl pouze vychlazen na teplotu — 20 °C.

3.4.9 Priprava PCR smési

PCR smés, tzv. mastermix byl pfipraven smichdnim jednotlivych komponent v pfesné
stanoveném potadi, pro kazdy vzorek DNA v mnozstvi 150 pl.

1. Sterilni voda 125,4 pl
2. Pufr 15 pl
3. dNTP mix 3ul
4. Primer ITS1 1,5 pl
5. Primer ITS4 1,5 pl
6. Templatova DNA 3ul
7. Taq DNA polymeraza 0,6 pl

Podle stanoveného potadi byly nejdiive smichany komponenty 1. az 5. Jejich mnoZstvi
bylo vynéasobeno poétem vzorkl. Smés byla promichdna na vortexu a rozpipetovana do
jednotlivych mikrozkumavek. Do takto pfipravené smési byly napipetovany 3 pl templatové
DNA a 0,6 ul Tag DNA polymerazy.

Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zpusobem, ale templdtovd DNA byla
nahrazena 3 pl sterilni vody.
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3.5 Pracovni postupy

3.5.1 Izolace kvasinek z vinného moStu

Ve sterilnim boxu byly vzorky vinného mostu promichany a poté prefiltrovany pies
bakteriologické filtry. Ty byly nasledné¢ pomoci pinzety pfeneseny na misky se sladinou.
Takto ptipravené Petriho misky byly kultivovany v termostatu pti 26 °C po dobu 5 — 7 dnd.
Ziskané¢ kultury byly nékolikrat pfecistény Kochovou zfed’ovaci metodou.

3.5.2 Kochova zied’ovaci metoda

Kochova zfed’ovaci metoda byla modifikovana a pouzita k ziskani Cistych kultur kvasinek
z kultur smésnych, které narostly béhem kultivace v termostatu. Ve sterilnim ockovacim boxu
byly ptichystany tii zkumavky, do prvnich dvou zkumavek bylo napipetovano 10 ml sterilni
vody a do tfeti zkumavky pouze 9 ml sterilni vody. Z Petriho misky s narostlou smésnou
kulturou byla odebrana dvé ocka pomoci bakteriologické klicky a ptfenesena do prvni
zkumavky. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu a poté bylo ze zkumavky odebrano
50 ul smési a preneseno do druhé zkumavky. Opét bylo vse dukladné promichano na vortexu.
Ze vzniklé suspenze byl odpipetovan 1 ml a pfenesen do tfeti zkumavky s 9 ml sterilni vody.
Po promichani bylo odpipetovano 30 pl a pfeneseno na Petriho misku se sladinou. Poté byl
pomoci bakteriologické klicky proveden kiizovy roztér. Misky byly inkubovany 2 — 3 dny pfi
teploté 26 °C. Po kultivaci byly jednotlivé kolonie pieo¢kovany na novou Petriho misku tak,
ze byly rozetieny po celé ploSe a opét kultivovany v termostatu. Postup byl opakovan
nejméné 6krat, nez doslo k ziskani &istych kultur kvasinek. Cisté kultury byly kontrolovany
pomoci mikroskopu. Cisté kultury byly pfeotkovany na Sikmé agary, pielity sterilnim
parafinovym olejem a uloZeny v chladnicce.

3.5.3 1Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena ve sterilnim boxu pomoci komeréniho setu UltraClean™
Microbial DNA Isolation Kit. Byly nachystany rozbijeci zkumavky, do kterych bylo
napipetovano 300 pl rozbijeciho pufru, ve kterém byla nasledné rozsuspendovana dvé ocka
kvasinkov¢ kultury. Ke smési bylo ptidano 50 pl roztoku MD1, mikrozkumavky byly vlozeny
v horizontalni poloze do adaptéru vortexu a pfi maximalni rychlosti byly po dobu 10 minut
vortexovany. Poté byly vzorky centrifugovany 1 minutu pii 10 000xg. Supernatant byl
pfenesen do predem pfipravené Cisté mikrozkumavky a bylo k nému ptidéno 100 pl MD2.
Vzorky byly zvortexovany a inkubovany po dobu 5 minut pii 4 °C. Poté byly opét
centrifugovany 1 minutu pii 10 000xg. Supernatant byl odpipetovan do €isté mikrozkumavky,
k roztoku bylo pfidano 900 ul MD3 a smés byla zvortexovana. Z takto vzniklého roztoku bylo
odpipetovano 700 pl na kolonku a centrifugovdno 1 minutu pii 10 000xg. Nasledné byl
prefiltrovany roztok odstranén a na tutéz kolonku byl pfenesen zbytek roztoku a doslo
k opétovné centrifugaci vzorku po dobu 1 minuty pii 10 000xg. Ptefiltrovany roztok byl
odstranén a do kolonky bylo ptidano 300 pl roztoku MD4. Po centrifugaci (1 minuta pii
10 000%g) byla kolonka opatrn¢ pienesena do Cisté mikrozkumavky a do stiedu bilé
membrany uvniti kolonky bylo napipetovano 50 pl MDS5. Doslo k centrifugaci (1 minuta pfi
10 000xg), poté byla kolonka odstranéna a roztok DNA v mikrozkumavce byl ptichystan pro
dalsi aplikace. DNA byla uchovéana v mrazniéce pii — 20 °C.
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3.5.4 Pribéh PCR reakce

PCR smés byla pfipravena dle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.4.9, zvortexovadna
a umisténa do termocykléru. Polymerazova feté¢zova reakce probiha ve tfrech opakujicich se
krocich: denaturace, pfipojeni primerd a syntéza nového vldkna DNA. Teplotni a Casovy
profil PCR reakce je popsan v tab. €. 6.

Tab. ¢. 6: Teplotni a casovy profil PCR reakce popsany v jednotlivych krocich

Kroky PCR reakce Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace DNA 94 4
94 1
Pfipojeni primert (annealing) 48 0,5
72 1
Syntéza nového vldkna DNA
72 10
(elongace)

3.5.5 Elektroforeticka detekce produktu PCR reakce

K detekci PCR produktii byla pouZita horizontalni elektroforéza. Rozvareny 2% agardzovy
gel by nalit do pfedem pfipravené a vyvazené elektroforetické vany. Pro vytvoreni jamek byly
do gelu vloZeny hiebinky. Po ztuhnuti a odstranéni hiebinkl byla elektroforetickd vana
s gelem zalita pracovnim roztokem TBE s ethidium bromidem. V dalsim kroku doslo
k ptipravé vzorka nasledujicim zpisobem. Na parafilm byl nanesen 1 pl nanasSeciho pufru
(Loading buffer), ktery byl smichan s 5 pl naamplifikované DNA. Z této promichané smési
bylo 5 ul pipetovano do jamky na gelu. Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zptisobem
a nanasena ve stejném mnozstvi. Délkovy standard byl vynesen po okrajich gelu v mnozstvi
6 ul. Poté byla elektroforetickd vana ptipojena ke zdroji napéti. Podle poctu analyzovanych
vzorkll byly pouzity rizné velikosti van. Elektroforetickd detekce PCR produkti probihala
ptiblizn¢ 4 hodiny. V nasledujici tabulce (tab.¢. 7) jsou uvedeny dilezité udaje pro jednotlivé
elektroforetické vany.

Tab. & 7: Udaje pro jednotlivé elektroforetické vany

i Mnozstvi gelu Mnozstvi EtBr | Napéti zdroje
Délka gelu [cm] (ml] g [ul] IEV /em] )
14 - velka vana 70 7 45-5

11 - stiedni vana 50 5 45-5
8,5 - mala vana 30 3 45-5

Analyzované fragmenty DNA byly zviditelnény za pouziti UV translumindtoru a gel byl
vyfocen programem Scion Image.

3.5.6 Precisténi PCR produktu

Ziskany PCR produkt bylo nutné pted restrikéni analyzou ptecistit. Byl zvolen niZe
popsany zpusob. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 20 pul naamplifikované DNA, ke
které byly pfidany 2 pl octanového pufru. Smés byla zvortexovana a dale k ni bylo pfidano
60 pl 96% ethanolu vychlazeného na teplotu — 20 °C. Poté nésledovala centrifugace po dobu
30 minut pti 4 °C a 15 000 otackach. Supernatant byl dekantovan a do mikrozkumavky bylo
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pfidano 60 pl 80% ethanolu, také vychlazeného na —20 °C. Nasledovala centrifugace za
stejnych podminek jako v ptfedchozim kroku. Supernatant byl dekantovan a zbytky ethanolu
byly vysuSeny v exsikatoru po dobu 15 minut.

3.5.7 Restrikéni analyza

Smés pro restrikéni analyzu byla pfipravena ve sterilnim boxu za podminek definovanych
vyrobcem. Do kazdé mikrozkumavky s precisténou DNA bylo napipetovano 13 pl sterilni
vody, 1,5 ul pufru a 0,5 pul enzymu. Smés pro restrikéni analyzu byla pfipravena ve vétsim
mnozstvi, které odpovidalo ndsobku poctu vzorkd, déale byla promichdna na vortexu
a rozpipetovana do jednotlivych mikrozkumavek. Vzorky byly inkubovany v termocykléru
pfi 37 °C po dobu 16 hodin (+ 20 minut inkubace), tento rezim byl nastaven u vSech
pouzitych restrikénich enzymt, viz. tab. ¢. 8. Vzniklé fragmenty byly detekovany pomoci
elektroforézy na 2% agardézovém gelu, kde vSak misto negativni kontroly, byla vynaSena
pozitivni kontrola. Jako pozitivni kontrola byly na gel naneseny PCR produkty o délce
shodujici se s délkou amplikonu, ktery byl pouzity pro restrikéni analyzu. Elektroforeticka
detekce probihala pfiblizné 2 hodiny. Analyzované fragmenty DNA byly opét zviditelnény za
pouziti UV transluminatoru a gel byl vyfocen programem Scion Image.

Tab. ¢ 8: Teplotni rezZimy pouzitych restrikcénich endonukledz

Oznateni enzymu Teplota inkubace | Teplota inaktivace
(°C) — 16 hodin (°C) — 20 minut
Haelll 37 82
Hinfl 37 80
Taq"l 37 80
Alul 37 65
Msel 37 65
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo identifikovat a taxonomicky zafadit vinné kvasinky pomoci
metody PCR-RFLP. V experimentalni ¢asti byl zpracovan most cerveného vina odridy
Rulandské modré, ktera byla péstovana dle zasad ekologického zemédélstvi. Identifikace
a taxonomické zatazeni vzorkli bylo provedeno porovnanim elektroforeogramt s typovymi
kvasinkami. Jako typové kvasinky byly pouzity kvasinky pochéazejici ze sbirky CCY
(Bratislava, SR), které byly zpracovany v pfedchozich diplomovych pracich [68, 69]. Pro
posouzeni genetické podobnosti slouzi vytvorené dendrogramy, které se nachazi v kapitole
4.5.

4.1 Izolace kvasinkové DNA

Z hlediska vétSiho poctu vzorkl byla k izolaci kvasinkové DNA zvolena komeréni sada
Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation Kit. Ve srovnani s fenolovou extrakci je pouZiti
komercni sady casové mén€ narocné a z hlediska Cistoty izolované DNA vyhodnéjsi.
Vyizolovand DNA byla uchovavana pfi teploté — 20 °C a nasledné vyuzita k amplifikaci.

4.2 Amplifikace DNA pomoci metody PCR

Cilova sekvence, kodujici oblast 5,8S-ITS rDNA, byla naamplifikovana za pouziti primert
ITS1 a ITS4. Sekvence primerl je uvedena v tab. ¢. 9. PCR produkty byly elektroforeticky
detekovany na 2% agardézovém gelu a porovnany s délkovym standardem. Pro kvalitni
rozdéleni délkového standardu a presnéjSi odeCteni délek PCR fragmentli bylo potiebné
optimalizovat podminky elektroforézy. Elektroforetick¢é déleni PCR produkti na 2%
agar6zovém gelu probihalo zhruba 4 hodiny. Pro ovéfeni Cistoty pouzitych PCR komponent
a sterilnosti prace byla pouzita negativni kontrola. Velikost PCR produktu byla nejprve
stanovena odecCtenim z elektroforeogramu a nésledné¢ také urena pomoci programu
BioNumerics.

Tab. ¢. 9: Sekvence pouZitych primeru
Sekvence primert
ITS1 5" -TCC GTA GGT GAACCT GCG G -3
ITS4 5" -TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’

Amplifikace s vyuzitim primert ITS1 a ITS4 byla tspésné u vSech vzorkd. Po amplifikaci
DNA pomoci PCR byla elektroforeticky zjisténa délka fragmentu a podle délky fragmentu
byly identifikované kvasinky rozdéleny do Sesti skupin: 410 bp, 450 bp, 480 bp, 500 bp,
750 bp a 880 bp. Velikosti PCR produkti pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v pfiloze 1.
Ukazka elektroforeogramu PCR produktti vzorkl je na obr. €. 18., ostatni vysledky PCR jsou
v ptiloze 2.
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Obr. ¢ 18: Elektroforeogram PCR produktii vzorkii, o velikosti fragmentu 450 bp, které
byly amplifikovany primery ITS1 a ITS4. Oznaceni (47-108) - analyzované vzorky, 100 —
délkovy standard 100 bp, NK — negativni kontrola.

4.3 Restrikéni analyza kvasinek pomoci metody PCR-RFLP

Naamplifikovand DNA byla v dalsim kroku pouzita pro restrikéni analyzu. Vzorky DNA
byly pteciStény ethanolem, aby doslo k odstranéni pfebytecnych slozek PCR smési, k ziskani
Cisté DNA a byl zajistén spravny pribéh reakce. V nasledujicich experimentech byla DNA
naStipana na specifické fragmenty pomoci téchto péti restrikénich endonukledz — Haelll,
Hinfl, Taq®l, Alul a Msel. U vSech pouzitych enzymi jsou na elektroforeogramu vyneseny
kromé jednotlivych vzorkli DNA také délkové standardy (100 bp a 20 bp) a tzv. pozitivni
kontrola, kdy se jedna o PCR produkty vzorkli kvasinek. Pozitivni kontrola slouzi jako
ukazatel, zda doslo ke $tépeni vzorku ptislusSnym enzymem. Podminky digesce a postup prace
je uveden v kapitole 3.5.7. Identifikace jednotlivych vzorkl byla uskute¢néna prostfednictvim
porovnani délek restrikénich fragmentti s délkami restrikénich fragmenti typovych kvasinek.

4.3.1 Analyza restrik¢éni endonukleazou Haelll

Prvni z pouzitych restrikénich endonukledz byl enzym Haelll. Tato restrikéni
endonukledza rozpoznava a Stépi misto 5°... GG|CC ... 3° DNA. Délky fragmentl
jednotlivych vzorki jsou pro svoji rozsahlost shrnuty v ptiloze 3. Dale je také, na obr. €. 19,
uveden elektroforeogram S$tépeni PCR produkti pomoci enzymu Haelll. V ptiloze 4 se
nachazi dalsi ukazky elektroforeogrami stépeni PCR produkta.
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Obr. ¢ 19: Elektroforeogram stépeni PCR produktii vzorkit enzymem Haelll v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (1-11) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp, 20
— délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorek 11).

Z elektroforeogramu v piiloze 4 je patrné, ze vzorek s pracovnim oznacenim 4 nebyl
Stépen pomoci Haelll, a je zfejmé, ze neobsahuje $t€pné misto pro tento restrikéni enzym.
U zbyvajicich vzorkti doslo ke Stépeni.

Na zakladé¢ stépeni restrikéni endonukledzou Haelll bylo mozné rozdélit vzorky o velikosti
PCR produktu 450 bp na tii skupiny: 300+80+50 bp, 380+80 bp a 320+80+50 bp. U velikosti
PCR produktu 480 bp byla Stépenim ziskdna jedna skupina, ktera ma fragmenty délky
340+90+50 bp.

PCR produkt 500 bp je zastoupen pouze jedinym vzorkem, ktery byl St€pen na dva
fragmenty délky 390+100 bp.

Vzorky o velikosti PCR produktu 750 bp byly rozdéleny na dvé skupiny, které zahrnuji
fragmenty délky 450+200+120 bp a 620+90 bp.

V minulych letech bylo potvrzeno, ze vzorky o velikosti PCR produktu 880 bp jsou
Stépeny nami pouzitymi restrikénimi endonukledzami naprosto totozné€, a proto jsou dale
analyzovany jinou metodou v ramci diplomové prace na téma Taxonomické zarazeni kvasinek
rodu Saccharomyces.
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4.3.2 Analyza restrikéni endonukleazou Hinfl

Restrik¢éni endonukle4dza Hinfl, kterd byla pouZita ke St€peni PCR produktl, rozpoznava
a S$tépi misto 5°... GJATC ... 3" DNA. Fragmenty ziskané po Stépeni enzymem Hinfl jsou
zrekapitulovany v tab. ¢. 10. NiZe na obr. ¢. 20 je zobrazen elektroforeogram Stépeni PCR
produktt. Dalsi ukazky elektroforeogramti jsou uvedeny v ptiloze 5.

Tab. ¢. 10: Souhrnna tabulka velikosti fragmentu ziskanych stepenim PCR produktu
restrikcni endonukledazou Hinfl. PO — pracovni oznaceni vzorku, DP — délka PCR produktu,
RF — velikost restrikcniho fragmentu.

PO | DP (bp) RF (bp) PO | DP (bp) RF (bp)
4 410 210+200 93 450 250+200
47 450 250+100+60 94 450 250+100+60
48 450 250+100+60 102 450 250+100
49 450 250+100+60 107 450 250+100+60
50 450 250+200 108 450 250+100+60
51 450 250+100 130 450 250+100
52 450 250+100+60 77 480 280+200
54 450 250+200 82 480 280+200
55 450 250+200 84 480 280+200
56 450 250+200 98 480 280+200
57 450 250+100 100 480 280+200
58 450 250+100+60 103 480 280+200
61 450 250+100+60 104 480 280+200
65 450 250+100+60 118 480 280+200
71 450 250+100 136 480 280+200
74 450 250+200 137 480 280+200
76 450 250+100 138 480 280+200
83 450 250+100+60 128 500 220+150+50
85 450 250+100+60 12 750 370+350
86 450 250+100+60 18 750 3704350
88 450 250+100 111 750 370+350
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Obr. ¢ 20: Elektroforeogram stépeni PCR produktii vzorku enzymem Hinfl v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (50-138) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorek 50).

U vSech analyzovanych vzorkii bylo S$tépeni pomoci restrikéni endonukledzy Hinfl
uspesné. Z elektroforeogramu, ktery je uveden v priloze 5, je patrné, ze vzorek €. 4 byl Stépen
na dva fragmenty délky 210+200 bp.

Pocetna skupina vzorki, o velikosti PCR produktu 450 bp, nebyla Stépena stejnym
zpusobem. Po restrikéni analyze se tato skupina rozdé€lila na tii s délkou restrikénich
fragmentti: 250+100 bp, 250+200 bp a 250+100+60 bp.

Stépné misto bylo i u viech vzorkii o velikosti PCR produktu 480 bp. Doslo k rozdé&leni na
restrikéni fragmenty délky 2804200 bp.

Jediny vzorek o velikosti PCR produktu 500 bp byl Stépen na tfi fragmenty délky
220+150+50 bp.

PCR produkty délky 750 bp byly pomoci enzymu Hinfl rozdéleny na dva restrikéni
fragmenty délky: 370+350 bp.
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4.3.3 Analyza restrikéni endonukleazou Taq”l
Restrikéni endonukleaza Taqg”l rozpoznava a §tépi misto 5°... T/CGA ... 3" DNA. Délky

fragmentt ziskanych Stépenim timto enzymem jsou uvedeny v tab. ¢. 11. Ukéazky $tépeni
enzymu Taq’l pro jednotlivé vzorky jsou na obr. ¢. 21 a v pfiloze 6.

Tab. ¢. 11: Souhrnna tabulka velikosti fragmentii ziskanych stépenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Taq“l. PO — pracovni oznaceni vzorku, DP — délka PCR produktu, RF —
velikost restrikcniho fragmentu.

PO | DP (bp) RF (bp) PO | DP (bp) RF (bp)

4 410 260+150 93 450 200+160+70
47 450 180+160+60+50 94 450 180+160+60
48 450 180+160+60+50 102 450 180+160+60
49 450 180+160+60+50 107 450 180+160+60
50 450 200+160+70 108 450 180+160+60
51 450 180+160+60 130 450 180+160+60
52 450 180+160+60+50 77 480 220+160+60+40
54 450 200+160+70 82 480 220+160+60+40
55 450 160+120+70+60 84 480 220+160+60+40
56 450 200+160+70 98 480 220+160+60+40
57 450 180+160+60 100 480 220+160+60+40
58 450 180+160+60+50 103 480 220+160+60+40
61 450 180+160+60+50 104 480 220+160+60+40
65 450 180+160+60+50 118 480 220+160+60+40
71 450 180+160+60 136 480 220+160+60+40
74 450 160+120+70+60 137 480 220+160+60+40
76 450 180+160+60 138 480 220+160+60+40
83 450 180+160+60+50 128 500 220+120+60
85 450 180+160+60 12 750 4204330

86 450 180+160+60 18 750 420+330

88 450 180+160+60 111 750 420+280
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Obr. ¢ 21: Elektroforeogram stépeni PCR produktii vzorkii enzymem Taq“1 v 2%
agarozovem gelu. Oznaceni (47-130) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 49, 88).

PCR produkt 410 bp je zastoupen pouze jedinym vzorkem, ktery byl St€pen na dva
fragmenty délky 260+150 bp.

Pomoci enzymu Tag’l byly vzorky o velikosti PCR produktu 450 bp rozdéleny do &tyf
riznych skupin podle délek restrikénich fragmentl: 180+160+60 bp, 180+160+60+50 bp,
200+160+70 bp a 160+120+70+60 bp.

Stépenim PCR produktti 480 bp enzymem 7Tag“l byla ziskana jedna skupina, kterd ma
délky fragmentt 220+160+60+40 bp.

Vzorek (s pracovnim oznacenim 128) o velikosti PCR produktu 500 bp byl $tépen na tfi
restrik¢ni fragmenty délky 220+160+60 bp.

Amplifikované produkty délky 750 bp byly pomoci enzymu Taq”l rozdéleny na dvé
skupiny: 420+330 bp a 420+280 bp.
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4.3.4 Analyza restrik¢éni endonukleazou Alul

Enzym Alul byl zvolen jako dalsi restrikéni endonukledza. Enzym Alul rozpoznava a Stépi
misto 5"... AG|CT ... 3" DNA. Po analyze restrikénich fragmenti programem BioNumerics
(viz. kapitola 4.5), bylo pfistoupeno k redukci poc¢tu nami analyzovanych vzorkl. Diivodem je
jejich 100% podobnost v dané skupin€. V ramci restrikéni analyzy pomoci enzymi Haelll,
Hinfl a Taq"1 bylo zjisténo, ze skupina vzorka (51, 57, 71, 76, 88, 102 a 130) se nejevi na
elektroforeogramech naprosto totozna a ztohoto divodu byla restrikéni analyza pomoci
enzymu Alul provedena uvSech vzorkll. Z divodii nelGspéSného Stépeni byla restrikéni
analyza u vzorkti 12, 18 a 54 provedena podruhé. Vysledek $tépeni pro jednotlivé vzorky je
shrnuty v tab. €. 12. Elektroforeogram $t€peni PCR produktl je uveden na obr. €. 22.

Tab. ¢ 12: Souhrnna tabulka velikosti fragmentu ziskanych stepenim PCR produktu
restrikcni endonukleazou Alul. PO — pracovni oznaceni vzorku, DP — délka PCR produktu,
RF — velikost restrikcniho fragmentu.

PO | DP (bp) RF (bp) PO DP (bp) RF (bp)
4 410 280+80+50 88 450 400+50
48 450 400+50 93 450 300+100+50
51 450 400+50 94 450 400+50
54 450 300+100+50 102 450 400+50
55 450 400+50 130 450 400+50
57 450 400+50 100 480 350+120
58 450 400+50 136 480 350+120
65 450 400+50 128 500 400
71 450 400+50 12 750 700+50
74 450 400+50 18 750 700+50
76 450 400+50 111 750 700+50
85 450 400+50
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Obr. ¢ 22: Elektroforeogram stépeni PCR produktii vzorkit enzymem Alul v 2%
agarozovem gelu. Oznaceni (4-136) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp, 20
— délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 55, 136, 128 a 18).

Restrikéni analyza pomoci enzymu A/ul byla uspésna u vsech analyzovanych vzorki.

PCR produkt 410 bp je zastoupen pouze jedinym vzorkem, ktery byl St€pen na tfi
fragmenty délky 280+80+50 bp.

Pomoci enzymu A/ul byla pocetnd skupina vzorki, o velikosti PCR produktu 450 bp,
rozdélena na dvé skupiny s délkami fragmentti: 400+50 bp a 300+100+50 bp.

Amplifikované produkty 480bp byly Stépeny na dva restrikéni fragmenty délky
350+120 bp.

Jediny vzorek o velikosti PCR produktu 500 bp byl $tépen na restrikéni fragment 400 bp.
Vzorky o velikosti PCR produktu 750 bp byly rozstépeny na dva restrikéni fragmenty
délky: 700+50 bp.
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4.3.5 Analyza restrik¢ni endonukleazou Msel

Jako posledni restrikéni endonukledza byl pouZit enzym Msel. Enzym §tépi DNA v misté
5... TITTA ... 3. Stejné jako v ptipadé restrikéni analyzy pomoci enzymu A/ul, i enzym
Msel byl pouzit k analyze men$iho poctu vzorkll. Z diivodii neuspéSného Stépeni byla
restrikéni analyza u vzorku 54 provedena podruhé. Restrikéni fragmenty ziskané timto
St€penim jsou uvedeny v tab. ¢. 13. Elektroforeogram $tépeni PCR produktii je uveden na obr.
¢. 23.

Tab. ¢. 13: Souhrnna tabulka velikosti fragmentu ziskanych stepenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Msel. PO — pracovni oznaceni vzorku, DP — délka PCR produktu,
RF — velikost restrikcniho fragmentu.

PO | DP (bp) RF (bp) PO | DP (bp) RF (bp)

4 410 270+90+50 88 450 350+390

48 450 350+390 93 450 180+100+60+50
51 450 350+390 94 450 350+390

54 450 180+100+60+50 102 450 350+390

55 450 280+100+50 130 450 350+390

57 450 350+390 100 480 n

58 450 350+390 136 480 n

65 450 350+390 128 500 n

71 450 350+390 12 750 220+180+70+50
74 450 280+100+50 18 750 220+180+70+50
76 450 350+390 111 750 220+180+70+50
85 450 350+390

88 450 350+390
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Obr. ¢ 23: Elektroforeogram stépeni PCR produktii vzorkii enzymem Msel v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (48-136) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 48, 93 a 128).

Stepénim PCR produktu o velikosti 410bp byly ziskany tfi fragmenty délky
270+90+50 bp.

Amplifikované produkty délky 450 bp byly Stépenim rozdéleny do tii skupin dle délek
restrikénich fragmentd: 350+390 bp, 280+100+50 bp a 180+100+60+50 bp.

Z elektroforeogramu je patrné, Ze vzorky 100 a 136, které maji PCR produkt o velikosti
480 bp, nebyly pomoci enzymu Msel rozstépeny, a je ziejmé, ze neobsahuji §t€pné misto pro
tento restrikéni enzym.

Jediny vzorek (pracovni oznaceni 128), o velikosti PCR produktu 500 bp, neobsahuje
St€épné misto pro enzym, a z elektroforeogramu je ziejmé, ze plvodni PCR produkt byl
zachovan.

Stépenim PCR produktii o velikosti 750 bp byly ziskany &tyfi restrikéni fragmenty délky:
220-+180+70+50 bp.
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4.4 Taxonomické zarazeni identifikovanych kvasinek

Pro taxonomické zatazeni jednotlivych vzorkl kvasinek bylo pouzito srovnani restrikénich
fragmentt typovych kvasinek s vysledky restrik¢énich analyz shrnutych v ptedchozi kapitole
4.3.

Porovnanim délek a poctu restrikénich fragmentd, vzniklych po digesci riznymi
restrikénimi endonukledzami, byly jednotlivé kvasinky taxonomicky zatazeny.

Vzorky o velikosti PCR produktu 450 bp byly identifikovany a taxonomicky zafazeny na
urovni rodu. Restrikéni analyzou se podatilo rozdé€lit vzorky do péti skupin. Nasledné bylo
provedeno porovnani analyzovanych vzorkli stypovymi kvasinkami na zaklad¢ délek
restrikénich fragmentli. Prvni skupina, ktera obsahuje vzorky s pracovnim oznacenim 47, 48,
49, 52, 58 a 61, byla identifikovana jako rod Pichia. Skupiny vzorkt (65, 83, 85, 86, 94, 107,
108) a (51, 57, 71, 76, 88, 102, 130) byly rovnéz taxonomicky zatazeny mezi rod Pichia.
Ackoliv se tyto skupiny rodové shoduji, z dendrogramti v kap. 4.5 je patrné, Ze se lisi na
urovni druhu ¢i kmene. Vzorky 55 a 74 se povedlo taxonomicky zatadit i na trovni druhu.
Vzorky byly identifikovany jako Pichia kluyveri. Vzorky s pracovnim oznacenim 50, 54, 56
a 93 byly identifikovany na tirovni druhu jako Pichia membranifaciens.

Skupina o velikost PCR produktu 500 bp byla zastoupena pouze jednim vzorkem, ktery byl
taxonomicky zatazen jako Issatchenkia orientalis.

Z dendrogramii v kap. 4.5 je zfejmé, ze vzorky o velikosti PCR produktu 750 bp nejsou
naprosto totozné. V piipad¢ vzorkli 12 a 18 bylo porovnanim vysledkii analyzy realnych
vzorkll a vzorkd typovych kvasinek zjisténo, ze se jedna o kvasinku Hanseniaspora vinae.
Vzorek s pracovnim oznacenim 111 byl identifikovan a taxonomicky zatazen pouze na Grovni
rodu, jako rod Hanseniaspora.

Z divodu chybéjicich typovych kvasinek se vzorky o velikosti PCR produktu 410 bp
a 480 bp nepodafilo identifikovat a taxonomicky zaradit.

V tab. €. 14 jsou shrnuty vysledky taxonomického zatazeni jednotlivych vzorki.
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Tab. ¢. 14: Prehled taxonomického zarazeni analyzovanych vzorkii. PO — pracovni
oznaceni vzorku, DP — délka PCR produktu.

PO | DP (bp) Taxoglomi?ké
zarazeni
;i 328 Pichia kluyveri
77 480
82 480
84 480
98 480
100 480
103 480 Nezatazeno
104 480
118 480
136 480
137 480
138 480
128 500 Issa.tchenl.cia
orientalis
12 750 Hanseniaspora vinae
18 750
111 750 Hanseniaspora sp.

PO | DP (bp) Taxoglomi?ké

zarazeni
4 410 Nezarazeno

47 450

48 450

22 328 Pichia sp.

58 450

61 450

>0 450 Pichia

>4 450 membranifaciens

56 450

93 450

65 450

83 450

22 328 Pichia sp.

94 450

107 450

108 450

51 450

57 450

71 450

76 450 Pichia sp.

88 450

102 450

130 450
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4.5 Dendrogramy identifikovanych kvasinek

K prokdzani genetické podobnosti kvasinek byl pouzit pocitatovy program BioNumerics,
Vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé UPGMA klastrové analyzy s Jaccardovymi
koeficienty podobnosti s toleranci 5% a vysledkem této analyzy jsou dendrogramy, které
rozde€luji vyizolované vzorky kvasinek do klastrii podle jejich genetické podobnosti.
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= 8 R % B 8 % ® § B [PO ODBER DP SKUPINA
l I ! I n [ a7 REN 4
| W | ] I = REM 1
= | |1 I ] = REM4 — .
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Obr. ¢ 24: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovanych z vina, sestaveny na
zaklade vysledkit RFLP — pro enzymy Haelll, Hinfl a Taq"1. PO — pracovni oznaceni vzorku,
DP - délka PCR produktu

Dendrogram, vytvoteny z vysledkil restrik¢nich analyz pomoci endonukledz Haelll, Hinfl
a Taq’l, rozdélil vzorky vyizolovanych kvasinek do 10-ti skupin. K ovéfeni spravnosti
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rozdéleni apro presn¢jsi identifikaci a taxonomické zarazeni kvasinek byla provedena
restrikéni analyza s enzymy Alul a Msel. Z hlediska Casové néaro¢nosti experimentu byl
k ovéteni spravnosti zredukovan pocet vzorkd. Analyzované vzorky byly vybrany
z jednotlivych skupin, u kterych byla prokazana 100% genetickd podobnost.

Muzeme fici, ze v rdmci kazdé skupiny jsou kvasinky, jejichz genetickd podobnost je na
urovni 100 %, totozné. Kvasinky zafazené do skupin L., IL., III. s délkou PCR produktu 450 bp
byly podle typovych kvasinek zatazeny rodové jako Pichia sp. Skupina IV. byla taxonomicky
zafazena na urovni druhu jako Pichia membranifaciens a skupina V. byla zafazena na tirovni
druhu jako Pichia kluyveri. Nezatazeny zustavaji kvasinky, které podle klastrové analyzy byly
zatazeny do skupin VI. a VII. Na dendrogramu je mozné vidét, ze v ramci skupiny VI. jsou
Ctyfi podskupiny kvasinek s genetickou podobnosti na urovni 100 %, tzn. Ze jsme v této
skupiné identifikovali ¢tyfi rizné kvasinky. Kvasinka s pracovnim oznacenim 128 (zatazena
jako samostatna skupina VIII.) byla identifikovana jako Issatchenkia orientalis. Kvasinky
skupiny IX. a X. s délkou PCR produktu 750 bp byly zarazeny do rodu Hanseniaspora. Na
urovni druhu jako Hanseniaspora vinae byly identifikovany vzorky s pracovnim oznacenim
12 a 18. Vzorek s pracovnim oznacenim 111 byl uréen pouze na urovni rodu.
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Obr. ¢. 25: Dendrogram genetické podobnosti vybranych kvasinek izolovanych z vina,
sestaveny na zdkladé vysledkit RFLP — pro enzymy Haelll, Hinfl, Taq"1, Alul a Msel.
PO — pracovni oznaceni vzorku, DP - délka PCR produktu

Dendrogram, sestaveny z vysledkii restrikénich analyz pomoci vSech péti restrikénich

endonukledz, ndm potvrdil rozdéleni vzorkii do 10-ti skupin a taxonomické zafazeni.
V ptipadé nezarazenych vzorkii neméame v nasi databazi odpovidajici typové kvasinky.
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5 ZAVER

V teoretické Casti diplomové prace byla shrnuta morfologie, cytologie kvasinek, také
zpisob jejich rozmnozovani. Byl zde popsan technologicky proces vyroby cerveného vina
a zakladni informace o ekologickém zplisobu péstovani vinné révy. Dale se v teoretické ¢asti
nachdzi podrobny popis prubéhu amplifikace DNA in vitro pomoci polymerdzové fetézové
reakce. Soucasti je i teoreticky zaklad metod zaloZenych na analyze DNA, napi. PCR-RFLP,
DNA-fingerprinting a elektroforetickd detekce DNA fragment.

V experimentalni ¢asti byla vyuzita metoda PCR-RFLP k identifikaci a taxonomickému
zatazeni vinnych kvasinek.

K analyzam byla pouzita DNA kvasinek izolovanych z odridy Rulandské modré, které
byly odebrany z mikulovské vinatské oblasti. Dodavatelem surovin bylo soukromé vinafstvi
Holanek. Celkové bylo analyzovéano 60 vyizolovanych vzorkl kvasinek.

Na zéklad€ délky PCR produktu se kvasinky rozdé¢lily do Sesti skupin: 410 bp, 450 bp,
480 bp, 500 bp, 750 bp a 880 bp. Pro taxonomické zarazeni byly provedeny restrikéni analyzy
PCR produktu s restrikénimi endonukleazami Haelll, Hinfl, Taq“l, Alul a Msel. Identifikace
a taxonomické zatazeni byly provedeny srovnanim ziskanych fragmentl s typovymi
kvasinkami a také po vyhodnoceni vSech vzorkli kvasinek programem BioNumerics. Na
zaklad¢ wvysledkit mtzeme konstatovat, ze vzorky kvasinek byly identifikovany
a taxonomicky zatfazeny nésledné¢:

= Velikost PCR produktu 410 bp — nezatazeno

= Velikost PCR produktu 450 bp — Pichia sp. (druhové zatazeni vzorkl 55, 74 jako
Pichia kluyveri, druhové zatazeni vzorku 50, 54, 56, 93 jako Pichia
membranifaciens)

= Velikost PCR produktu 480 bp — nezatazeno

= Velikost PCR produktu 500 bp — Issatchenkia orientalis

=  Velikost PCR produktu 750 bp — Hanseniaspora sp. (druhové zarazeni vzorka 12,
18 jako Hanseniaspora vinae)

Za pomoci programu BioNumerics byla provedena analyza genetické podobnosti
jednotlivych vzorkil kvasinek. Vysledkem této analyzy jsou dendrogramy, rozd€lujici vzorky
kvasinek do 10-ti skupin, které koresponduji s délkou PCR produktu a s taxonomickym
zafazenim.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze pro plnou identifikaci vSech izolovanych kvasinek je
nezbytné nutné provést dalsi analyzy typovych kvasinek, které ndm pomohou k piesnéjsi
identifikaci. To bude predmétem dalSich diplomovych praci.

60



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1]

[6]
[7]

[10]

[11]

[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
[17]

[18]

SILHANKOVA, L.: Mikrobiologie pro potravindre a biotechnology. 3.oprav. a dopl.
vyd. Praha : ACADEMIA, 2002. 363 s. ISBN 80-200-1024-6.

JANDEROVA, B.; BENDOVA, O.: Uvod do biologie kvasinek. Praha : Karolinum,
1999. 108 s. ISBN 80-7184-990-1.

HUDECOVA, D.; MAJTAN, V.: Mikrobiolégia I. 1.vyd. Bratislava : STU, 2002.
189 s. ISBN 80-227-1663-4.

ADAMS, M.R.; MOOS, M.O.: Food Microbiology. 2nd Ed. Cambridge : Royal
Society of Chemistry, 2000. 479 s. ISBN 0-85404-611-9.

VAJCZIKOVA, I.; BREIEROVA, E.: Identifikicia a druhové zastipenie kvasiniek pri
fermentdcii hroznového mustu [online]. Bratislava : [s.n.], [2000] [cit. 2010-10-30].
Dostupné z WWW: <http://ns.ucm.sk/FPV/dokumenty/nb/nb _iii-

2 2003/13 Vajczikova.pdf>.

KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, A.: Taxonémia kvasiniek a kvasinkovitych
mikroorganismov. 1.vyd. Bratislava : ALFA, 1990. 704 s. ISBN 80-05-00644-6.
BOEKHOUT, T.; ROBERT, V.: Yeasts in food : beneficial and detrimental aspects.
Cambridge : Boca Raton : Woodhead Publishing Limited ; CRC Press, 2003. 488 s.
ISBN 1-85573-706-X.

FELDMANN , H.: Yeast MolecularBiology [online]. University of Munich :
Adolf-Butenandt-Institute, 2005 [cit. 2010-10-31].Dostupné z WWW:
<http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/Yeast Biol/>.

SIPICKY, M.: Genetika kvasiniek. 1.vyd. Bratislava : Veda, 1992. 315 s. ISBN 80-
224-0396-2.

LOSKOTOVA, M.: Vyuziti kvasinkovitych mikroorganizmii v modernich
biotechnologiich [online]. Brno : Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity, 2005
[cit. 2010-10-30]. Dostupné z WWW:
<http://www.sci.muni.cz/mikrob/kvasbiotech/spustit.htmI>

PTACEK, V.: CYTOLOGIE — NAUKA O BUNKACH [online]. Brno : 2007 [cit.
2010-11-03]. Dostupn¢ z WWW:

<http://www.sci.muni.cz/ptacek/CY TOLOGIE6.htm>.

KOCKOVA, A.: Kvasinky a kvasinkovité mikroorganismy. 1. vyd. Bratislava: Alfa,
1982. 483 s.

LEA, A.G.H.; PIGGOTT, J.R.: Fermented Beverage Production. London : Blackie
Academic and Professional, 2000. 428 s. ISBN 0-7514-0027-0.

ALBERTS, B.: Zdklady bunécné biologie : tivod do molekularni biologie busiky. Usti
nad Labem : Espero, 1998. 630 s. ISBN 80-902906-0-4.

McKEE, T.; McKEE, J.R.: Biochemistry. Dubuque : Wm. C. Brown Publishers, 1996.
638 s. ISBN 0-697-21159-2.

PELIKAN, M.; DUDAS, F.; MIiSA, D... Technologie kvasného prumyslu. 1. vyd.
Brno: MZLU, 1996. 129 s. ISBN 80-715-7240-3.

QUEROL, A., et al.: Adaptive evolution of wine yeast. International Journal of Food
Microbiology. 2003, no.86, s. 3-10.

JOSEPA, S.; GUILLAMON, J.M.; CANO, J.: PCR differentiation of Saccharomyces
cerevisiae from Saccharomyces bayanus/Saccharomyces pastorianus using specific
primers. FEMS Microbiology Letters. 2000, vol. 193, s. 255-259.

61



[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]
[25]
[26]
[27]
[28]
[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

62

DE MELO PEREIRA, G.V., et al.: Use of specific PCR primers to identify three
important industrial species of Saccharomyces genus: Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces bayanus and Saccharomyces pastorianus. The Society for Applied
Microbiology : Letters in Applied Microbiology. 2010, no.51, s. 131-137.
CHUMCHALOVA, 1., et al.: MINIATLAS MIKROORGANISMU [online]. 2006 [cit.
2011-02-26]. Dostupn¢ z WWW:
<http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/mikr.htm>.

KLABAN, V.: llustrovany mikrobiologicky slovnik. 1.vyd. Praha : Galén, 2005. 654 s.
ISBN 80-7262-341-9.

MASNEUF-POMAREDE, I, et al.. Molecular typing of wine yeast strains
Saccharomyces bayanus var. uvarum using microsatellite markers. Systematic and
Applied Microbiology. 2007, vol. 30, no. 1, s. 75-82.

GORNER, F.; VALIK, L.. Aplikovand mikrobiolégia poZivatin : principy
mikrobiologie pozZivatin, potravindrsky vyznamné mikroorganizmy a ich skupiny,
mikrobiologia potravinarskych vyrob, ochorenia mikrobidlneho povodu, ktorych
zarodky su prendsané pozivatinami. 1. vyd. Bratislava : Malé centrum, 2004. 528 s.
ISBN 80-967-0649-7.

CADEZ, N.; SMITH, M.T.: The Yeasts. 5th. edition.: Elsevier, 2011. Chapter 32 -
Hanseniaspora Zikes (1912) , s. 421-434. ISBN 978-0-444-52149-1.

MINARIK, E.; NAVARA, A.: Chémia a mikrobiolégia vina. 1.vyd. Bratislava :
Priroda, 1986. 547 s.

FUGELSANG, K.C.; EDWARDS, Ch.G.: Wine Microbiology: Practical Applications
and Procedures. 2nd ed. New York : Springer, 2007. 393 s. ISBN 0-387-33341-x.
FRANK, H.K.: Dictionary of Food Microbiology. Lancaster : Technomic Publishing
CO., INC., 1992. 298 s. ISBN 15-667-6010-0.

LACHANCE, M.A.: The Yeasts. 5th. Edition.: Elsevier, 2011. Chapter 46 -
Metschnikowia Kamienski (1899) , s. 575-620. ISBN 978-0-444-52149-1.

KADLEC, P.; FIALA, J.: Co byste meli védet o vyrobé potravin? : technologie
potravin /. 1.vyd. Ostrava : Key Publishing, 2009. 536 s. ISBN 978-80-7418-051-4.
Ceska republika. Vyhldska, kterou se stanovi seznam vinaiskych podoblasti,
vinarskych obci a vinicnich trati. SBIRKA PREDPISU CESKE REPUBLIKY. 2010,
castka 92, s. 3586-3614. Dostupny také z WWW:
<http://www.szpi.gov.cz/docDetail.aspx?docid=1005997&doctype=ART>.
CEPICKA, J.: Obecnd potravindriskd technologie. 1. vyd. Praha : VSCHT, 1995. 246
s. ISBN 80-708-0239-1.

TORIJA, M.]., et al.: Yeast population dynamics in spontaneous fermentations:
Comparison between two different wine-producing areas over a period of three years.,
Antonie van Leeuwenhoek, Netherlands, Kluwer Academic Publishers, 2001: s. 345-
352.

ROMANO, P., et al. Function of yeast species and strains in wine
flavour. International Journal of Food Microbiology. 2003, vol.86, no.1-2, s. 169-180.
PHISTER, T.G.; RAWSTHORNE, H.; JOSEPH, C.M.L.: Real-Time PCR Assay for
Detection and Enumeration of Hanseniaspora Species from Wine and Juice. American
Society for Enology and Viticulture. 2007, vol.58; no. 2, s. 229-233.

MALIK, F.:Ze Zivota vina. Pardubice : Filip Trend Publishing, 2003. 221 s. ISBN 80-
86282-27-9.



[36]
[37]
[38]
[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]

[47]
[48]

[49]

[50]
[51]
[52]
[53]
[54]
[55]
[56]

[57]

SEVCIK, L.: Cervend vina : hledani pravdy o viné. 1.vyd. Praha : Grada, 1999. 139 s.
ISBN 80-7169-840-7.

KRAUS, V.: Réva a vino v Cechdach a na Moravé. l.vyd. Praha : Radix, 1999. 280 s.
ISBN 80-86031-23-3.

Znovin Znojmo [online]. 2011 [cit. 2011-03-08]. Rulandské modré. Dostupné z
WWW: <http://www.znovin.cz/Article.asp?nArticleID=14&nLanguageID=1>.
PAVLOUSEK, P.: Encyklopedie révy vinné. 2.aktualiz.vyd. Brno : Computer Press,
2008. 316 s. ISBN 978-80-251-2263-1.

FARKAS, I.: Technologie a biochemie vina. 2.pteprac. a dopl. vyd. Praha : SNTL-
Nakladatelstvi technické literatury, 1980. 870 s.

FLEET, G.H.: Yeast interactions and wine flavour. International Journal of Food
Microbiology. 2003, no.86, s. 11-22.

OTAHAL, K.: Jak z hroznii vino délat. Praha : Jonathan Livingston, 2010. 99 s. ISBN
978-80-86037-35-6.

KRAUS, V.; HUBACEK, V.; ACKERMANN, P.: Rukovét vinare. 3.vyd. Praha :
Brazda, 2010. 267 s. ISBN 978-80-209-0378-5.

STEIDL, R.; RENNER, W.; SEDLO, J.: Moderni priprava cerveného vina. 2., upr.
vyd. Valtice : Narodni vinatské centrum, 2006. 72 s. ISBN 80-903201-7-1.
KUTTELVASER, Z.: Abeceda vina. Vyd. 2. Praha : Radix, 2003. 279 s. ISBN 80-
860-3143-8.

DI MARO, E.; ERCOLINI, D.; COPPOLA, S.: Yeast dynamics during spontaneous
wine fermentation of the Catalanesca grape. International Journal of Food
Microbiology. 2007, no.117, s. 201-210.

SIMON, J.: O viné. 1.vyd. Praha : Slovart, 2002. 224 s. ISBN 80-7209-386-X.
BAIEROVA, L.; CECHOVA, R.: EnviWeb [online]. 2010 [cit. 2011-03-23]. Zakazané
biovino. Dostupné z WWW:
<http://www.enviweb.cz/clanek/zemedelstvi/83648/zakazane-biovino>.

EKOVIN [online]. 2010 [cit. 2011-03-21]. Svaz integrované a ekologické produkce
hrozni a vina. Dostupné z WWW: <http://www.ekovin.cz/sekce-ekologicke-
produkce>.

SNUSTAD, D.P., et al.: Genetika. 1.vyd. Brno : Masarykova univerzita, 2009. 871 s.
ISBN 978-80-210-4852-2.

MURRAY, R.K.: Harperova Biochemie. 4.vyd. Jinocany : H & H, 2002. 872 s. ISBN
80-7319-013-3.

BROWN, T.A.: Klonovani genii a analyza DNA. 1.¢eské vyd. Olomouc : Univerzita
Palackého, 2007. 389 s. ISBN 978-80-244-1719-6.

SMARDA, J., et al.: Metody molekuldrni biologie. 1.vyd. Brno: Masarykova
univerzita, 2005. 188 s. ISBN 80-210-3841-1.

KRALOVA, B., et al.: Bioanalytické metody. 3., pfeprac. vyd. Praha : Vysoka $kola
chemicko-technologicka, 2001. 254 s. ISBN 80-7080-449-1.

RUML, T.; RUMLOVA, M.; PACES, V.: Genové inZenyrstvi. 1.vyd. Praha : Vysoka
Skola chemicko-technologicka, 2002. 270 s. ISBN 80-7080-499-8.

Rapid Detection Assays for Food and Water. Cambridge : The Royal Society of
Chemistry, 2001. 243 s. ISBN 08-540-4779.

STEFFEN, C. :PCR Applications Manual: Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim: Roche Diagnostics GmbH, 1999.

63



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

SAMBROOK, J.; RUSSELL, D. W.: Molecular cloning : a laboratory manual. 3rd.
ed. New York : Cold spring harbor laboratory press, 2001. 3 sv. ISBN 978-087-9695-
774.

BERMINGHAM, N.; LUETTICH, K.: Polymerase chain reaction and its
applications. Current Diagnostic Pathology. 2003, no.9, s. 159-164.
ARROYO-LOPEZ, F.N.; QUEROL, A.; BAUTISTA-GALLEGO, J.;GARRIDO-
FERNANDEZ, A.: Role of yeasts in table olive production. International Journal of
Food Microbiology. 2008, vol.128, n.3, s. 189-196.

VUYLSTEKE, M.; PELEMAN, J.D.; VAN EIUK, M.J.T.: AFLP technology for DNA
fingerprinting. Nature Protocols. 2007, vol.2, no.6, s. 1387-1398.

KARATAS, H.; AGAOGLU, Y.S.: RAPD analysis of selected local Turkish grape
cultivars (Vitis vinifera). Genetics and Molecular Research. 2010, vol.9, no.4, s. 1980-
1986.

CAPECE, A.; SALZANO, G.; ROMANQO, P. Molecular typing techniques as a tool to
differenciate non-Saccharomyces wine species. International Journal of Food
Microbiology. 2003, n.84, s. 33-39.

PRUSA, R.: Multimedidlni ucebnice DNA diagnostiky [online]. 1.vyd. Praha: 2.
lékarska fakulta UK, 1998 [cit. 2011-03-29]. Dostupné z WWW:
<http://www.1f2.cuni.cz/Projekty/prusa-DNA/newlook/defa3.htm>.

FERNANDEZ, M.T.; UBEDA, J.F.; BRIONES, A.L: Comparative study of non-
Saccharomyces microflora of musts in fermentation, by physiological and molecular
methods. FEMS Microbiology Letters. 1999, n.173, s. 223-229.

Roche Applied Science [online]. 2008 [cit. 2011-04-06]. Restriction Enzymes FAQS
and Ordering Guide. Dostupné z WWW:
<http://www.roche-applied-science.com/ots/pdf/re_manual 08 04.pdf>.

New England Biolabs [online]. 2009 [cit. 2011-04-06]. Dostupné z WWW:
<http://www.neb.com/nebecomm/products/category1.asp#2>.

SURANSKA, H. Identifikace vinnych kvasinek metodou PCR-RFLP. Brno: Vysoké
uceni technické v Brné€, Fakulta chemickd, 2009. 100 s. Vedouci diplomové prace
Mgr. DanaVranova, Ph.D.

KRATSCHMEROVA, K. Sledovini populace vinnych kvasinek béhem kvaseni
vinného mostu. Brno: Vysoké uéeni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2010. 88 s.
Vedouci diplomové prace Mgr. Dana Vranova, Ph.D.

OBRAZKY:

[70]

[71]

[72]

64

MILLOT, J.: Earth History Timeline [online]. Westfield State College: 2001 [cit.2010-
11-06]. Dostupné¢ z WWW:
<http://www.physci.wsc.ma.edu/young/hgeol/geoinfo/timeline/eukaryotes/eukaryotes.
html>.

GHANT, M.: Biology [online].Davidson College, 2010 [cit. 2011-03-01]. Molecular
Biology. Dostupné z WWW:
<http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2010/Ghant/Protei
n_Template.html>.

HAJEK, M.: Projekty SIPVZ [online]. 2006 [cit. 2011-03-21]. Popis upravy hrozni
pred vlastnim lisovanim. Dostupné z WWW:
<http://projektysipvz.gytool.cz/ProjektySIPVZ/Default.aspx?uid=586>.



[73] CEROVSKY, J.: Jizni svah [online]. 2007 [cit. 2011-03-21]. Salon Vin 2006 / 2007 a
tak okolo.... Dostupné z WWW: <http://www.jizni-svah.cz/2007/09/salon-vn-2006-
2007-tak-okolo.htmlI>.

[74] GILBERT, S.F.: NCBI [online]. 2000 [cit. 2011-03-29]. Developmental Biology.
Dostupné z WWW:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1005 1/figure/A581/?report=objectonly>.

[75] VAN HOLDE, M. Ahern 3rd Edition [online]. 2010 [cit. 2011-04-06]. Ahern 3rd
Edition. Dostupné¢ z WWW:
<http://met.fzu.edu.cn/cai/shenghua/resource/biochem/ch04/nucltide.htm>.

[76] DEAK, T.: Handbook of Food Spoilage Yeasts. 2nd ed. CRC Press, 2007. 325 s.
ISBN 1-4200-4493-1.

65



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP adenosin-5"-trifosfat

NADH nukleotidpolyfosfat

CO, oxid uhlic¢ity

°CNM zakladni jednotky pro ¢esky normalizovany mostomer
°KI zédkladni jednotky pro Klosterneubursky moStomér

DNA deoxyribonukleové kyselina

RNA ribonukleova kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce

RFLP polymorfizmus délky restrikénich fragmentt
RAPD polymprfzismus ndhodné amplifikované DNA
AFLP polymorfizmus amplifikované délky fragmenti

bp pocet paru bazi

kb pocet kilobazi

uv ultrafialové zateni

S. Saccharomyces

M. Metschnikowia

A adenin

T thymin

G guanin

C cytosin

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

dATP deoxyadenosintrifosfat
dTTP deoxythymintrifosfat
dGTP deoxyguanintrifosfat
dCTP deoxycytosintrifosfat
rRNA ribosomalni RNA
rDNA ribosomalni DNA

ITS vnitini ptepisova oblast (z angl. internal transcribed spacer)
EtBr ethidium bromid

n nestépeno

NK negativni kontrola

PK pozitivni kontrola

UPGMA metoda parovani pomoci nevaZenych aritmetickych primérd (z angl.
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
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9 PRILOHY

Priloha 1: Velikost amplifikované oblasti 5,8S-ITS rDNA jednotlivych vzorkl kvasinek
za pouziti primert ITS1 a ITS4.

Tab. ¢. 1: Velikost amplifikované oblasti 5,8S-1TS rDNA jednotlivych vzorku kvasinek za
poucziti primeru ITS1 a ITS4. PO — pracovni oznaceni, DP — délka PCR produktu.

Odbér Den PO DP (bp)
REM 1 1. 47 450
REM 1 1. 48 450
REM 1 1. 94 450
REM 1 1. 108 450
REM 1 1. 128 500
REM 2 3. 55 450
REM 2 3. 71 450
REM 2 3. 74 450
REM 2 3. 88 450
REM 2 3. 107 450
REM 2 3. 4 410
REM 3 5. 50 450
REM 3 5. 76 450
REM 3 5. 86 450
REM 3 5. 103 480
REM 3 5. 130 450
REM 3 5. 138 480
REM 4 8. 49 450
REM 4 8. 51 450
REM 4 8. 52 450
REM 4 8. 56 450
REM 4 8. 57 450
REM 4 8. 58 450
REM 4 8. 65 450
REM 4 8. 77 480
REM 4 8. 83 450
REM 4 8. 85 450
REM 4 8. 98 480
REM 4 8. 102 450
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Tab. ¢ 1: Pokracovani.

Odbér | Den PO DP (bp)
REM 4 8. 118 480
REM 4 8. 136 480
REM 4 8. 2 830
REM 4 8. 13 880
REM 5 10. 93 450
REM 5 10. 104 480
REM 5 10. 3 880
REM 5 10. 8 880
REM 5 10. 10 830
REM 5 10. 5 830
REM 6 12. 54 450
REM 6 12. 100 480
REM 6 12. 111 750
REM 6 12. 119 880
REM 6 12. 137 480
REM 6 12. 1 880
REM 6 12. 11 880
REM 6 12. 12 750
REM 6 12. 14 830
REM 7 15. 41 830
REM 7 15. 42 830
REM 7 15. 6 880
REM 7 15. 7 880
REM 7 15. 16 880
REM 7 15. 17 830
REM 7 15. 18 750
REM 8 19. 61 450
REM 8 19. 82 480
REM 8 19. 84 480
REM 8 19. 9 830
REM 8 19. 15 880
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Priloha 2: Elektroforeogramy PCR produktu vzorki, které¢ byly amplifikovany primery
ITS1 a ITS4.

100 50 54 56 03 12 18 11174 55 128 4 100NE

Obr. ¢ 1: Elektroforeogram PCR produktu vzorki, o velikosti fragmentii 410, 450, 500
a 750 bp, které byly amplifikovany primery ITS1 a ITS4. Oznaceni (4-128) —analyzované
vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp, NK — negativni kontrola..

100 51 57 65 71 76 85 88 94 102 130 100 NK

Obr. ¢ 2: Elektroforeogram PCR produktu vzorki, o velikosti fragmentii 410, 450, 500
a 750 bp, které byly amplifikovany primery ITS1 a ITS4. Oznaceni (51-130) — analyzované
vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp, NK — negativni kontrola.
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Obr. ¢ 3: Elektroforeogram PCR produktu vzorki, o velikosti fragmentii 480 bp, které byly
amplifikovany primery ITS1 a ITS4. Oznaceni (77-138) — analyzované vzorky, 100 — délkovy
standard 100 bp, NK — negativni kontrola.
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Priloha 3: Souhrnnd tabulka velikosti fragment ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikéni endonukleazou Haelll.

Tab. ¢ 2: Souhrnna tabulka velikosti fragmentii ziskanych stépenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Haelll. PO — pracovni oznaceni vzorku, DP — délka PCR produktu,
RF — velikost restrikcniho fragmentu.

PO DP (bp) RF (bp)
4 410 n

47 450 300+80+50
48 450 300+80+50
49 450 300+80+50
50 450 300+80+50
51 450 320+80+50
52 450 300+80+50
54 450 300+80+50
55 450 380+80
56 450 300+80+50
57 450 300+80+50
58 450 300+80+50
61 450 300+80+50
65 450 300+80+50
71 450 300+80+50
74 450 380+80
76 450 300+80+50
83 450 300+80+50
85 450 300+80+50
86 450 300+80+50
88 450 300+80+50
93 450 300+80+50
94 450 300+80+50
102 450 300+80+50
107 450 300+80+50
108 450 300+80+50
130 450 300+80+50
77 480 340+90+50
82 480 340+90+50
84 480 340+90+50
98 480 340+90+50
100 480 340+90+50
103 480 340+90+50
104 480 340+90+50
118 480 340+90+50
136 480 340+90+50
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Tab. é. 2: Pokracovani.

PO DP (bp) RF (bp)
137 480 340+90+50
138 480 340+90+50
128 500 390+100

12 750 450+200+120
18 750 450+200+120
111 750 620+90

1 880 310+240+170+130
2 880 310+240+170+130
3 880 310+240+170+130
5 830 310+240+170+130
6 880 310+240+170+130
7 880 310+240+170+130
8 880 310+240+170+130
9 880 310+240+170+130
10 880 310+240+170+130
11 880 310+240+170+130
13 880 310+240+170+130
14 880 310+240+170+130
15 830 310+240+170+130
16 880 310+240+170+130
17 880 310+240+170+130
41 880 310+240+170+130
42 880 310+240+170+130
119 830 310+240+170+130
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Priloha 4: Elektroforeogramy Stépeni PCR produktl vzorkd enzymem Haelll v 2%

agardézovém gelu.

O TR e - R B L

Obr. ¢ 4: Elektroforeogram stépeni PCR produktit vzorkii enzymem Haelll v 2%
agarozovem gelu. Oznaceni (12-111) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorek 11).

100 47 48 49 51 52 57 58 61 65 71 76 83 85 86 88 104 10020 635

100118 136 138 50 54 56 9394102 107 108 130335 74 4 1

-

Obr. ¢ 5: Elektroforeogram stépeni PCR produktit vzorkii enzymem Haelll v 2%
agarozovem gelu. Oznaceni (4-138) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp, 20
— délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 4, 50 a 65).
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Obr. ¢& 6: Elektroforeogram stépeni PCR produktii vzorkii enzymem Haelll v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (77-128) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 82 a 128).
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Priloha 5: Elektroforeogramy Stépeni PCR produkti vzorkd enzymem Hinfl v 2%
agardézovém gelu.

10047 48 49 51 52 57 58 61 65 71 76 B3 85 86 88104 100 20 47

Obr. & 7: Elektroforeogram stépeni PCR produktit vzorkii enzymem Hinfl v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (47-104) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorek 47).

12 1% 111 108 130 77 82 24 98 10010

Obr. & 8: Elektroforeogram stépeni PCR produktit vzorkii enzymem Hinfl v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (12-137) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 18 a 65).
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Obr. & 9: Elektroforeogram stépeni PCR produktit vzorkii enzymem Hinfl v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (4-128) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp, 20
— délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 4 a 74).
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Priloha 6: Elektroforeogramy S§tépeni PCR produkti vzorkd enzymem Taq“l v 2%
agardézoveém gelu.

100104 118 136 138 77 82 B4 OB 100103 137 128 4 100 20 136 128 4

.

Obr. & 10: Elektroforeogram stépeni PCR produktii vzorkii enzymem Taq”l v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (4-138) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp, 20
— délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 4, 128 a 136).

18 11150 54 56 93 74 55 100 20

Obr. & 11: Elektroforeogram Stépeni PCR produktii vzorkii enzymem Taq“1 v 2%
agarozovém gelu. Oznaceni (12-111) — analyzované vzorky, 100 — délkovy standard 100 bp,
20 — délkovy standard — 20 bp, PK — pozitivni kontrola (vzorky 4, 128 a 136).
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