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ABSTRAKT

Diplomova préace se zabyv4 identifikaci kvasinek metodou RFLP-PCR. Cilem préice bylo
identifikovat kvasinky pfitomné ve viné odridy Veltlinské zelené v pribéhu kvaseni.
Identifikace byla provedena amplifikaci 5,8S-ITS tsekii DNA polymerdzovou fetézovou
reakci pomoci primerti ITS1 a ITS4. NamnoZend DNA byla podrobena restrikéni analyze
pomoci restriknich endonukledz Haelll, Hinfl a Hhal. Restrikéni analyzou pomoci urcitého
enzymu dojde knaStipini amplifikovaného udseku DNA na specifické fragmenty
charakteristické pro dany druh kvasinek. Ve studovaném viné bylo potvrzeno dominantni
postaveni autochtonni kvasinky Saccharomyces cerevisiae v celém prubéhu kvaseni. Dalsi
identifikované kvasinky pfitomné ve studovaném viné€ byly rodu Pichia.

Druhou ¢asti diplomové priace bylo rozsifit pouzivanou databdzi o charakterizaci 28
typovych kvasinek pouZzitim RFLP-PCR analyzy. K posouzeni genetické podobnosti byl
vyuzit program BioNumerics, ktery zpracoval vysledky UPGMA analyzou shlukt s vyuZitim
Jaccardovych koeficientq.

ABSTRACT

This thesis deals with identification of yeasts by applying the RFLP-PCR method.
Objective of the thesis was to identify the yeasts present in wine from Griiner Veltliner during
fermentation. Identification was made by amplification of 5,8S-ITS sequences of DNA by the
polymerase chain reaction with primers ITS1 and ITS4. Amplified DNA was submitted to the
restriction analysis by restriction endonuclease Haelll, Hinfl and Hhal. By restriction analysis
with a specific enzyme, the amplified DNA is chopped into the specific fragments which are
characteristic for given kind of yeasts. In the analysed wine, the dominance of autochthonal
yeast Saccharomyces cerevisiae was confirmed throughout fermentation. The other identified
yeasts in the wine were of kind Pichia.

The second part of the thesis was to expand the database by characterization of 28 type-
yeasts, using RFLP-PCR analysis. To compare the genetic similarity, program BioNumerics
was used, which processed the results of UPGMA cluster analysis using Jaccard’s
coefficients.

KLICOVA SLOVA

Kvasinky, identifikace, taxonomie, DNA, RFLP-PCR.
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1 UVOD

Vino, jako jeden z nejstarSich alkoholickych ndpoji, je v potravinich fazeno mezi
pochutiny, ale obsahuje i latky, které jsou ve vyziveé ¢lovéka povazovany za nezbytné. Jsou to
napf. sacharidy, bilkoviny, mastné kyseliny, vitaminy a minerdlni latky [1]. Zakladem vyroby
vina je metabolickd pfeména jednoduchych cukri na ethanol zprostfedkovana vinnymi
kvasinkami, zejména rody Saccharomyces, Pichia nebo Rhodotorula [2]. Ruznorodd a
dynamicka cinnost kvasinek je vyuZivdna v mnoha oblastech védy, techniky i mediciny.
Nékteré druhy kvasinek hraji vyznamnou roli v produkci potravin, ndpoju a farmaceutik, ale
jiné mohou pusobit jako kontaminanty a negativné ovliviiovat lidské zdravi. Vzhledem
k jejich velkému vyznamu jsou predmétem studii uz od 19. stoleti [3].

K identifikaci kvasinek se béZzné pouzivaji morfologické, fyziologické a biochemické testy,
pomoci kterych dochézi k charakterizaci jejich vlastnosti. AvSak v poslednich letech dochazi
k dtlumu studovani bunécné fyziologie mikroorganismii a dochdzi naopak k velkému
rozmachu genetiky a molekularni biologie [3]. Tyto techniky identifikace mikroorganismu
jsou zalozeny na podobnostech ¢i odlisSnostech jejich DNA, RNA nebo proteind. Jsou to
zejména metody DNA-DNA hybridizace, déle metody PCR a jeji rizné modifikace,
sekvenovini DNA aj. [4].

V préci byla pro identifikaci a taxonomické zafazeni analyzovanych kvasinek vyuZita
technika RFLP-PCR, neboli stanoveni polymorfizmu délky restrikénich fragmentt u produkta
PCR. VyuZziv4 se k typizaci cilové sekvence, kterd obsahuje sekvencni polymorfizmus. Touto
metodou muZe byt provedena analyza jakéhokoliv genu v zdvislosti na pouzitych primerech.
Pii analyze DNA kvasinek byly vyuZzity primery ITS1 a ITS4. Vysledkem polymerdzové
fetézové reakce jsou amplifikované produkty o stejné délce, které jsou poté Stépeny na
specifické fragmenty pomoci restrikénich endonukledz. Ziskané fragmenty se analyzuji
elektroforeticky a detekované délky fragmentd vzhledem k jejich specifiCnosti slouzi
k taxonomickému zafazeni analyzované kvasinky [4, 5].
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Vino a vinarstvi

Vino patii mezi nejstar$Si alkoholické ndpoje a vyrobu vina povazujeme za jeden
z nejstarSich biotechnologickych procesi. Mnohé archeologické ndlezy dokladaji, ze vyroba
vina je stard jiz 7 az 10 tisic let a za pravlast vina se povaZzuje Gruzie a Arménie. Ve
starovekém Egypté v dobé 2500 let pf. n. 1. se uz béZné pro zpracovani vinnych hrozna
pouzival lis na hrozny. Ve starovékém Recku a Rimé& se pouZivaly na vyrobu vina a jeho
skladovéani nadoby, tzv. amfory, které se uZ tenkrat oSetfovaly pfed jejich naplnénim sirou
kvuli konzerva¢nim schopnostem. Vinohradnictvi a vyroba vina se postupné rozsifovaly do
celého tzemi Evropy diky fimskym vybojim. K rozsiten{ vinic na naSem tzemi doslo béhem
9. a 10. stoleti v obdobi Velkomoravské fiSe. K nejvétSimu rozmachu vinohradnictvi a
vinafstvi v Cechdch doglo za vlady Karla IV. [6, 7, 8].

2.1.1 Vino a jeho vliv na lidské zdravi

Vino je alkoholicky napoj vznikajici pfeménou plodu révy vinné ¢innosti mikroorganismu.
Jeho slozeni, vyvoj, vyZivovd hodnota a senzorické vlastnosti jsou ddny Sirokou Skdlou
biochemickych procest, ristovych podminek a technologickych tprav. Definice vina podle
hospodafské komise Evropské unie zni: ,,Vino je produktem vzniklym pouze alkoholovym
kvaSenim, dplnym nebo CasteCnym, Cerstvych hroznii, rozemletych ¢i celych, nebo mostu
ziskaného z hroznu.* [9]

Utinky piti alkoholu jsou zndmé uz od doby vzniku vinafstvi. V dnesni dobé je viak jiz
dokéazano, Ze nadmérnd konzumace ethanolu a to jak piilezitostna, tak i chronickd, miZe mit
neblahy dopad na télesné i duSevni zdravi. Vyskyt volnych radikald v organismu zpusobeny
piijmem vysokého mnoZstvi alkoholu maze zpusobit cirhdzu jater, zvySuje pravdépodobnost
hypertenze a mrtvice ¢i napomdha vyskytu rakoviny prsu nebo traviciho traktu.

Na druhé strané mnohé vyzkumy jiz dokézaly, Ze mirnd konzumace vina v objemu 250 —
300 ml denné je spojena se sniZenim Umrtnosti oproti nadmeérné konzumaci alkoholu, ale i
abstinenci. U mirnych konzumentl vina byl zjistén niz$i vyskyt kardiovaskuldrnich
onemocnéni, snizuje se pravdépodobnost vyskytu cukrovky 2. typu, nékterych druht rakoviny
a mnohych dalSich nemoci [10].

2.1.2 Réva vinna a jeji péstovani

Réva vinnd (Vitis vinifera) je lidnovita rostlina z celedi révovitych, ktera dorusta do vysky
10 az 30 m. Patii mezi teplomilné rostliny, u kterych Zivotni déje nadzemni Casti kefe
probihaji pfi denni teploté vySsi nez 10°C. Jeji vegetacni obdobi je tedy v naSich
geografickych podminkéch od jara do podzimu, kdy denni teplota pod 10°C obvykle neklesa.
V kvétnu aZ v Cervnu kvete nendpadnymi sladce vonicimi bilymi kvéty. Plody révy vinné jsou
bobule, které dozravaji v prubéhu zaii a fijna. V tomto obdobi se také bobule sklizi a
vyuZivaji se nejen na vyrobu vina, ale také k pifimé konzumaci a vyrob& hroznovych mosti a
dalsich napoja.

Pozadavky na polohu, pudu, svazitost pozemku ¢i vlahu se 1isi podle odrudy. Obecné
zésady pro pestovani jsou vSak podobné. Obvykle by mél byt pozemek chrianén pred
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chladnymi vétry, svazovat by se mél k jihu a také by mél mit dostateCny pfisun slunecniho
zareni. Ke kvalitnimu dozrani hroznl je potieba teply a suchy podzim. Optimdlni mnozstvi
srdzek pro peéstovini révy vinné je 600 az 800 mm za rok. Silné vodni piivaly jsou
nebezpecné pro piili§ svazité pozemky, kde by mohlo dochdzet k erozi pudy. Pida by méla
byt dostateCné provzdus$nénd, vlhkd, kyprd a bohatd na minerdly. Omezujicim faktorem pro
péstovani révy vinné je nadmotska vyska. Obvykle 1ze révu péstovat do 250 az 300 metrd nad
mofem, tato hranice se vSak odviji i od zemé&pisné polohy regionu [10, 11].

2.1.3 Veltlinské zelené — vybrana odruda pro studii

Odrida Veltlinské zelené neboli Griiner Veltliner ma svij pavod s nejvetsi
pravdépodobnosti v Dolnim Rakousku, kde se stala nejrozsitenéjsi odriidou. Jednim z rodict
této odrady je nejspiS Tramin. Veltlinské zelené je prevazné rozSiteno v zemich stiedni
Evropy, a to hlavné v Rakousku, Mad’arsku, byvalé Jugoslavii a na Slovensku. V Ceské
republice patii Veltlinské zelené mezi nejpéstovanéjsi odrady. V roce 2004 predstavovala
plocha pé&stovéni této odriidy 11 % z celkové plochy vinic v Ceské republice, piestoze se
témef vyhradné pestuje pouze ve vinaiské oblasti Morava. Nejveétsi zastoupeni ma ve
Znojemské vinatské podoblasti, ddle na Mikulovsku, Muténicku, Velkopavlovicku a PodluZi.
Veltlinské zelené rasi koncem meésice dubna a kvete béhem zacatku Cervna. Zrani bobuli je
vzhledem k jejich vétsi velikosti pozdni, dochdzi k nému koncem zafi aZ zacatkem fijna.
Kvuli pozdnimu dozravani vyZzaduje tato odrida vyborné slunec¢né, vzdusné a teplé polohy
pro péstovani. Tato odrida je velmi plodnd a poskytuje velké a pravidelné sklizné.

Veltlinské zelené m4 Zlutozelenou barvu a vyuZivd se pro vyrobu jakostnich vin a vSech
druhti vin pfivlastkovych a je také velmi vhodnou surovinou pro vyrobu Sumivych vin. Vino
je aromatické, jako mladé voni svézesti, pepinatosti nebo lehkou vini doutniku. Nékdy se
objevuji tény lipového kvétu, chiestu nebo mandlového aroma. Pfi zrdni vina v lahvi se
nejdrive zesiluji kofenité pepinaté tony a posléze vynikd mandlova chut [8, 11].

Obrdzek 1: Veltlinské zelené.
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2.2 Vinné kvasinky

Kvasinky jsou obvykle jednobunécné eukariotni mikroorganismy, které fadime do
rostlinného systému mezi vyS$i houby. Jejich vyskyt v piirod€ je velmi Siroky, nachdzi se
v pude, ve vode€, vatmosféfe, travicim traktu lidi a zvifat, a vzhledem ke svym
sacharolytickym schopnostem, pfedev§im na substridtech obsahujicich sacharidy. Kvasinky se
rozmnoZuji vegetativne€ pucenim nebo pohlavné spajenim dvou haploidnich bunék [12, 13].

Z hlediska ndroku na kyslik fadime vétSinu kvasinek mezi fakultativné anaerobni, pficemz
tyto mikroorganismy rozdelujeme do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi tzv. fermentativni typy
kvasinek, které i pfi aerobnich podminkéch ziskavaji energii pfevazné fermentaci glukézy na
ethanol. Druhou a vétsi skupinou jsou tzv. respirativni typy kvasinek, které pievazné
vyuZzivaji energeticky vyhodnéjsi respiraci. Nékteré kvasinky fadime mezi obligatorni aeroby.
Jsou to kvasinky, které nemaji alkoholdehydrogendzu, takze nefermentuji a neprodukuji
ethanol [14].

Vétsina kvasinek vyZaduje pro svoji existenci prostiedi s vysokou vodni aktivitou. Pouze
nekteré druhy patif mezi xenotolerantni, které rostou i1 v prostredi s niz§i vodni aktivitou a se
zvySenym osmotickym tlakem [14].

Teplotni rozmezi pro rust kvasinek je ptiblizn€ od -2°C do 48°C. VétSina vinnych kvasinek
patii mezi mezofilni, které rostou a mnozi se od 0°C do 48°C, ptfiCemZ v laboratornich
podminkdch se béZné kultivuji pfi teplotdch od 25°C do 30°C. Kvasinky dokdzou preZzit pfi
maximadlnich teplotach 57°C az 59°C [14].

2.2.1 Vegetativni a pohlavni rozmnoZovani kvasinek

Kvasinky se vegetativné rozmnozuji dvéma zpusoby, puCenim nebo dé€lenim bunék.
Casté&jsim zptsobem vegetativniho rozmnoZovdni je pueni, kdy na matefské bufice vyristd
postupné se zveétSujici pupen. Vznikajici dcefinnd buiika je s matefskou propojena kandlkem,
pies ktery prochdzi nové mitoticky rozdélené jadro a dalSi bunécny materidl. Kandlek se poté
cytoplazmatickou membrdnou uzavie a v pupenu se velmi intenzivné€ vytvaii endoplazma-
tické retikulum. Puceni kon¢i vytvofenim bunécné st€ény mezi matetskou a dcefinnou buiikou,
kdy vétSinou dochdzi k oddéleni pupenu. Tento cyklus rozmnoZovani trvd za optimdlnich
podminek dvé hodiny. Podle mista vzniku pupenu délime puceni na monopolérni, bipolarni a
multipolarni. Pfi monopoldrnim puceni vznikaji pupeny vZdy na jednom p6lu protahlé buiky.
U bipolarniho puceni se stifidd misto puceni na obou pdlech kvasinkové buriky. Multipolarné
pucici kvasinky vytvaii pupeny po celém povrchu buriky, av§ak na jednom misté puci vzdy
pouze jednou. V misté oddeleni pupenu od matetské buniky vznikaji tzv. jizvy. U multipolarné
pucicich kvasinek 1ze tedy podle pocCtu jizev zjistit, kolikrat pueni probéhlo.

Pokud pfi puceni na pdlech nedojde k dplnému oddé€leni dcefinné buriky od mateiské,
vznikd tzv. pseudomycelium. PfiCinou tvorby pseudomycelia byvd Casto nedostatek Zivin
v médiu. U néekterych kvasinek dochazi k pficnému déleni protahlych bun€k za vzniku tzv.
pravého mycelia. I tvorba pravého mycelia je podminéna kultivaénimi podminkami. Kvasinky
tvorici pravé mycelium jsou schopny se za jinych podminek rozmnoZovat v jednobunécné
formé& pucenim [12, 13, 14].
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1 —jddro

2 — mitochondrie

3 — vakuola

4 — endoplazmatické retikulum
5 — polové télisko vieténka

6 — mikrotubuly

7 — vieténko

Obrdzek 2: Schéma pucent kvasinek [12].

U vétsSiny kvasinek bylo kromé& vegetativniho rozmnoZovéani sledovdno i rozmnoZovani
pohlavni. Obvykle dochdzi k pohlavnimu rozmnoZovani za nepfiznivych podminek v Zivném
médiu, napf. dojde k vyCerpani zkvasitelnych cukri, pH média je vysoké nebo je médium
chudé na dusik. Zakladem pohlavniho rozmnoZovani je spajeni dvou haploidnich bunék a
jejich jader za vzniku jednoho diploidniho jadra. Diploidni jadro se muze dal vegetativné délit
mitézou, nebo dochdzi k jeho meiotickému déleni na 4 haploidni jadra. Haploidni jadra jsou
bud’ zdkladem pohlavnich spor, nebo se mohou jesté opétovné délit dalsi mitézou a teprve
potom z nich vznikaji spory. V Zivotnim cyklu kvasinek probiha pravidelné stfiddni haploidni
a diploidni faze bun€k. Vé&tSina kvasinek tvoii spory ve formé askospor — endospor
umisténych v asku neboli viecku, takovéto kvasinky nazyvame Askomyceta. Neékteré
kvasinky vSak tvofi pohlavni spory vné€ sporotvornych bun€k — endospory a tyto rody fadime
mezi Basidiomyceta.

Hroznovy mos$t i vino jsou vhodnym kultivatnim médiem s dostateCnym mnoZstvim
sacharidtl i dal§ich Zivin pro rust a vegetativni rozmnoZovani vinnych kvasinek, proto se zde
pohlavni spory v zdsad¢€ nevyskytuji [12, 15].

2.2.2 Morfologie kvasinek

Kvasinkové buiiky jsou velké 3 — 15 um na rozdil od bun€k bakteridlnich, které maji
velikost od 0,5 — 1,5 um. Tvar bun€k je dan obvykle zptisobem vegetativniho rozmnoZzovani —
pucenim nebo délenim, pohlavnim rozmnoZovdnim, vyZivovymi podminkami a stidiem
zivotniho cyklu. Kvasinky nabyvaji tvaru rotacniho elipsoidu, ktery se méni na vejCity az
kulovity nebo protdhly. Nékdy se vSak vyskytuje i tvar citronovity, trojihelnikovity a
vélcovity.

V souvislosti s pohlavnim rozmnoZovéanim rozliSujeme hlavné tvary haploidnich spor nebo
tvary celych viecek. Spory byvaji kulaté s hladkym nebo zvridsnénym aZ bradavicnatym
povrchem. Spory mohou byt také opatfeny prstencem — saturnovity tvar, nebo mohou mit
kloboukovity ¢i vietenovity tvar. Nachdzime také spory, které jsou protdhlé a na konci
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rozeklané. Viecka nabyvaji kulatého tvaru nebo kopiruji tvar, ve kterém jsou spory uloZeny.
Jsou to napfiklad viecka rhomboedrickd, protdhld nebo pytlovitd. Tyto morfologické
charakteristiky jsou dilezitym faktorem pfi zdkladni identifikaci kvasinek [12, 14].

cogadd g

Obrdzek 3: Rozlicné tvary bunék kvasinek: a — kulaté, b — ovdlné, elipsoidni,
¢ — citronovité, d — ogivdlni, e — lahvovité, f — podlouhlé, g — vldknité [16].

KULATY @ @, RHOMBOEDRICKY

) LINE!S.RNIM
SPCOR
] KLOBOUKQOVITY
PROTAHLY % /-~
S ROZPULCENOU @ SATURNOViTY
SPOROU
VRETENQVITY / JEHLOVITY

Obrdzek 4: Tvary kvasinkovych virecek a spor [14].

2.2.3 Cytologie kvasinek

Buniky kvasinek se sklddaji z pevné bunécné stény, cytoplazmatické membrény,
cytoplazmy, ktera obsahuje rizné bunécné organely, a jadra. Jadro obsahuje chromozomy a je
od cytoplazmy odd€leno membrénou [15].

2.2.3.1 Bunééna sténa

Bunécna sténa kvasinek predstavuje 15 — 25 % hmotnosti suSiny buiitky. M4 pevnou, ale
pfesto pruznou strukturu, ddv4 bunce tvar, chrdni ji pfed mechanickym namdhdnim a
osmotickymi vlivy. Bunécnd sténa obsahuje velké pory, kterymi mohou volné prochizet
vSechny slouceniny kromé vysokomolekularnich polysacharidi a bilkovin. SloZeni a funkce
bunécné stény se vyviji v prub€hu Zivota bunky a v zavislosti na Zivotnim prostiedi. Struktura
a chemické sloZzeni bunécné stény byla nejlépe prozkouména u Saccharomyces cerevisiae.
Hlavnimi sloZkami buné&fné stény kvasinek Saccharomyces cerevisiae jsou glukany, které
tvoii priblizné 60 % suSiny, ddle mananproteiny predstavujici 25 — 50 % suSiny a chinin
tvorici 1 — 2 % suSiny. U nékterych jinych kvasinek se kromé polymera obsahujici glukézu
vyskytuji i polymery s galakt6zou, xylézou nebo rhamnézou [12, 15].
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2.2.3.2 Cytoplazmaticka membrana

Bunécnou sténu kvasinek a cytoplazmatickou membranu spojuje periplazmaticky prostor,
ktery obsahuje pfedev§im vyluCované proteiny schopné prochdzet bunéCnou sténou.
Cytoplazmatickd membrdna je vysoce selektivni bariéra, kterd ovladd vymény latek mezi
burikou a jejim vnéjS$im prostfedim. Je volné€ propustnd jenom pro malé molekuly bez ndboje a
tvoii osmotické rozhrani bunky a vnéjSiho prostiedi. Sklada se predevsim z lipida a bilkovin.
Lipidy membrany jsou tvofeny prevdzné fosfolipidy a steroly amfifilniho charakteru.
Plazmatickd membrana u Saccharomyces cerevisiae je tvotena piiblizné¢ 50 % bilkovin
a 40 % lipida. Glukany a mannany jsou pfitomny pouze v malych mnozstvich [12, 15].

2.2.3.3 Cytoplazma

Cytoplazma se nachdzi mezi cytoplazmatickou membrdnou a jadernou membranou.
V cytoplazmé kvasinek se nachdzi cytosol, coz je gelovitd tekutina s pH 5 — 6, ve které se
nachdzi enzymy, glykogen a ribosomy a je tedy mistem mnoha dulezitych chemickych reakei.
Dale jsou v cytoplazmé pfitomny bunéCné organely — endoplazmatické retikulum, mito-
chondrie, Golgiho aparat a vakuoly [15, 17].

2.2.34 Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat

Endoplazmatické retikulum je dvojity membranovy systém v cytoplazmé. Na povrchu
téchto membrdn v tzv. drsném endoplazmatickém retikulu se nachdzi ribozomy, v nichZ
probiha syntéza povrchovych a sekrecnich proteint. V hladkém endoplazmatickém retikulu,
které ribozomy neobsahuje, probihda syntéza lipidd. Takto vytvofené produkty jsou
transportoviany do Golgiho apardtu, ktery je tvofen souborem zploStélych membranovych
vacka. V Golgiho aparatu jsou piijimané molekuly dédle upravovany a sméfovany do raznych
¢asti buriky ¢i jejiho okoli [17, 18].

2.2.3.5 Vakuoly

Jednou z nejndpadnégjSich sloZek cytoplasmy kvasinek jsou vakuoly. Jsou to kulovité
organely o velikosti 0,3 — 3 um obklopené jednoduchou membranou. Velikost a mnoZstvi
vakuol se odviji od faze bunécného cyklu a stiii kvasinky. Ve vakuolach je zdsoba né&kterych
bunécnych hydroldz, zejména protedzy, ribonukledzy, esterazy a alkalické fosfatdzy. Druhou
hlavni funkci vakuol je zdsoba metaboliti pied jejich vyuzitim burikou a dalSich latek jako
jsou napft. polyfosféty, draselné ionty, puriny, adenin a kyselina mocova [12, 15].

2.2.3.6 Mitochondrie

Mitochondrie jsou piitomny na okrajich cytoplasmy, jsou kulovité aZ protdhlé o velikosti
jednoho a7z neékolika mikrometrd, uzaviené dvéma oddélenymi membranami. Vnitini
membrdna tvoii tzv. kristy, coZ jsou zdhyby smeétujici dovnitf mitochondrie. Mitochondrie
kvasinek jsou stejné jako u vySSich rostlin a zivocichi rozdéleny vnitini membranou na
vnitini membranovy prostor a matrix. Hlavni funkci mitochondrii je tvorba chemické energie
ve form& ATP oxidaci molekul potravy. V buiice Saccharomyces cerevisiae je v aerobnim

prostiedi pfiitomno pfibliZzn€¢ 50 mitochondrii, kdeZto v anaerobnim jsou tyto organely
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degenerovény, jejich vnitini povrch se zmenSuje a kristy mizi. Anaerobni kvasinky ve svych
burikdch mitochondrie dplné€ postradaji [15, 17].

2.2.3.7 Jadro

Yev s

Nejdulezit&jsi organelou v butice kvasinek je jadro s primérem piiblizné 1,5 pm, které se
nachdzi pfiblizn¢ ve stfedu builky a od cytozolu jej oddé€luje dvojitd jaderni membrina
pfipojend k endoplazmatickému retikulu. Jadernd membrdna obsahuje velké pory, které
umoznuji vyménu malych proteini mezi jaidrem a cytoplazmou. Jadro obsahuje genetickou
informaci bunky, kterd je zakddovand v sekvenci bazi DNA. Genetickd informace je uvnitf
jadra pfepisovdna do molekul RNA. Po udpravé zvané procesovani se tyto molekuly
transportuji do cytosolu, kde fidi syntézu proteinid. Dvousroubovice DNA tvoii s molekulami
histonu chromatiny, které jsou organizovany do struktur zvanych chromozomy. Z genetickych
studii byl stanoven pocCet chromozomu v jadfe rtuznych eukaryotnich bunék. Nejlépe
prozkoumana kvasinka Saccharomyces cerevisiae ma 16 chromozomi v haploidnim jadfe,
diploidni jadro obsahuje dvojndsobny pocet chromozomu. Pro srovndni u mouchy bylo
pozorovano 8 chromozomd, u ¢loveéka 46 a u kapra 104 [3, 17, 18].

BS — bunécnd sténa
PP — periplazmaticky prostor
CM — cytoplazmatickd membrdna

BS

PP C — cytoplazma
J — jdadro
V —vakuola
Chi ER — endoplazmatické retikulum

G — Golgiho apardat
M — mitochondrie
PER — peroxizomy
SV — sekrecni vdacky

Obrdzek 5: Strukturdlni rysy v idealizované burice kvasinek [3].

224 Taxonomie kvasinek

Taxonomie je véda zabyvajici se identifikaci jednotlivych druht Zivych organismi, jejich
popisem a zatazenim do skupin podle ptivodu a piibuznosti. Je znamo asi 550 druhi kvasinek
a kvasinkovych mikroorganismu a je dulezité je taxonomicky zattidit kvuli jejich produktivite
a ptipadné Skodlivosti. I pro §lechténi a genetické upravy mikroorganismi je nutné mit dobfe
definované kmeny a znit jejich genofond. V taxonomickém systému se organismy sdruzuji
podle piibuznosti do druhti, coZ je nejnizsi stupen zatfazeni, piibuzné druhy se sdruzuji v rody,
celedé a fady. Rod, Celed’ a fad patii mezi stfedni stupeil a vyssi stupné zarazeni jsou oddéleni
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a tfidy. Kvasinky a kvasinkovité organismy zafazujeme podle taxonomickych pravidel do
nadfiSe (Super-regnum) Eukaryota, fiSe (Regnum) Fungi, odd¢€leni (Superphylum) Eumycota
a tiidy (Phylum) Zygomyceta, Ascomyceta nebo Basidiomyceta [12, 19].

2.2.5 Nejvyznamnéjsi rody kvasinek pri vyrobé vina

Kvasinky hraji dilezitou roli ve vysledném charakteru vina. Vysledny senzoricky profil
vina je vysledkem kombinace aromatickych sloucenin, kterymi jsou pifevaZné estery,
alkoholy, kyseliny, aldehydy a ketony. Tyto liatky pochdzi bud piimo z hroznii podle
konkrétni odrady, nebo vznikaji pii fermentaci ¢i pii procesu zrani. Enologové se jiz dlouhou
dobu zajimaji o ekologii kvasinek kvili velkému vyznamu pfirodni mikrofléry na pribéh a
charakter kvaseni. Znalost kvasinkové mikrofléry je také dulezitd pro sledovani zdroju
kvasinek zpusobujicich kazeni a pro zjistovani dulezitych informaci o pasobeni klimatickych
podminek na mikrofléru. Diky témto studiim se zvysil zdjem o moZnosti pouZiti smiSenych
kultur kvasinek na vyrobu vina zejména kvuli ovlivnéni vznikajictho aromatického profilu.
Nejvice prostudovanymi kvasinkami z pohledu vyroby vina jsou Saccharomyces cerevisiae,
protoZe ty obvykle prevladaji v celém prubéhu alkoholového kvaseni. Pfesto je znimo az 15
dalsich rodd, které mohou byt pfitomny pifi zahdjeni procesu kvaseni a tim pfispivat
k specidlnim charakteristikam jednotlivych druht vin [20, 21].

Rozmanitost a podil raznych kvasinek v hroznovém mostu zavisi na mnoha faktorech, jako
jsou napf. zemeépisné umisténi, klimatické podminky, odrida, fyzické poskozeni zptisobené
plisnémi ¢i Skudci a péstitelské praktiky. Zakladnimi poZadavky na kvasinky pro vyrobu vin
jsou tolerance na pomérné vysoké mnozstvi kyselin a cukrii v hroznovém mostu, dostate¢na
odolnost vuci ethanolu a adaptace na nizké koncentrace oxidu sificitého, ktery je dodavan
jako konzerva¢ni Cinidlo [22, 23].

U vyroby vina spontdnnim kvaSenim, kdy je kvaSeni zprostiedkovdno pouze
autochtonnimi kvasinkami z vinice, bylo zjiSténo, Ze pfevladajicimi kvasinkami na povrchu
bobuli a tedy i na pocatku kvasiciho procesu v moStu jsou kvasinky rodu Hanseniaspora.
DalSimi méné rozsitenymi druhy kvasinek jsou Candida, Brettanomyces, Cryptococcus,
Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Rhodotorula a dal$i. Populace kvasinek Saccharomyces
cerevisiae je v hroznové §tave z pocatku pomérné nizka. V prubéhu kvaseni, kdy se sniZuje
obsah zivin a vzrustd mnoZstvi ethanolu, se zvySuje selektivita média. MnoZstvi ne-
Saccharomycetnich kvasinek pfitomnych v hroznovém moStu zacind pfiblizn€ v poloviné
fermentace, kdy obsah ethanolu piekro¢i 5 — 7 %, postupné klesat. V této fazi spontanniho
kvaSeni se tedy kvasinky rodu Saccharomyces stivaji dominantnimi a dokoncuji kvaseni.
SniZovanim teploty fermentace pod 15°C lze dosdhnout lepsi adaptace na ethanol nekterych
jinych druht kvasinek, jako jsou napt. Hanseniaspora a Candida, coz vyznamné prispiva
k senzorickym vlastnostem vina [21, 22].

2.2.51 Rod Brettanomyces

Tento rod predstavuje asexudlni formu rodu Dekkera. Kvasinky rodu Dekkera vytvari
pohlavni askospory, kdezto kvasinky rodu Brettanomyces se rozmnoZzujici pucenim. Poprvé
byl vydan prehled o rod€ Brettanomyces v roce 1940 Custersem. Kvasinky tohoto rodu maji
kulovité, elipsoidni, ale né€kdy aZz protdhlé buinky. Vytvaii bud pseudomycelium, nebo
jednobunécéné mycelium bez piehrdde€ného déleni. V aerobnich podminkich produkuji
z glukézy velké mnozstvi kyseliny octové a vytvaii charakteristickou vuni. Nékteré kvasinky
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tohoto rodu, napt. Brettanomyces bruxellensis, jsou spojovany s nezddoucimi zmeénami ve
vin€ zejména v procesu zrani. Vytvaii fenolické slouceniny 4-ethylfenol, 4-ethylguaiacol a 4-
ethylkatechol, které jsou zdrojem silného aroma a zluklé chuti pfipominajici kotisky pot nebo
spaleny plast [5, 19].

2.2.5.2 Rod Candida

Nézev Candida byl odvozen od latinského slova candidus, coZ znamend bily. Jednd se o
rozséhly rod kvasinek s mnoha druhy a velmi rozmanitymi tvary bunék. Kvasinky tohoto rodu
se rozmnozuji z pravidla multipoldrnim pufenim. Pfi nedostatku Zivin a pii nevhodnych
kultivacnich podminkdch vytvaii pseodomycelium, ale askospory nevytvdii. Tento rod
zahrnuje jak druhy saprofytické, tak i potencidlné patogenni, které mohou zpusobit mykoticka
onemocnéni [19, 24].

2.2.53 Rod Hanseniaspora

Buiikky maji tvar citronovity, ovalny az protdhly. Kvasinky rodu Hanseniaspora se
rozmnoZzuji puCenim a zpravidla se vytvéii dobfe vyvinuté pseudomycelium, jen né€kdy se
tvoii zarode¢né mycelium nebo se netvoii vibec. Pfi pohlavnim rozmnoZovani tvofi tfi typy
askospor — klobouckovité, kulovité s hladkou sténou a kulovité s bradavicnatou sténou. Tyto
kvasinky zkvaSuji sacharidy, neasimiluji nitrat a pro sviij metabolismus potiebuji v prostiedi
pfitomnost inozitolu a pantotendtu [19].

2.2.54 Rod Kluyveromyces

Druhy kvasinek rodu Kluyveromyces se puvodné zarazovaly do rodu Saccharomyces, ale
podrobnéjSim zkoumédnim se dokdzalo, Ze se odliSuji morfologickymi i fyziologickymi
vlastnostmi. Tyto kvasinky proti kvasinkdm Saccharomyces maji mensi a jemnéjsi buriky a

snadng&ji tvori pseudomycelium. Dal$im rozdilem je utilizace vétsi Skaly sacharidl, avSak
zvladaji vytvofit pouze 4 — 4,5 % ethanolu a navic produkuji ethylacetat [12, 19].

2.2.5.5 Rod Pichia

Rod Pichia patii mezi rody s nejvétsim poctem druht. Jsou to obvykle kvasinky s nizkymi
kvasnymi schopnostmi. Fermentuji bud’ pouze glukézu, nebo u nich fermentace neprobihd.
Maji obvykle protdhlé vegetativni buriky a tvoii pseudomycelia. Spory maji kloboukovity,
kulaty, saturnovity nebo hranaty tvar. Ve vin€ i jinych tekutinich mohou nékdy na povrchu
vytvaret vzlinavou blanku zvanou kiis. Pfi vyrobé vina je jejich vyznam zejména v ranych
stadiich kvaSeni, kdy produkuji charakteristické aromatické l4tky. Nékteré kmeny se vyuZivaji
napfiklad pfi vyrobé fermentovanych syra [24, 25].

2.2.5.6 Rod Rhodotorula

Nazev Rhodotorula pochézi z feckého slova rhodeos, znamenajiciho riZovy a latinského
slova torulus, které se prekladd jako hrbolek. Tento rod tvoii fermentané neaktivni kvasinky,
to znamend, Ze nezkvasuji Zadné cukry. Maji vSak velmi dobfe vyvinuty pentézovy cyklus pro
vyuziti glukézy. Jednd se o kvasinky obsahujici karotenoidni barviva, kterd vytvaii oranZzové
az Cervené zbarveni kolonii. Karotenoidni barviva je chrdni pted uc¢inkem ultrafialové slozky
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slune¢niho zéfeni, proto se vyskytuji Casto v ovzdusi. Buriky rodu Rhodotorula jsou kulovité
a netvoii pseudomycelium [12, 19, 24].

2.2.5.7 Rod Saccharomyces

Nézev vznikl z feckych slov sakcharon, coz znamena cukr a mykés preloZeno do CeStiny
znamenda houba. Zastupci rodu Saccharomyces byly vubec prvnimi objevenymi kvasinkami
vroce 1838. Kvasinkové builkky se vyznaCuji kulatym, ovédlnym i protdhlym tvarem.
Vegetativné se rozmnozuji multipoldrnim pufenim a vegetativni stadium buné€k je aZ na
vyjimky diploidni. Mezi bufikami dochazi také ke konjugaci za vzniku kulatych pohlavnich
spor s hladkym povrchem. Kvasinky rodu Saccharomyces velmi bouflivé zkvasuji sacharidy a
neutilizuji nitréty.

Saccharomyces cerevisiae — druhové jméno pochdzi s latinského slova cerevisiae
pieklddané jako pivo. Saccharomyces cerevisiae patii k velmi rozSifenym kvasinkdm
v pfirodé a jsou nepatogenni. Jsou to kvasinky, které byly dikladné studovany a casto
pouzivany jako modelovy organismus k fyziologickym a genetickym vyzkumtm. Maji dobré
fermentacni schopnosti a vyuZivaji se kromé vinafstvi 1 v pivovarnictvi, lihovarnictvi a
pekatstvi [19, 24].

2.2.5.8 Rod Saccharomycodes

Podobné jako Saccharomyces patii mezi rody kvasinek vyznacujici se silnymi
fermentacnimi schopnostmi. Kvasinky rodu Saccharomycodes vytvaii velké diploidni
citronovité nebo protahlé buiky. Vegetativni rozmnoZovani probihd bipoldrnim pucenim, kdy
je pupen s matetfskou burikou propojen Sirokym krékem a poté se oddé€luje prehradkou,
pfiCemz kvasinky mohou pucet na obou pdlech soucasn€. Pfi pohlavnim rozmnoZovani se
vytvaii viecka se Ctyfmi kulovitymi sporami s hladkou sténou, které se po vykli¢eni hned
spojuji, takZe u nich vibec nelze pozorovat haploidni vegetativni fazi [19, 24].

2.2.59 Rod Schizosaccharomyces

Zvl1astnosti tohoto rodu je, Ze se tyto kvasinky jako jediné rozmnoZzuji stejné jako bakterie
deélenim. Bunky téchto kvasinek maji obdélnikovy tvar a netvofi mycelium. Charakte-
ristickym znakem je tvorba askospor. Ve vinafstvi se vyuZivaji k odkyselovadni vin, protoze
dovedou metabolizovat pfitomnou kyselinu vinnou a jable¢nou [24].

2.2.6 Autochtonni kvasinky

Pouziti vybranych komerc¢nich kvasinek Saccharomyces cerevisiae pro vyrobu vina je proti
tradi¢nimu zpasobu spontanni fermentace vyhodné. Obvykle je kone¢ny produkt kvalitnéjsi
nez vino vyrobené spontinnim kvaSenim, protoZe rozmanitost puvodnich kmeni muze
produkovat vina s odliSnymi vlastnostmi a neni zde zarucen dobry senzoricky profil produktu.
Aby se zabrénilo nepredvidatelnosti spontdnni fermentace moStu, pouZivaji vinafi vySlechténé
kultury ve formé& aktivnich suchych vinnych kvasinek (ASVK). Jejich vyroba a pouZiti se
zacala rozvijet ve Spojenych stiatech americkych jiz pred nékolika desitkami let. Pfidavkem
ASVK se brani rozvoji ne-Saccharomycetnich kultur a vysledkem je produkce senzoricky

reprodukovatelnych, uniformnich, avSak méné zajimavych typt vina [26, 27, 28].
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ASVK jsou velmi dobie pfizpuasobivé na Zivotni prostfedi vinice a vinafstvi a jejich
pouzivani proto muZe mit negativni dopad na biodiverzitu pfirodnich kvasinek v daném
prostiedi. Nekolika studiemi bylo zjisténo, Ze pouZitim ASVK se v prubéhu nékolika let
snizila rtznorodost a vyznam puvodnich kment Saccharomyces cerevisiae ve vinafstvi.
Kromé toho bylo také zjisténo, Ze nekteré komercni kmeny maji tendenci ve vinafstvi
postupné dominovat a pfevzit hlavni dlohu i ve spontanni fermentaci [29].

Nejen z téchto divodid dochdzi v poslednich letech ke zvySovani pouziti vybranych
autochtonnich neboli pivodnich kvasinek pro fizené kvaSeni. Kvasinky izolované piimo
z prostiedi vinice se zdaji byt pro vyrobu vina vhodnéj$i neZ kvasinky zahrani¢ni, protozZe se
predpokliddd, Ze tyto mistni kvasinky budou po zakvaSeni konkurenceschopné a lépe se
aklimatizuji na Zivotni podminky. Vybérem vhodnych autochtonnich kvasinek se také zajisti
zachovani nebo i zlepSeni typickych senzorickych vlastnosti vina produkovaného v daném
regionu [26, 27].

Autochtonni kvasinky izolované z daného regionu mohou tvofit pfidanou hodnotu ve
vinech origindlni certifikace. Vina origindlni certifikace jsou vina, kterd spliiuji zdkonné
pozadavky. Témi jsou napf. vino musi byt vyrobeno na stejném nebo mens$im dizemi, nez je
vinarskd oblast. Vyrobce musi byt Clenem sdruzeni, které je oprdvnéné pfizndvat oznaceni
vina origindlni certifikace. Vino odpovida alespon jakostnim poZadavkam pro jakostni vino a

splituje podminky stanovené v rozhodnuti o povoleni pfizndvat oznaceni vina origindlni
certifikace [47].

2.2.7 Metabolismus kvasinek

Ve vsech zivych organismech probihd neustdld preména latek, kterd zajiStuje dostatecné
mnoZstvi energie a stavebnich latek v bunkach, kvuli zachovéni jejich zivotnich funkci.
Syntéza a rozklad chemickych latek nebo obecné soubor biochemickych reakci v organismu
se nazyvd metabolismus, jehoZ intenzita je u kvasinek zdvisld na vné&jSich podminkéch.
Pfi dostatecném pifsunu Zivin, vhodné teplot¢ a pH prostftedi dochdzi velmi rychle
k chemickym reakcim v metabolickych drahach, které spole¢né umoziiuji butice preZzit, rast a
rozmnozovat se. Pii nedostatku Zivin a nevhodnych podminkdch prostiedi se bunky
nerozmnoZzuji, metabolismus kvasinek se zpomaluje a jeho funkce spociva pouze v uchovéni
Zivotné dulezitych déju.

K ovladani chemickych reakci vyuZziva buiika enzymy, které jednotlivé reakce katalyzuji.
Enzymaticky katalyzované reakce tvoii spojité metabolické drahy, které rozdélujeme do dvou
kategorii. Prvni jsou disimilacni neboli katabolické procesy, zajistujici zisk energie a
stavebniho materidlu odbourdvanim Zivin na mens$i molekuly. Druhym typem procestu jsou
asimilacni neboli anabolické, coz jsou procesy syntézy bunécné hmoty, které vyuZzivaji energii
vytvofenou organismem v katabolismu [12, 17].

2.2.7.1 Zdroje uhliku a energie v hroznovém mostu

Kvasinky obecné¢ jako zdroj uhliku a energie vyuZzivaji rizné monosacharidy, disacharidy a
piipadné€ oligosacharidy. Ne&které kvasinky produkujici extraceluldrni enzymy dokdZou
hydrolyzovat také Skrob. Jako zdroj uhliku v§ak mohou slouZit i dalSi latky jako je ethanol,
methanol, glycerol, laktit apod. [14].

Zralé bobule révy vinné obsahuji znacné mnozZstvi cukru, predevsim glukézu, fruktézu a
také malé mnoZstvi sachar6zy. Tento idedlni zdroj uhliku a energie je pfed kvasinkami a
dal§imi mikroorganismy, které se nachdzi na povrchu bobulek, chrdnén pevnou slupkou.
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PoruSenim slupky pii lisovani dochdzi k uvolnéni glukézy a fruktdzy, pficemZz vyuZivani
glukézy kvasinkami zacind okamzit€, takZe dochdzi k neustdlému zvySovdni pomeéru
frukt6za/glukéza. PriCinou pfednostniho zpracovani glukézy je pfitomnost vétStho mnoZstvi
hexézovych prenaseCi v burikich kvasinek a také mnoZstvi hexokindz, piitomnych
v buiikéch, které prijatou glukézu okamzité fosforyluji [30].

2.2.7.2 Pasteuruv efekt

Vétsina kvasinkovych bunék zpracovdva zdroje uhliku za aerobnich podminek glykolyzou
a navazujicim Krebsovym cyklem a fermentujici kvasinky fermentacni cestou. Miru respirace
aerobnich podminek zpracovéni cukru respiraci. Pfi dostatecném zdsobovéni kyslikem tedy
klesa spotfeba cukru. Tento jev nazyvame Pasteuruv efekt, jehoZ rozsah zdvisi na podilu
respirace a fermentace u konkrétni kvasinky. Témer nevyrazny je u prevdzné fermentujicich
kvasinek, napt. Saccharomyces cerevisiae, ale vyrazn€ se projevuje u kvasinek s pfevazujici
respiraci, napt. Candida, kde muzZe byt fermentace v aerobi6ze inhibovdna az z 95 %.
Vysledkem tedy je zpracovani pyruvitu v Krebsoveé cyklu a potlaeni zpracovani pyruvitu
fermentaci a tedy jeho pfemé&ny na ethanol [14, 31].

2.2.7.3 Custersuv efekt

Naopak u kvasinek rodu Brettanomyces probihd fermentace rychleji za aerobnich
podminek. Tento jev oznacovany jako Custersuv efekt souvisi s produkci velkého mnoZstvi
kyseliny octové témito kvasinkami. Kyselina octovd vznikd oxidaci pyruvdtu pomoci
aldehyddehydrogendzy za soucasného snizovani volného NAD" v systému, takZe dochazi ke
zpomalovani pribéhu glykolyzy. Pii dostatecném mnozstvi kysliku v prostiedi se reoxiduje
NADH; na NAD" v respiraénim fetézci, takze dochdzi k rychlej$imu pribéhu glykolyzy a
nasledného fermenta¢niho procesu [14].

2.2.74 Crabtree efekt

Crabtree efekt neboli katabolickd represe pusobi v opaéném sméru neZ Pasteurtuv efekt.
Jedna se o komplexni projev vlivu glukézy na syntézu a aktivitu enzymu Krebsova cyklu a
slozek respiracniho fetézce, které umoznuji utilizaci jinych zdroji uhliku. To znamend, ze
v ptitomnosti vy$§tho mnoZstvi glukézy v hroznovém moStu, uvadi se 9 g/l, prevazuje i v
aerobnich podminkdch fermentace nad respiraci a je potlaCovdna schopnost vyuZiti jinych
zdroju uhliku neZ glukézy a fruktézy. Tento efekt se tedy s vyhodou vyuziva pii kvaseni vina,
protoZe hroznovy most obsahuje vysokou koncentraci glukézy [31].

2.2.7.5 Ethanolova fermentace

Ethanolova fermentace je anaerobni transformace cukrt, v hroznovém mostu se jedna
pievazng o glukézu a fruktézu, na ethanol a oxid uhlicity. Tuto reakci vyjadifujeme souhrnnou
chemickou rovnici:

C6H1206 —2 CH3CH20H +2 C02

K vyuziti cukrt jako zdroje uhliku a energie je potieba jejich zavedeni do buiky kvasinky
a transformace na meziprodukt schopny glykolytického zpracovani. Glukéza a fruktéza jsou
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transportovany do bunky pomoci pasivni difiize nebo aktivniho transportu pomoci prenasecu
ptes cytoplazmatickou membranu. Jakmile jsou uvnitf buriky, jsou fosforylovany ptisobenim
nekolika specifickych kindz, které katalyzuji prvni nevratny krok glykolyzy. Hexokindza je
relativné nespecificky enzym, ktery prendsi fosfitovou skupinu mezi molekulami ATP a
riznymi hexézami, glukokindza vyuzivd jako substrat gluk6zu nebo manézu. Timto
zpusobem vznikd z glukézy glukéza-6-fosfat, kterd je dilezitym metabolitem v systému
odbouravani cukrii v metabolismu (viz obrazek 6). Tato reakce sice spotiebovavd ATP, ale
udrZzuje nizkou koncentraci glukézy a fruktézy uvniti buiiky, takZe zabezpecCuje jejich
kontinudlni transport pfes cytoplazmatickou membréinu z vnéjsiho prostfedi [18, 30, 31].

GLUf{OZA FRUKTOZA

FRUKTOZA

GLYKOGE;\-‘x i l

GLUKOZA 6P & FRUKTOZA-6-P

GLUKOZA

TREHALOZA

PENTOZOVY \ /

CYKLUS BUNECNA STENA

Y\

NUKLEOTIDY AROMATICKE
AMINOK YSELINY

GLYKOLYZA

ETHANOL

Obrdzek 6: Ustiedni role glukéza-6-fosfdtu v metabolismu sacharidii u kvasinek [30].

Fosforylace glukézy na glukéza-6-fosfat je prvnim krokem glykolyzy. Slovo glykolyza
pochédzi z feckych slov glucus, coZ znamend sladky a lysis, pfekldddno jako rozpad.
Glykolyticka drdha je systém 11 postupnych chemickych reakci, ktery odbouravd glukézu za
vzniku 2 molekul pyruvatu a odehrava se ve vétSiné organismu v cytoplazmé. Glykolyza
celkové zahrnuje vklad 2 molekul ATP pro vznik fosforylované slouceniny fruktéza-1,6-
bisfosfatu, kterd je ddle rozsSté€pena na dvé jednotky C;. Volnd energie vznikajici pfi oxidaci
meziprodukti se ukladd do makroergickych sloucenin, které se poté vyuzivaji na fosforylaci
molekul ADP na ATP. Celkova reakce glykolyzy je:

gluk6za + 2 ADP + 2 P; + 2 NAD" — 2 pyruviét + 2 ATP + 2 NADH + 4 H" + 2 H,0.

Samotnd alkoholova fermentace je reakce, kdy je za anaerobnich podminek regenerovan
redukovany kofaktor NADH, aby mohla pokracovat glykolyza. Jak jiZz bylo zminéno,
podstatou reakce je pfeméena pyruvitu a produkce ethanolu a oxidu uhlicitého. Fermentace
probihd ve dvou krocich. Prvni reakce je dekarboxylace pyruvdtu pomoci pyruvat-
dekarboxyldzy na acetaldehyd za vzniku oxidu uhli¢itého. Druhym krokem je redukce
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acetaldehydu na ethanol katalyzovand alkoholodehydrogendzou za soucasné oxidace
redukovaného kofaktoru NADH na NAD", ktery se vraci do glykolyzy. Celkovy energeticky
ziskem anaerobnim odbourdnim hexd6zy jsou tedy 2 molekuly ATP (viz obrazek 7) [18, 31].
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Obrdzek 7: Fermentace pyruvdtu na ethanol a CO, [34].

Teoreticky vytézek alkoholové fermentace je 51,1 %, coZ znamend, Ze ze 100 g cukru
vznikne 51,1 g ethanolu. V praxi se v§ak dosahuje vysledkt pouze 47 az 48 g. Produkce oxidu
uhlic¢itého je nebezpecnd v piipadé neodvétrdvaného sklepa, kde hrozi nebezpeci jeho
nadychdni, pficemzZ smrtelnd koncentrace tohoto plynu je 18 % obj. [6, 32].

KvaSeni vinného mosStu bylo tradi¢n€ provddéno ve velkych dfevénych kddich nebo
v betonovych nadrzich, ale v dneSni dobé je vinafi ¢asto nahrazuji nerezovymi tanky, které se
snadno sanituji a maji dobré zafizeni pro fizeni teploty a ostatnich parametri. Bild vina
obvykle kvasi pfi teploté 10 — 18°C po dobu 7 — 14 dni, pficemZ nizkd teplota a pomald
fermentace uruji mnoZstvi piftomnych aromatickych litek. Cervend vina kvasi piiblizné
7 dni pfti teplote¢ 20 — 30°C, kde je vysokd teplota nezbytnd pro extrakci barviv ze slupky
hroznu [33].

2.3 Identifikace kvasinek

Diive, nez byly objeveny a pouzivany molekularni metody identifikace mikroorganismd,
se pro identifikaci jednotlivy druhti a kmenu kvasinek vyuzivaly tradi¢ni metody zalozené na
zaklade sledovani fyziologickych a morfologickych vlastnosti. Tradi¢ni zptasob je vSak velmi
pracny a Casove€ ndroCny, zahrnuje izolaci, kultivaci a sloZitou charakterizaci jednotlivych
druht. Problémem tradi¢niho zpisobu identifikace kvasinek ve vinech je také pfitomnost tzv.
vitdlnich, ale nekultivovatelnych neboli VBNC (,,viable but non-culturable*) kvasinek, coz je
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stav zpusobeny stresovymi faktory, jako jsou napf. teplota, stafi kultury a obsah kysliku
v médiu. Kvasinky ve stavu VBNC jsou tedy Zivotaschopné a vykazuji detekovatelnou
metabolickou aktivitu. Nelze je vSak nakultivovat a tradiénimi metodami je nelze spravné
detekovat, coz vede k chybnym vysledkim identifikace [22, 35, 36].

V posledni dobé byly vyvinuty metody na zdkladé analyzy celkového mnozstvi proteint
v buiice nebo analyzy mastnych kyselin pfitomnych v bufice plynovou chromatografii.
Nicméné reprodukovatelnost téchto analytickych technik je problematickd, nebot v mnoha
piipadech zdvisi na fyziologickém stavu buriky [22].

Proti tomu techniky vyuzivajici molekuldrni biologie jsou povaZovdny za dobrou
alternativu  k tradicnim metoddam identifikace mikroorganismui, protoZe jsou schopny
identifikovat genom nezdvisle na fyziologickém stavu bun¢k [22].

2.3.1 Izolace DNA

Izolace DNA je proces separace a koncentrace DNA z bunék, tkdni nebo konkrétnich
prostiedi. Je prvnim krokem pro identifikaci kvasinek pomoci PCR technik. Je dulezité
zajistit, aby se izolace DNA provadéla z Cisté kultury. Z mikrobidlni populace ziskané bud’
pfimo na vinici, nebo z hroznového mostu se Cistd kultura izoluje postupnym zied’ovacim
zpusobem tak, aby se kolonie rozmnozovaly z jedné buriky. Také samotnd izolace DNA jiz
precisténé kultury musi byt provadeéna tak, aby byl vzorek Cisty a obsahoval pouze molekuly
DNA jednoho druhu kvasinek. Na zdkladeé chemickych vlastnosti deoxyribonukleové kyseliny
se jeji izolace provadi bud’ fenol-chloroformovou extrakci nebo pomoci komercnich setl
urcenych pro izolaci DNA [16, 37, 38].

2.3.2 Technika RFLP-PCR pro taxonomické zarazeni kvasinek

Molekuldrni technika taxonomického zatrazeni mikroorganisma se skladd z polymerdzové
fetézové reakce a restrikéni analyzy. Velikost amplikonu po PCR je prvnim znakem urcitého
druhu kvasinek a pomoci restrikénich analyz jednotlivymi restrikénimi endonukledzami
ziskame specifické délky fragmentd, podle kterych lze kvasinky zaradit [4].

2.3.2.1 Polymerazova retézova reakce

PCR je zkratka pro polymerdzovou fetézovou reakci, kterd predstavuje amplifikaci
(kopirovani) urcitého dseku DNA in vitro termostabilni DNA polymerdzou. PCR byla
zavedena vroce 1985 Kary B. Mullisem. Je mozné amplifikovat dseky DNA dlouhé az
stovky bazi, pficemz k vytvofeni miliont kopii daného tseku DNA dochédzi béhem nékolika
hodin. Kopirovany usek se nazyva amplikon a je pro amplifikaci oznafen dvojici primeru.
Primery jsou oligonukleotidy, které specificky nasedaji na komplementarni casti tepelné
denaturované dvousSroubovice templitové DNA. DNA polymerdza poté syntetizuje
komplementarni vldkno k amplikonu [4, 39].

Celd reakce probihd in vitro, kde se vzorek DNA inkubuje s DNA polymerdzou, volnymi
nukleotidy a dvojici primerta. PCR obvykle probihda ve 25 — 45 teplotnich cyklech, které
zahrnuji denaturaci DNA, pfipojeni primerti a naslednou polymeraci DNA polymerdzou.
Vysledkem kaZzdého cyklu je dvojndsobné mnoZstvi amplifikovaného dseku DNA, takze s
kazdym dal$im cyklem vzrusta jeho pocet exponencidlné [18, 22].
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Uvodnim krokem je po&iteéni denaturace dvousroubovice molekuly DNA neboli jeji
oddeleni na dvé samostatnd vldkna, na kterd se mohou pfipojit primery. Denaturace probiha
pti teploté 94 — 95°C po dobu nékolika minut. Déle nasleduje opakovani teplotnich cykld,
pfiCemZ prvnim krokem je vzdy denaturace pii 94 — 95°C, kterd trva krat$i dobu neZ dvodni
nékolika minutova denaturace. Tento prvni krok opakujicich se cykld obvykle netrva déle nez
1 minutu.

Druhym krokem cyklu je specifické pfipojeni primerd na mista ohranicujici amplikon
z obou stran. Teplota pfipojeni primerd se pohybuje mezi 45 — 65°C. Jednim z divodu
Sirokého rozmezi teplot je rozdilnd procentudlni ptfitomnost bdzi guaninu a cytosinu
v primerech. PriCemzZ pii vyS$§$im procentudlnim zastoupeni C a G bdzi v primeru je potieba
vyS8i teplota pfipojeni, aby se zabranilo nekomplementarnimu nasednuti primert k
templatovému fetézci DNA. Nekomplementarni nasednuti primerti by v dusledku znamenalo
vnik nespecifickych produkti PCR. U identifikace kvasinek se obvykle pouZzivaji primery
ITS1 a ITS4, jejichZ teplota pfipojeni se pohybuje kolem 58°C a tento krok trvé pfiblizné 1
minutu.

Ttetim krokem cyklu je samotnd polymerdzovd reakce, kterd probihd pfti teploté 72°C a
doba polymerace se vkazdém cyklu pohybuje okolo 2 minut. Jak jiZz bylo zminéno,
polymeraci vznikd komplementarni vldkno DNA k amplikonu prodluzovanim primert
pridavanim volnych nukleotidi ve sméru od 5" ke 3” konci. Kvuli vysoké teploté denaturace
DNA se vyuZzivd termostabilni 7aq polymerdza izolovand z termofilni bakterie Thermus
aquaticus. Kdyby dochédzelo k denaturaci enzymu, ktery polymerdzovou reakci katalyzuje,
musel by se pfi kazdém cyklu opé&tovné doddvat. Proto se vyuzivd Taq polymeraza, kterd si
udrZuje aktivitu i pfi teplotdch kolem 95°C.

Dalsi cyklus zacind opét denaturaci DNA dseki a to vcCetné nové vytvofenych
v predchézejicim kroku [5, 20, 22, 37].
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Obrdzek 8: Prvni cyklus polymerdzové rFetézové reakce [34].
2.3.2.2 Restrik¢ni analyza

RFLP neboli délkovy polymorfizmus restrikénich fragmentl je metoda identifikace
mikroorganismi. Je zaloZend na existenci specifickych enzymi nazyvanych restrikéni
endonukledzy, které St€pi DNA podle specifickych sekvenci v tzv. restrik€nich mistech. Pro
restrikéni analyzu se Casto pouZzivd amplifikovandi DNA pomoci PCR kvuli vysokému
mnozstvi stejného useku DNA. Restrikéni mista na DNA, ve kterych restrikéni endonukledzy
Stépi, jsou obvykle kratkd a obsahuji 4 — 8 nukleotidovych part, takZe je pomérné velka
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pravd&podobnost vyskytu téchto mist v riznych molekuldch DNA. Stépenim DNA pomoci
jednoho enzymu vznikaji v kazdé analyze dané molekuly DNA stejné specifické fragmenty,
podle kterych se dany mikroorganismus identifikuje. Tyto fragmenty jsou stejné jako
produkty PCR vyhodnoceny pomoci gelové elektroforézy.

Restrik¢ni endonukledzy jsou izolovany z riznych mikroorganismu, prevazné z bakterii, a
jejich nizev je vidy sestaven z prvniho pismene rodu a prvnich dvou pismen druhu, ze
kterého byl dany enzym izolovéan. Dnes jiZ bylo charakterizovdno vice nez 400 restrikcnich
endonukledz, které Stépi molekuly v riznych specifickych mistech [17, 40, 41].

Pro identifikaci kvasinek se vyuZivaji restrikCni endonukledzy napt. Haelll, kterd je
izolovana z Haemophilus aegypticus a Hinfl izolovand z Haemophilus influenzae [5].

misto stépeni ) )
kostra cukernych fosfatd

Obrdzek 9: Rozpozndvaci a stépend nukleotidovd sekvence restrikcni endonukledzy
Haelll [34].

2.3.3 Identifikace iseku DNA pomoci gelové elektroforézy

Elektroforéza patii mezi separacni elektromigracni techniky, které vyuZivaji k rozdéleni
vzorkl pohyb nabitych ¢astic v elektrickém poli. Pokud jsou Castice nesouci naboj rozpustény
v elektrolytu a jsou umistény do elektrického pole, zacnou se posunovat konstantni rychlosti
odpovidajici velikosti jejich ndboji. Anionty se budou pohybovat k anodé a kationty ke
katod€. Musime vzit v Gvahu, Ze pohybujici se Castice jsou vystaveny pii prichodu prostiedim
odporu sil vnitiniho tfeni. Cim jsou &éstice v&t¥ a jejich ndboj je mensi, tim se jejich mobilita
sniZzuje a naopak. Dobré separace liatek ze sméesi dosdhneme pouze tehdy, pokud tyto latky
mayji rozdilnou elektroforetickou mobilitu [42].

K rozd€leni, identifikaci a purifikaci dseku DNA, tzn. PCR produkti a restrikénich
fragmentt, se pouziva gelova elektroforéza s uzitim agarozového nebo polyakrylamidového
gelu. Typ a koncentrace gelu, které zajistuji rtiznou velikost port, se voli podle raznych
molekulovych hmotnosti separovanych fragmentdt DNA. Vhodné napéti a doba trvani
elektroforézy se voli podle vzdalenosti elektrod. Molekuly DNA jsou zdporné nabité, takze
putuji ke katode a rozdé€luji se na zakladé velikosti, pficemZ nejmensi molekuly urazi v gelu
nejdelsi vzdalenost. Pro vyhodnoceni jednotlivych separovanych fragmenta se do gelu a pufru
pfiddva ethidium bromid jako interkalacni Cinidlo, které se vdZe mezi vldkna DNA a po
ozafeni UV zdfenim o vlnové délce 260 — 360 nm fosforeskuje. Pro posouzeni velikosti
jednotlivych rozdélenych fragmenti se pouzivaji délkové standarty, coZ jsou komeréné
dostupné smési fragmenti DNA s definovanymi velikostmi. Separované iseky DNA mohou
byt z gelu separovany a pouZity pro dalsi analyzy [37, 42].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie, pristroje a pomucky
3.1.1 Mikroorganismy

Testované kmeny kvasinek pro rozsifeni databdze pochazely ze sbirky mikroorganismu
CCY - Culture Collection of Yeasts, Bratislava, SR: Yarrowia lipolytica (kontaminovana
puda), Yarrowia lipolytica (kukufice), Wickerhamomyces anomalus (list Svestky),
Wickerhamomyces anomalus (kvéty Svestky), Wickerhamomyces anomalus (neznamy pavod),
Zygosaccharomyces balilii (Type), Pichia kudriavzevii (jatra zéby), Pichia kudriavzevii
(kvéty Svestky), Issatchenkia occidentalis (tropické ovoce), Pichia sporocuriosa (plod
Svestky), Pichia scapromyzae (list tifesn€), Pichia manshurica (plod hrusn€), Pichia
manshurica (Japonskd sbirka MO), Pichia membranifaciens (plod Svestky), Pichia
membranifaciens (sediment z jezera), Pichia fermentans (plod hrusky), Pichia fermentans
(voda teky Moravy), Pichia fermentans (voda Morava), Debaryomyces hansenii (kvety
hru$né), Debaryomyces hansenii (plod broskvong), Debaryomyces hansenii (zatravnénd
puda), Torulaspora delbrueckii (dub), Sporobolomyces roseus (voda Morava),
Sporobolomyces roseus (listy javoru), Torulaspora delbrueckii (neznamy puvod),
Torulaspora delbrueckii (nezndamy puavod), Meyerozyma guilliermondii (list jablong),
Hanseniaspora  guilliermondii  (voda z jezera), Hanseniaspora uvarum (hrozny),
Hanseniaspora uvarum (plod jablong).

Vzorky kvasinek pro testovdni byly ziskdny izolaci v obdobi fijna a listopadu 2013
z bilého vina odrudy Veltlinské zelené vypéstované na jizni Moraveé u obce Kobyli a pochazi
z vinafstvi OENOGALA.

3.1.2 Chemikalie

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

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

e Agardza pro elektroforézu DNA (Serva Biotech, Némecko)

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

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

odNTP mix (Kapa Biosystems, USA)

eEthanol bezvody pro UV spektrometrii — C2HsOH (Mach chemikdlie s. r. 0., CR)
eEthidium bromid (Serva Bitech, Némecko)

eKomeréni sada Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon)
oKyselina propionova (Raechim, Rusko)

eNandSeci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

eParafinovy olej

ePrimery ITS1, ITS4 (Kapa Biosystems, USA

eQuant-iT™ ds DNA HS Assay Kit 0,2 — 100 ng

eRestrikéni endonukleasy — Haelll, Hinfl, Hhal, Msel (BioLabs, TaKaRa)
eSladina (pivovar Starobrno s.r.o., CR)

eSterilni a deionizovand voda

eStreptomycin sulfat (Himedia, Indie)

®Taq DNA polymeriza (Kapa Biosystems, USA)

eCH3COONa, EDTA, H3BO3, HCI, NaOH, Na2CO3, Tris
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3.1.3 Pristroje a pomucky

e Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
eBakteriologické klicky

*Bunicita vata

eBunsenuv kahan

eCentrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Némecko)
eElektroforetickd vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.0., CR)
eExsikator

e[aboratorni sklo

e[ednice a mrazak k uchovani vzorkii DNA

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

sMikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Némecko)
eMikrovlnn4 trouba ETA 1195 (CR)

eMikrozkumavky Eppendorf

eMinicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.o0., CR)
eNanoPhotometertv UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)
eParafilm (American Nacional Cantv, USA)

*PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

ePlastové Petriho misky

ePredvizky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
eSusarna (Binder, Némecko)

eSterilni box pro mikrobiologickou praci

eTermocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA)
eTermostat IP 100-U (LTE SCIENTIFIC, Velka Britanie)
eTransluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

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

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

3.2 Kultiva¢ni média a pouZité roztoky
3.2.1 Priprava kultivacniho média

Kultivaéni médium pro izolaci a mnoZeni kultur kvasinek bylo pfipraveno ze sladinového
extraktu. Sladinovy extrakt je sirupovitd kapalina, kterd se ziskdvd extrakci z jeCmenného
sladu ve vodé€. 200 ml sladiny z pivovaru bylo nalito do odmérného vélce o objemu 500 ml,
roztok byl zfedén vodou na cukernatost 7°CSN a pH roztoku bylo upraveno na 6,8
uhli¢itanem sodnym. Upraveny roztok byl nalit do Erlenmayerovych banék a do nich byla
pfiddna agaréza v koncentraci 1 — 3 % hm. Vznikld smés byla varem promichdna a poté
20 minut sterilizovdna. Pfipravené kultivatni médium bylo v mnozZstvi ptiblizn€ 15 ml nalito
do Petriho misek do vysky 3 —5mm. Do zkumavek bylo pro pfipravu Sikmych agart
pipetovdno mnozZstvi sterilntho média odpovidajici %4 objemu zkumavky [16].

3.2.2 Priprava kultivacniho média s antibiotikem a kyselinou propionovou

Na pripravu deseti Petriho misek s kultivatnim médiem bylo pfipraveno antibiotikum
streptomycin sulfdt v ddvce 80 pg/ml. Bylo navdzeno 0,12 g streptomycin sulfatu a navdzené
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mnoZzstvi rozpusténo v 10 ml destilované vody. Pfipraveny roztok antibiotika byl pfiddn do
150 ml sterilniho kultivaéniho média v Erlenmayerové baiice. Dale bylo navdZeno 0,375 g
kyseliny propionové a toto mnozstvi bylo také pridano do kultivacniho média. Takto
pfipravené médium bylo rozlito do Petriho misek [16].

3.2.3 Priprava ethidium bromidu

Pro pfipravu zasobniho roztoku EtBr bylo navdzeno 10 mg EtBr do mikrozkumavky
Eppendorf a navdzené mnozstvi bylo rozpusSténo v 1 ml destilované vody. Takto pfipraveny
roztok EtBr byl pouzit pro vizualizace fragmenti na gelu [43].

3.24 Priprava 10xTBE pufru

Pro ptipravu zdsobniho roztoku TBE pufru byl nejdfive nachystdn 0,5 M roztoku EDTA
tim zpusobem, Ze bylo navdZeno 9,36 g EDTA. NavaZené mnozZstvi bylo prevedeno do
kadinky, bylo pfiddno 20 ml destilované vody a upraveno pH na hodnotu 8 koncentrovanym
roztokem NaOH. Tato smés byla 30 minut rozmichdvédna na elektrické michacce do dplného
rozpu$téni EDTA. Tento roztok byl pfeveden do odmérné baiiky o objemu 50 ml a byl
doplnén po rysku destilovanou vodou. Z promichaného roztoku bylo odebrano 40 ml a nalito
do 1000 ml odmérné bariky. K roztoku bylo déle pfiddno 108 g Tris a 55 g H3;BOs. Ve bylo
rozpus$téno a doplnéno destilovanou vodou po rysku [43].

3.2.5 Priprava 1xTBE pufru

Pro piipravu 1xTBE pufru, ktery byl pouzit k piipraveé gelt pro elektroforetickou detekci
DNA fragmenti, bylo ze zasobniho roztoku odebrano 100 ml do odmérné baiiky o objemu
1000 ml a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Pro pfipravu vodivostniho pufru pro
elektroforézu bylo k 100 ml I1XTBE pufru pfiddno 100 pl roztoku EtBr [43].

3.2.6 Priprava délkovych standardu 100 bp a 20 bp

Délkovy standard 100 bp byl dodén v pfipravené forme. Na gel byl nanidSen v objemu 3 pl.
Délkovy standard 20 bp byl ptipraven podle doddavaného navodu nasledujicim zptsobem. Pro
ptipravu délkového standardu bylo smichdno 2,5 ul 20 bp DNA, 2,5 ul sterilni destilované
vody a 1 pl nandSeciho pufru doddvaného spolecné s 20 bp DNA. Takto pfipraveny délkovy
standard byl aplikovén na gel v celkovém objemu 6 pl.

3.2.7 Priprava 2% agarozového gelu

Pro elektroforetickou detekci DNA fragment byl pouZzit 2% agarézovy gel piipraveny
z2 g agar6zy smichané se 100 ml 1xTBE pufru v Erlenmayerové barce. Pfipravend smes
byla opakovanym varem v mikrovlnné troubé dokonale rozpustena.

3.2.8 Priprava octanového pufru

Bylo navédZzeno 2,46 g CH3COONa a tohle mnozZstvi bylo rozpuSténo v 7 ml destilované
vodé. Piidavkem koncentrované HCI bylo upraveno pH na hodnotu 5,5. Roztok byl
kvantitativné pfeveden do 10 ml odmérmé bariky a doplnén destilovanou vodou po rysku.
Pripraveny roztok byl uchovavan pfi teploté 4°C [43].
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3.2.9 Priprava 80% ethanolu

1,6 ml 96% ethanolu bylo smichdno s 0,32 ml destilované vody a roztok byl skladovan
pri -20°C.

3.2.10 Priprava PCR smési

PCR smeés pro jeden vzorek byla pfipravena smichdni nésledujicich PCR komponent
v mnozstvi uvedeném v tabulce 1.

Tabulka 1: PCR komponenty pro pripravu PCR smési.

PCR komponenty Objem [pl]
sterilni voda 128,7

pufr 15

dNTP mix 3

primer ITS1 0,6

primer ITS4 0,6

K celkovému mnozZstvi 147,9 ul ptfipravené smési bylo ptiddno 1,5 pul templidtové DNA a
0,6 pl termostabilni Taq polymerdzy. Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zplisobem,
ale misto templatové DNA bylo k reak¢ni smési ptidano 1,5 pl sterilni vody.

3.3 Pracovni postupy
3.3.1 Izolace cistych kultur kvasinek

Vzorky kvasicich most byly odebirany od 23. 10. 2013 do 8. 11. 2013 v pribéhu kvaseni.
Tyto vzorky byly sterilné zfiltrovany. Mikrobiologicky filtraéni papir s odfiltrovanou
biomasou byl vzdy pfesunut na sladinové zivné médium s antibiotikem a kyselinou
propionovou do Petriho misky. Takto naockované Petriho misky byly ponechany n€kolik dni
v termostatu pii 26°C.

Z namnozenych smiSenych kultur z mostu byly izolovany Cisté kultury opakovanym
ztedovanim Kochovou zfed'ovaci metodou a kiizovymi roztéry. Naockované Petriho misky
byly vzdy ponechany v termostatu nékolik dni pfi teploté 26°C kvuli dobrému namnoZeni
kvasinkovych kultur. Pro prvni a druhé fedéni bylo pouZito sladinové Zivné médium
s antibiotikem a kyselinou propionovou pro vylouceni neZddoucich plisni a bakterii. Pro dalsi
ztedovani a mnoZeni bylo pouzito médium bez antibiotika a kyseliny propionové. Proces
fedéni s kiiZovym roztérem a ndslednym namnoZenim odde€lenych kultur byl opakovén
petkrat az Sestkrat. Ziskané Cisté kultury byly zkontrolovany v mikroskopu a byly vylouceny
ziskané bakteridlni kolonie.

3.3.2 Izolace DNA

Izolace kvasinkové DNA byla provedena pouZitim komer&niho setu Ultra Clean ™
Microbial DNA Isolation Kit podle ptilozeného ndvodu k pouZiti.
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Do rozbijeci mikrozkumavky byl pipetovan rozbijeci pufr v objemu 300 pl, ve kterém byly
poté rozsuspendovany dve ockovaci o€ka kvasinkové kultury. K této smési bylo pipetovano
50 wl roztoku MDI1. Mikrozkumavky byly vloZeny v horizontdlni poloze do adaptéru vortexu
a 10 minut vortexovdny pifi maximdlni rychlosti. Poté byla smés v mikrozkumavkich
centrifugovédna 1 minutu pii 10000 otdckach a teploté 4°C (vSechny dalsi centrifugace byly
provddény za stejnych podminek). Pfiblizn€ 350 pl supernatantu bylo pfeneseno do Cisté
mikrozkumavky a bylo knému pfiddno 100 pl roztoku MD2. Tato smeés byla kratce
promichdna na vortexu a inkubovana 5 minut pfi teploté 4°C. Poté byla smés centrifugovana a
ziskany supernatant (pfiblizné 450 ul) byl opét pfenesen do Cisté mikrozkumavky a k nému
bylo pfiddno 900 ul roztoku MD3 a smes byla kritce zvortexovana. 700 pl pfipravené smesi
bylo pipetovdno na kolonku a centrifugovano. Piefiltrovany roztok byl odstranén a na
kolonku byl pipetovdn zbytek smési a opét zcentrifugovano. Pfefiltrovany roztok byl opét
odstranén a na tutéZ kolonku bylo pfiddno 300 pl roztoku MD4 a kolonka byla
centrifugovéna. Prefiltrovany roztok byl odstranén a kolonka jesSté jednou centrifugovéna.
Kolonka byla poté opatrné pfenesena do Cisté mikrozkumavky a do stfedu bilé membréiny
kolonky bylo pipetovdno 50 pl roztoku MDS5 a zcentrifugovano. Kolonka byla odstranéna a
roztok DNA v mikrozkumavce byl pro dalsi pouZziti uchovén pti — 20°C.

3.3.3 PCR

Z ptipravené PCR smési bylo pipetovdno 147.9 ul (pfiprava viz kapitola 3.2.10) do
mikrozkumavky Eppendorf o objemu 0,5ml a k tomuto mnoZstvi bylo pfidano 1,5 pl
izolované DNA a 0,6 ul Tag polymerizy. Smés byla mirn€¢ zvortexovdna a vloZena do
termocykléru. V termocykléru byla templatovd DNA namnoZena polymerdzovou fetézovou
reakci podle teplotniho a €asového profilu uvedeného v tabulce 2. K amplifikaci v oblasti
5,8S-ITS rDNA byly pouzity primery ITS1 a ITS4. Sekvence jednotlivych primerti jsou
uvedeny v tabulce 3 [25]. Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zpusobem, ale misto
templatové DNA bylo k reak¢ni smési ptidano 1,5 pl sterilni vody.

Tabulka 2: Teplotni a casovy profil PCR.

Jednotlivé kroky Teplota [°C] Cas [min]
Pocate¢ni denaturace 94 4
denaturace 94 1
C;kslﬁ ptipojeni primert 48 0,5
polymerace 72 1
Elongace 72 10

Tabulka 3: PouZité primery a jejich sekvence.

Primer Sekvence
ITS1 5" TCC GTA GGT GAA CCTGCG G 3~
ITS4 | 5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3~
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3.34 PreciSténi PCR produktu

PCR produkt je nutné pred restrikéni analyzou precistit nasledujicim zptsobem. 20 ul
amplifikované DNA bylo smichdno s 2 ul octanového pufru. Smeés byla kritce zvortexovdna a
ke smési bylo pfiddno 60 pl 96% ethanolu, ktery byl vychlazen na teplotu — 20°C. Tato smé&s
se poté centrifugovala 30 minut pfi 4°C a 14000 otdCkach. Supernatant byl dekantovan a
piebyte¢ny roztok byl slit. K supernatantu bylo do mikrozkumavky pipetovdno 60 pl 80%
roztoku ethanolu a obsah byl opét centrifugovan pfi stejnych podminkdch. Supernatant byl
opét dekantovan a zbytek ethanolu v mikrozkumavkédch byl vysuSen v exsikdtoru po dobu
30 minut.

3.3.5 Restrik¢ni analyza

K precisténé DNA bylo pipetovano 13,4 ul sterilni vody, 1,5 pl pufru a 0,1 pl restrikéniho
enzymu. U enzymu Msel byla reak¢éni smés namichdna z 12,4 pl sterilni vody, 1,5 ul pufru,
1 ul BSA a 0,1 pl restikéniho enzymu. PouZitd mnoZstvi jednotlivych sloZek byla zvolena na
zakladé doporuceni od vyrobcu a predchozich zkusenosti. Piipravené vzorky byly inkubovany
pii teploté 37°C po dobu 16 hodin a na zdvér byla teplota zvySena na teplotu denaturace
enzymu na 20 minut. Vlastnosti jednotlivych restrikénich endonukledz, které byly pro
taxonomické zafazeni kvasinek pouZity, jsou uvedeny v tabulce 4. Restrikéni fragmenty byly
poté podrobeny elektroforetické detekci.

Tabulka 4: Vlastnosti pouZitych restrikcnich endonukledz.

%{ozpoznévaci ‘
(;lezl?i?ﬁf Producent enzymu e Ill;\lszkveml tirfl‘;lgic‘e tin[a‘l’(g]ace
5" -3 16 hodin | 20 minut
37«57
Haelll Haemophilus aegypticus gng gg 37 80
Hinfl Haemophilus influenzae g*ﬁ?g 37 80
Hhal Haemophilus haemolyticus g?gég 37 80
Msel Micrococcus species if’ééf 37 65
3.3.6 Elektroforeticka detekce PCR produktu a restrik¢nich fragmentu

PCR produkty i restrikéni fragmenty byly detekovdny pomoci horizontdlni elektroforézy
na 2% agar6zovém gelu. Podle poctu analyzovanych vzorkt byly pouzity ruzné velikosti
elektroforetickych van. Gel na velkou vanu (50 jamek) byl pfipraven v objemu 100 ml, gel na
stredni vanu (20 jamek) v objemu 60 ml a na malou vanu (14 jamek) v objemu 40 ml. Ke gelu
byl pfidan ethidium bromid v objemu odpovidajicim 1/10000 objemu gelu.

34



Vzorky byly na gel nandSeny tak, Ze byl smichdn 1 pl nanaSeciho pufru s 5 pl vzorku a 5 pl
této smesi bylo pipetovdno do jamky na gelu. Negativni kontrola u PCR byla nanesena
stejnym zpusobem. Pozitivni kontrola k restrik¢éni analyze byla provedena tak, Ze byl nanesen
PCR produkt shodujici se s délkou amplikonu, ktery byl pro restrikéni analyzu pouZzit. Do
okrajovych jamek na gelu byl nanesen délkovy standard 100 bp pro detekci PCR produkti
vobjemu 3 pl. Pro detekci restrikénich fragmentt byl pouzit délkovy standard 100 bp
v uvedeném mnoZstvi 1 délkovy standard 20 bp v objemu 6 pl.

Déleni fragmentd probihalo ve velké elektroforetické vané pii konstantnim napéti 60 V po
dobu 3 hodin. Ve stfedni vané probihala detekce pfi konstantnim napéti 55 V 3 hodiny a
v malé vané pii konstantnim napéti 55 V po dobu 2,5 hodin.

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen do translumindtoru a pod UV svétlem byl gel
vyfotografovdn nainstalovanou kamerou a snimek byl uloZen do pocitace pro pozdejsi
zpracovani.

3.3.7 Zpracovani vysledku v programu BioNumerics

V programu BioNumerics byly na zdkladé UPGMA (unweighted pair-group average)
shlukové analyzy vytvofeny dendrogramy genetické podobnosti identifikovanych kvasinek.
Klastrova analyza neboli analyza shluk patii mezi metody, které se zabyvaji rozdélenim
vétstho mnozstvi proménnych do tfid Cili shlukd podle jejich podobnosti. V biologii se
vyuziva k taxonomickému zafazeni organismud, v mediciné analyza shlukd identifikuje
nemoci a jejich stddia. Soubor dat je rozdé€len na shluky vzdy pouze s ohledem na urcité
znaky. V programu BioNumerics se jednd o velikosti oznaCenych fragmenti na
elektroforetickych gelech.

V piipadech, kdy porovndvané objekty maji hodnocené znaky nemetrického charakteru,
vyuziva klastrovd analyza koeficienty podobnosti. Pfi hodnoceni genetické podobnosti
identifikovanych kvasinek byl vyuzit Jaccardiv koeficient:
_ a
Ca+b+c+d’
kde a, b, ¢, d predstavuji pocty shodnych znaka.

V programu BioNumerics se hodnoti genetickd podobnost na zdkladé metody UPGMA
klastrové analyzy, coZ je nejjednodussi metoda, jak ziskat fylogenetické stromy. Metoda
UPGMA neboli metoda primeérné vzdalenosti bere za vzdalenost mezi dvéma shluky primeér
vzdalenosti mezi vSemi pary objektd téchto shlukd. Vysledkem je, Ze taxony, které jsou si
nejvic podobné, budou mit mezi sebou nejkratsi vzdalenost. Timto vznik4 grafické zpracovani
hierarchicky uspofadanych shlukt ve formé dendrogramu [44, 45, 46].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Identifikace kvasinek izolovanych z vina

Cilem prace bylo identifikovat a taxonomicky zafadit kvasinky izolované z bilého vina
odrady Veltlinské zelené a sledovat vliv autochtonni kvasinky na vino v pribéhu kvaseni.
Sledované vino pochdzelo z vinafstvi OENOGALA, ptfi¢emZ hrozny pouZité na jeho vyrobu
byly vypéstoviany u obce Kobyli na jizni Moravé a byly sklizeny dne 19. 10. 2013.
Ve vinaistvi OENOGALA byla v ptredchozich letech izolovdna autochtonni kvasinka, kterou
byl pfipraveny moSt Veltlinského zeleného zaoCkovdn. Tato kvasinka byla taxonomicky
zatazena, jednd se o Saccharomyces cerevisiae. Jeji vlastnosti a schopnost kvaseni vinného
mostu vSak pfed touto studii jeSté nebyly sledovany.

4.1.1 Kultivace kvasinkovych kultur

Vzorky mostl pro izolaci a naslednou identifikaci vSech pfitomnych kvasinek byly
odebirany do sterilnich lahvi o objemu 500 ml v prabéhu kvaseni od zakvaSeni dne
23.10.2013 do8.11.2013. Dny, kdy byly jednotlivé odb&ry provedeny, jsou uvedeny
v tabulce 5. Experiment tedy sledoval pfitomnost kvasinek ve vin€ v kvasném procesu po
dobu 17 dni. KvaSeni probihalo v objemu 6001 pfi teplot¢ vrozmezi 17°C az 21°C.
Odebirané vzorky byly sterilné ptefiltroviany pfes mikrobiologicky filtr a pfefiltrované mosty
byly uchovany v mraznicce pii —20°C pro chemické analyzy. Odfiltrované smé&sné kultury
byly kultivovdny v Petriho miskdch na sladinovém ZzZivném médium s antibiotikem a
kyselinou propionovou v termostatu pii 26°C nékolik dni. Z namnoZenych smésnych kultur
byly ziskdny Cisté kultury kvasinek postupem popsanym v kapitole 3.1.1.

Tabulka 5: Data odbériu vzorkii.

Odbér Datum odbéru
naoCkovani 23.10.2013
1. odbér 24.10. 2013
2. odbér 25.10.2013

3. odbér 29.10. 2013
4. odbér 30. 10. 2013
5. odbér 1.11.2013
6. odbér 4.11.2013
7. odbér 6.11.2013
8. odbér 8.11.2013

4.1.2 Izolace DNA

Pro izolaci DNA z pfeéisténych kultur kvasinek byl pouZit komeréni set Clean™™ Microbial
DNA Isolation Kit a izolace DNA probihala podle pfiloZeného ndvodu, ktery byl popsin
v kapitole 3.3.2. Koncentrace vyizolované DNA byla prumémé 10 — 100 ng/ul. Pro dalsi
pouziti byla izolovand DNA uchovéana v mraznicce pfi teploté¢ —20°C.
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4.1.3 Amplifikace izolované DNA pomoci PCR

Izolovand DNA z Cistych kvasinkovych kultur byla amplifikovdna pomoci PCR podle
postupu uvedeného v kapitole 3.3.3 za pouziti nespecifickych primerd ITS1 a ITS4. PCR
produkty byly elektroforeticky rozd€leny na 2% agar6zovém gelu. Vyhodnocenim
amplifikovanych fragmentd 5,8S-ITS byly nalezeny tfi skupiny o velikostech 880 bp, 480 bp
a 500 bp. Pro dobré oddéleni jednotlivych fragmenti i délkovych standardi byly dodrzovany
podminky elektroforetické detekce uvedené v kapitole 3.3.6. Porovndnim s databazi typovych
kvasinek bylo zjisténo, Ze u fragmenti délky 880 bp by se mohlo jednat o kvasinky rodu
Saccharomyces a u fragmenta délky 480 bp a 500 bp by se mohlo jednat o kvasinky rodu
Pichia. Délky amplifikovanych fragmentt jednotlivych vzorku jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Velikost amplikonit oblasti 5,8S-1TS jednotlivych kvasinek izolovanych z vina.

Pracovni Odbér Velikost PCR
oznaceni produktu [bp]
22 7 880
28 4 880
24 6 880
46 1 880
49 8 880
50 4 880
53 4 880
55 4 880
56 3 880
57 7 880
19 4 880
47 2 480
51 3 480
52 4 480
23 2 480
21 6 500
30 5 500
25 5 500
29 4 500
54 6 500
20 7 500
26 1 500
27 1 500
48 3 500
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Obrdzek 10: Ukdzka elektroforeogramu PCR produktu ziskany amplifikaci 5,8S-ITS oblasti
kvasinek izolovanych z vina. S99 — délkovy standard 100 bp, ¢isla 46-57 jsou pracovni
oznacent jednotlivych vzorkaii.

4.1.4 Restrik¢ni analyza (RFLP-PCR)

Pro ptresn¢jSi taxonomické zafazeni byly naamplifikované tseky DNA jednotlivych
izolovanych kvasinek podrobeny restrikéni analyze. Pro specifikaci kvasinek izolovanych
z vina byly pouzity 3 restrikéni endonukledzy — Haelll, Hinfl a Hhal. PCR produkty byly
nejprve precistény ethanolem kvili odstranéni nezadoucich slozek a poté byla provedena
restrikéni analyza podle postupu, ktery je uveden v kapitole 3.3.5. Stépeni tiseki DNA na
specifické fragmenty probihalo v termocykleru po dobu 16 hodin pfi teploté¢ 37°C, ktera je
vhodna pro vSechny typy pouzitych restrikénich enzyma.

4.14.1 Restrikéni endonukleaza Haelll

Restrikéni endonukledza Haelll byla prvnim enzymem, kterym bylo provedeno St€peni
PCR produktd. Enzym Haelll rozpoznava a §tépi misto 5° GG|CC 3° DNA. Vzorky po
restrikénim Stépeni byly elektroforeticky detekovany a zjisténé velikosti fragmentt
jednotlivych vzorka po digesci enzymem Haelll jsou uvedeny v tabulce 7. Ukdzka gelu
s rozdelenymi restrikénimi fragmenty tohoto enzymu je na obrazku 11.

Restrikéni analyzou enzymem Haelll byly izolované vzorky kvasinek rozdé€leny do tii
skupin. Prvni skupinou jsou vzorky s délkou PCR produkti 880 bp, jejichz restrikéni
fragmenty po nastipani enzymem Haelll maji délky 310 bp, 240 bp, 170 bp a 130 bp. Dalsi
skupinou jsou vzorky, které mély délku PCR produktti 500 bp a jejich restrikéni fragmenty
maji délky 350 bp, 80 bp a 50 bp. Treti skupinou jsou vzorky s délkou PCR produktd 480 bp
a 500 bp, které nemaji rozpozndvaci misto pro restrikéni endonukledzu Haelll, takZe nebyly
rozdéleny.
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Tabulka 7: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR produktii kvasinek
izolovanych z vina restrikc¢ni endonukledzou Haelll.

Pracovni Odbér Velikost PCR Velikost restrikénich
oznaceni produktu [bp] fragmentu [bp]

22 7 880 310+240+170+130
28 4 880 310+240+170+130
24 6 880 310+240+170+130
46 1 880 310+240+170+130
49 8 880 310+240+170+130
50 4 880 310+240+170+130
53 4 880 310+240+170+130
55 4 880 310+240+170+130
56 3 880 310+240+170+130
57 7 880 310+240+170+130
19 4 880 310+240+170+130
47 2 480 nestépeno

51 3 480 nestépeno

52 4 480 nestépeno

23 2 480 nestépeno

21 6 500 nestépeno

30 5 500 nestépeno

25 5 500 nestépeno

29 4 500 nestépeno

54 6 500 nestépeno

20 7 500 nestépeno

26 1 500 320+80+50

27 1 500 320+80+50

48 3 500 320+80+50

S10046 47 48 49 50 5152 53 S, 54 55 56 57

Obrdzek 11: Ukdzka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR
produktu kvasinek izolovanych z vina pomoct restrikcni endonukledzy Haelll.



4.1.4.2 Restrikcni endonukleaza Hinfl

Dal$im enzymem, ktery byl pouZit pro restrikéni analyzu, byla restrikéni endonukledza
Hinfl. Enzym Hinfl rozpoznava a $tépi misto 5" C|ATC 3” DNA. Zjisténé velikosti fragmentt
jednotlivych vzorkd po Sté€peni enzymem Hinfl jsou uvedeny v tabulce 8. Ukazka gelu
s rozdelenymi restrikénimi fragmenty tohoto enzymu je na obrazku 12.

Restrikéni analyzou pomoci restrikéni endonukledzy Hinfl byly kvasinky izolované z vina
v prubéhu kvaSeni rozdéleny do Ctyf skupin. Prvni skupinou jsou vzorky s délkou
amplifikovaného tdseku DNA 880 bp, ktery se u jednotlivych vzorkdh pomoci enzymu Hinfl
rozStipal na restrikéni fragmenty o délkach 380 bp a 120 bp. Dalsi skupinou jsou izolaty
s délkou PCR produkti 500 bp, které se pomoci enzymu Haelll §tépily a digesci enzymem
Hinfl byly ziskdny fragmenty o délkach 290 bp a 210 bp. Posledni dvé skupiny tvoii vzorky,
které nebyly pomoci enzymu Haelll rozstépeny. Restrikéni endonukledza Hinfl byla schopna
z PCR produktd téchto vzorkd vytvorit specifické fragmenty o délkach 250 bp v jedné
skupiné€ vzorkt a 280 bp a 240 bp ve skupin€ posledni. Ze ziskanych vysledkt tedy mazeme
zhodnotit, Ze restrikcni endonukledza Hinfl poskytla specifictéjsi rozdéleni danych kvasinek
rodu Saccharomyces a Pichia nez restrikéni endonukledza Haelll.

Sio0 4 19 20 21 2223 2425 26 27 282930 4647 48 49 Sy

Obrdzek 12: Ukdzka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR
produktu kvasinek izolovanych z vina pomoci restrikcni endonukledzy Hinfl.
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Tabulka 8: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR produktii kvasinek

izolovanych z vina restrikcni endonukledzou Hinfl.

Pracovni Odbér Velikost PCR Velikost restrikénich
oznaceni produktu [bp] fragmentu [bp]
22 7 880 380+120
28 4 880 380+120
24 6 880 380+120
46 1 880 380+120
49 8 880 380+120
50 4 880 380+120
53 4 880 380+120
55 4 880 380+120
56 3 880 380+120
57 7 880 380+120
19 4 880 380+120

47 2 480 240
51 3 480 240
52 4 480 240
23 2 480 240
21 6 500 280+240
30 5 500 280+240
25 5 500 280+240
29 4 500 280+240
54 6 500 280+240
20 7 500 280+240
26 1 500 290+210
27 1 500 290+210
48 3 500 290+210
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4.14.3 Restrikéni endonukleaza Hhal

Posledni experiment pro identifikaci a taxonomické zatazeni kvasinek izolovanych ze
studovaného vina byl proveden s restrikénim enzymem Hhal. Tato restrikéni endonukledza
Stépi DNA v misté¢ 5° GCG|C 3°. Po restrikéni analyze probé&hla elektroforetickd detekce a
vysledné délky fragmenti jsou zaznamenany v tabulce 9. Ukédzka gelu s rozdélenymi
restrikénimi fragmenty je na obrazku 13.

Restrikéni analyzou pomoci enzymu Hhal byly izolované kvasinky rozde€leny do péti
skupin. Vzorky s PCR produkty o délce fragmentu 880 bp byly pomoci restrikéni analyzy
enzymem Hhal rozd€leny na restrikéni fragmenty o délkdch 380 bp, 350 bp a 140 bp. U
skupiny vzorku s délkou PCR produktu 500 bp, které se pomoci enzymu Haelll §tépily, doslo
v tomto experimentu k rozdilnému $tépeni. U vzorkli 26 a 27 vznikly restrik¢éni fragmenty o
délkdch 220 bp a 90 bp, kdezto u vzorku 48 byla amplifikovand DNA Stépena na tfi
fragmenty o délkach 220 bp, 130 bp a 90 bp. U skupiny vzorkl izolovanych kvasinek
s délkou PCR produktu 480 bp doslo k naStipani restrikéni endonukledzou Hhal na fragmenty
o délkach 220bp, 170bp a 90 bp. Posledni skupinou jsou vzorky s puvodni délkou
amplifikovand DNA 500 bp, které se pomoci enzymu Haelll nestépily. Zde doslo k nastipani
na fragmenty o délkach 220 bp a 180 bp.

S100S20 4 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 4647 48 49

Obrdzek 13: Ukdzka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR
produktit kvasinek izolovanych z vina pomocti restrikcni endonukledzy Hhal.
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Tabulka 9: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR produktii kvasinek
izolovanych z vina restrikcni endonukledzou Hhal.

Pracovni Odbér Velikost PCR Velikost restorikém’ch

oznaceni produktu [bp] fragmentt [bp]
22 7 880 380+350+140
28 4 880 380+350+140
24 6 880 380+350+140
46 1 880 380+350+140
49 8 880 380+350+140
50 4 880 380+350+140
53 4 880 380+350+140
55 4 880 380+350+140
56 3 880 380+350+140
57 7 880 380+350+140
19 4 880 380+350+140
47 2 480 220+170+90
51 3 480 220+170+90
52 4 480 220+170+90
23 2 480 220+170+90
21 6 500 220+180
30 5 500 220+180
25 5 500 220+180
29 4 500 220+180
54 6 500 220+180
20 7 500 220+180
26 1 500 220490
27 1 500 220490
48 3 500 220+130+90




4.1.5 Dendrogram kvasinek izolovanych z vina

Elektroforeticky rozdélené fragmenty byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu
BioNumerics. Tento program byl popsdn v kapitole 3.3.7. Pomoci BioNumericsu byl z
naméfenych dat na zdkladé UPGMA klastrové analyzy sestaven dendrogram pro izolované
kvasinky, ktery je zndzorneén na obrdzku 14. Cilem klastrové analyzy je nalézt v souboru dat
objekty, které jsou si podobné a shromdzdit je do skupin. Jako kritérium byly zvoleny
Jaccardovy koeficienty podobnosti na drovni 4 %.

Statistickym zhodnocenim vysledkii ziskanych pomoci restrikéni analyzy byl ziskan
dendrogram, ktery rozdé€luje izolované kvasinky do dvou zakladnich skupin. Jedna skupina
jsou kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kterymi jako autochtonnimi kvasinkami byl
hroznovy most pro zahdjeni kvaSeni zaoCkovan. Porovnanim ziskanych délek fragmentd
s databdzi bylo ur€eno, Ze druhou velkou skupinou jsou kvasinky rodu Pichia.
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Obrdzek 14: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovanych z vina sestaveny na
zdkladeé vysledkii 7 restrikcni analyzy pro enzymy Haelll, Hinfl a Hhal.
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Ziskanymi vysledky se ndm podafilo porovndnim s databdzi izolované kvasinky
identifikovat na druhové drovni na Pichia fluxum, Pichia membranifaciens. Tteti skupinu
kvasinek rodu Pichia se provedenymi experimenty a porovnanim vysledkd s databazi
nepodafilo bliZe specifikovat.

Cilem préce bylo stanovit vliv autochtonni kvasinky na prabéh kvaseni vina. V tabulce 10
jsou vyse komentované vzorky rozdéleny podle jejich piitomnosti v ur€itém odbéru. Timto je
zndzornén profil pritomnosti kvasinek Saccharomyces cerevisiae ve viné€ v prubéhu kvaseni.

Tabulka 10: Identifikované kvasinky pritomné ve viné v pritbéhu kvaseni.

. Pracovni Velikost PCR ,
Uiz oznadeni produktu [bp] Ny
26 500 Pichia membranifaciens
1 27 500 Pichia membranifaciens
46 880 Saccharomyces cerevisiae
) 23 480 Pichia fluxuum
47 480 Pichia fluxuum
48 500 Pichia membranifaciens
3 51 480 Pichia fluxuum
56 880 Saccharomyces cerevisiae
19 880 Saccharomyces cerevisiae
28 880 Saccharomyces cerevisiae
29 500 Pichia sp.
4 50 880 Saccharomyces cerevisiae
52 480 Pichia fluxuum
53 880 Saccharomyces cerevisiae
55 880 Saccharomyces cerevisiae
5 25 500 Pichia sp.
30 500 Pichia sp.
21 500 Pichia sp.
6 24 880 Saccharomyces cerevisiae
54 500 Pichia sp.
20 500 Pichia sp.
7 22 880 Saccharomyces cerevisiae
57 880 Saccharomyces cerevisiae
8 49 880 Saccharomyces cerevisiae
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Ze ziskanych vysledkil 1ze zhodnotit, Ze pfitomnost kvasinek Saccharomyces cerevisiae
byla zjisténa u odbéru €. 1, 3, 4, 5, 7, 8. Z odbéra ¢. 2 a 5 sice izolovany nebyly, ale jejich
pfitomnost ve vin€ v téchto fazich kvaSeni vyloucena neni.

Izolaci a identifikaci kvasinek bylo rovnézZ zjiSté€no, zZe kvasinky Pichia membranifaciens a
Pichia fluxuum byly pfitomny na pocatku kvasSeni a od 5. odbéru se ve zkoumaném ving¢ jiz
nevyskytovaly. Toto zjisténi 1ze vysvétlit tak, Ze v prubéhu kvaseni dochézi ke snizovani Zivin
v podobé¢ sacharida za sou¢asného zvySovani mnozstvi ethanolu, takZze méné odolné kvasinky
zaCinaji ve zhorSenych Zivotnich podminkach umirat.

Opacny jev byl zjistén u druhové nespecifikovanych kvasinek Pichia sp. MiZeme se
domnivat, Ze tyto kvasinky byly na pocitku kvaSeni pfitomné ve vin€¢ v malém mnoZstvi,
takze se je nepodafilo z odebiranych vzorki izolovat. V prubéhu kvaseni se jejich mnozstvi
zaCalo zvySovat a podafilo se je identifikovat v 5., 6. a 7. odbéru. V odbéru ¢. 8 byly
izolovdny pouze kvasinky Saccharomyces cerevisiae, takze lze piedpoklddat, Ze ostatni
kvasinky, které byly v prubé€hu kvaseni pfitomny, jiz v této fazi kvaseni odumfely.

4.1.6 Senzorické hodnoceni vina

Predmétem senzorického hodnoceni bylo vino Veltlinské zelené 2013, které bylo
zakvasSeno izolovanym kmenem autochtonni kvasinky GALA. Toto vino bylo porovndno
s Veltlinskym zelenym 2013, které bylo zakvaseno komer¢ni kvasinkou Laffort VL2. Vino,
které podstoupilo senzorické testovédni, jeSt€é nebylo vycefeno, probé&hla u né&j pouze
sedimentace. Senzorické hodnoceni bylo zhodnoceno vinafem AleSem Galou, ktery ma
specidlni mezindrodni zkousky. Vino bylo popsidno nédsledovng:

Vino zakvaSené autochtonni kvasinkou je syt&jsi zlatavé barvy. ProtoZe zatim neprobéhlo
Cifeni, ale pouze sedimentace, vino jeSté neni jiskrné. Aroma vina je zemité, lehce kvasni¢ni
(stéle lezi na jemnych kalech), zralostni a spiSe neutrdlni. Pfedpokladd se zvyraznéni aroma
po jeho vycefeni a zrani. Vino je chut'ové robustni s dobrou strukturou, vyvdzené s dlouhou a
ovocnou dochuti a ma velky predpoklad pro zrani a narust kvality. Ve srovnani s druhou Sarzi
vina Veltlinské zelené, kde vice vynikd ovocné aroma, je struktura vina slabsi. Veltlinské
zelené GALA ma vétsi predpoklad do budoucna a pro zrdni v lahvi.

Obrdzek 15: Senzorické hodnoceni vina Veltlinské zelené 201 3.
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4.2 Vyhodnoceni vysledku typovych kvasinek

Druhou ¢asti diplomové priace bylo rozsitit databazi o typové kvasinky dodané z CCY ze
Slovenska. Celkové byly experimenty provedeny se 28 kvasinkami, jejichZ seznam je uveden
v kapitole 3.1.1. U téchto typovych kvasinek byla provedena PCR a restrikCni analyza

vvvvv

zékladem pro dalsi studie.
4.2.1 Priprava vzorku typovych kvasinek a izolace DNA

Typové kvasinky byly dodany ve formé Sikmych agart, které nebyly zality parafinovym
olejem. Z Sikmych agarti bylo odebirdno ockovaci klickou malé mnozstvi kultur a rozetfeno
na Petriho miskdch na sladinovém Zivném médiu. Takto pfipravené Petriho misky byly
ponechdny v termostatu pii teploté 26°C pro namnoZeni kvasinkovych kultur. Z namnoZenych
kultur byla zaoCkovéana sladinova Zivna média ve formé Sikmych agard. Po kultivaci, ktera
probihala ne€kolik dni pfi teploté 26°C, byly Sikmé agary zality sterilnim parafinovym olejem.
Takto pfipravené kvasinkové kultury na dlouhodobégjsi uchovani byly uloZeny v chladicim
boxu, kde je udrzovédna konstantni teplota 2°C.

Z namnozenych kultur byla izolovdna DNA pomoci komeréniho setu Clean™ Microbial
DNA Isolation Kit podle pfilozeného ndvodu, ktery byl popsan v kapitole 3.3.2. Izolovana
DNA byla pro dalsi pouZiti a uchovani uloZena v mraznicce pfi teploté -20°C.

4.2.2 Amplifikace izolované DNA pomoci PCR

U vzorku typovych kvasinek byla u izolované DNA provedena amplifikace useku 5,8S-
ITS oznacenych nespecifickymi primery ITS1 a ITS4. Polymerdzovad fetézova reakce
probihala v teplotnim rezimu popsaném v kapitole 3.3.3. Amplifikované tseky byly
elektroforeticky detekovany za stejnych podminek jako pfi identifikaci kvasinek izolovanych
z vina. Zjisténé délky PCR produkti jsou uvedeny v tabulce 11. Ukazka gelu s rozdélenymi
fragmenty je uvedena na obrdzku 16.

Amplifikaci dsekd vyznaCenych primery ITS1 a ITS4 vznikly razné délky téchto
amplikont, které byly elektroforeticky detekovany. Poté byla zjisténa jejich délka srovnanim
se standardy délek. Bylo nalezeno nékolik skupin riznych délek amplikont. Rody kvasinek
Wickerhamomyces, Sporobolomyces, Debaryomyces a Meyerozyma méli PCR produkt o délce
650 bp. U rodu kvasinek Hanseniaspora byly nalezeny amplikony o délce 750 bp a u rodu
Zygosaccharomyces o délce 790 bp. Amplifikované fragmenty u rodu kvasinek Pichia méli
délku 450 bp, 500 bp a 530 bp. Dalsi testované typové kvasinky byly rodu Yarrowia s délkou
PCR produktt 380 bp a Issatchenkia s délkou amplikona 450 bp.

47



Tabulka 11: Délky fragmentii PCR produktii ziskanych amplifikaci 5,8S-1TS oblasti typovych

kvasinek.

Naézev Pracovni oznacenf Cislo CCY pﬂiﬁ{iﬁi I
Debaryomyces hansenii 120 41-6-17 650
Debaryomyces hansenii 126 41-6-15 650
Meyerozyma guilliermondii 148 39-23-6 650
Torulaspora delbrueckii 130 21-22-3 520
Torulaspora delbrueckii 132 21-22-1 520
Zygosaccharomyces balilii 154 35-6-6 790
Wickerhamomyces anomalus 144 38-1-35 650
Wickerhamomyces anomalus 147 38-1-16 650
Wickerhamomyces anomalus 127 38-1-38 650
Sporobolomyces roseus 121 19-6-16 650
Sporobolomyces roseus 131 19-6-10 650
Hanseniaspora uvarum 119 25-6-33 750
Hanseniaspora uvarum 125 46-3-17 750
Torulaspora delbrueckii 123 41-24-2 800
Hanseniaspora guilliermondii 118 25-9-3 750
Pichia fermentans 145 39-4-6 450
Pichia fermentans 149 39-4-7 450
Pichia fermentans 150 39-4-8 450
Pichia membranifaciens 122 39-1-21 500
Pichia kudriavzevii 135 29-5-5 530
Pichia kudriavzevii 136 29-9-42 530
Issatchenkia occidentalis 151 29-55-3 450
Pichia scaptomyzae 153 29-93-4 530
Pichia manshurica 129 39-4-12 500
Pichia sporocuriosa 134 39-1-26 450
Pichia manshurica 128 39-63-1 500
Yarrowia lipolytica 124 29-26-34 380
Yarrowia lipolytica 139 29-26-21 380
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Obrdzek 16: Ukdzka elektroforeogramu PCR produktu ziskany amplifikaci 5-8S-ITS oblasti
typovych kvasinek. N — negativni kontrola, S 90 — délkovy standard 100 bp.
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4.2.3 Restrik¢ni analyza typovych kvasinek (RFLP-PCR)

Restrikéni Stépeni amplifikované DNA izolované z typovych kvasinek bylo provedeno
s restrikénimi endonukledzami Haelll, Hinfl, Hhal a Msel. Vzniklé restrik¢ni fragmenty byly
elektroforeticky rozdéleny a detekovany. Délky fragmenti byly zaznamendny a nachdzi se
v tabulkdch 9, 10, 11 a 12. Byl pouzit jeden enzym navic (Msel) nez pfi identifikaci kvasinek
izolovanych z vina kvuli pfesné€js$i charakterizaci jednotlivych typovych kvasinek. Ziskané
vysledky byly doplnény do databédze a budou slouZit pro dalsi studie.

4.2.3.1 Restrikéni endonukleaza Haelll

Restrikéni endonukledza Haelll byla prvnim enzymem, kterym bylo provedeno Stépeni
PCR produkt typovych kvasinek. Enzym Haelll rozpoznava a $tépi misto 5° GG|CC 3~
DNA. Vzorky po restrikénim Stépeni byly elektroforeticky detekoviny a zjiSténé velikosti
fragmentd jednotlivych vzork(i po digesci enzymem Haelll jsou uvedeny v tabulce 12.
Ukazka gelu s rozdélenymi restrikénimi fragmenty tohoto enzymu je na obrazku 17.

Restrikéni analyzou naamplifikovanych PCR produktd typovych kvasinek pomoci
restrikéni endonukledzy Haelll bylo ziskdno nékolik skupin s riznymi délkami restrik¢nich
fragmentt. U nékterych kvasinek rodu Wickerhamomyces, Sporobolomyces, Hanseniaspora a
Yarrowia nebyla nalezena St€pnd mista a enzymem Haelll tedy amplikony St€peny nebyly.
U ostatnich testovanych kvasinek byly PCR produkty roz$t€peny na dva nebo tfi fragmenty.

S100 S20 118 119 120 121 122 123 124 125 127 128 129 131 S20 Sio0

Obrdzek 17: Ukdzka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR
produktu typovych kvasinek pomoci restrikcni endonukledzy Haelll.
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Tabulka 12: Délky restrikcnich fragmentit ziskané stépenim PCR produktii restrikcni
endonukledzou Haelll.

Nézev Pracovnf oznadent Délky PCR Délky restrjkém’ch
produktu [bp] fragmentt [bp]
Debaryomyces hansenii 120 650 400+150+100
Debaryomyces hansenii 126 650 400+150+100
Meyerozyma guilliermondii 148 650 410+140+100
Torulaspora delbrueckii 130 520 420+100
Torulaspora delbrueckii 132 520 420+100
Zygosaccharomyces balilii 154 790 690+100
Wickerhamomyces anomalus 144 650 nestépeno
Wickerhamomyces anomalus 147 650 nestépeno
Wickerhamomyces anomalus 127 650 nestépeno
Sporobolomyces roseus 121 650 nestépeno
Sporobolomyces roseus 131 650 nestépeno
Hanseniaspora uvarum 119 750 nestépeno
Hanseniaspora uvarum 125 750 nestépeno
Torulaspora delbrueckii 123 800 nestépeno
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 nestépeno
Pichia fermentans 145 450 340+80+30
Pichia fermentans 149 450 340+80+30
Pichia fermentans 150 450 340+80+30
Pichia membranifaciens 122 500 330+90+80
Pichia kudriavzevii 135 530 380+100+50
Pichia kudriavzevii 136 530 380+100+50
Issatchenkia occidentalis 151 450 350+100+80
Pichia scaptomyzae 153 530 350+100+80
Pichia manshurica 129 500 350+100+80
Pichia sporocuriosa 134 450 280+120
Pichia manshurica 128 500 350+150
Yarrowia lipolytica 124 380 nestépeno
Yarrowia lipolytica 139 380 nestépeno
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4.2.3.2 Restrikcni endonukleaza Hinfl

Dal$im enzymem, ktery byl pouZit pro restrikéni analyzu, byla restrikéni endonukledza
Hinfl. Enzym Hinfl rozpoznidvd a Stépi misto 5° C|ATC 3~ DNA. Touto restrikéni
endonukledzou byly Stépeny vSechny amplifikované produkty PCR testovanych kvasinek bud’
na dva shodné fragmenty nebo na dva a vice fragmentt o raznych délkach.

Porovnanim délek fragmentd po restrikéni analyze enzymem Hinfl se standardy byly
zjiStény délky jednotlivych fragmentt, které jsou uvedeny v tabulce 13. Ukazka gelu
s rozdélenymi restrikénimi fragmenty tohoto enzymu je na obrdzku 18.

118 119 120121 122 123 124125126 127 128129 131 S20 S100

Obrdzek 18: Ukdzka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR
produktit typovych kvasinek pomoci restrikcni endonukledzy Hinfl.
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Tabulka 13: Délky restrikcnich fragmentit ziskané stépenim PCR produktit restrikcni
endonukledzou HinfI.

Nézev Pracovni Délky PCR Délky restrikcnich fragmenta
oznacen{ produktu [bp] [bp]
Debaryomyces hansenii 120 650 3204320
Debaryomyces hansenii 126 650 3204320
Meyerozyma guilliermondii 148 650 330+300
Torulaspora delbrueckii 130 520 270+250
Torulaspora delbrueckii 132 520 270+250
Zygosaccharomyces balilii 154 790 350+230+170
Wickerhamomyces anomalus 144 650 3204320
Wickerhamomyces anomalus 147 650 3204320
Wickerhamomyces anomalus 127 650 3204320
Sporobolomyces roseus 121 650 210+120+90
Sporobolomyces roseus 131 650 210+120+90
Hanseniaspora uvarum 119 750 350+180+150
Hanseniaspora uvarum 125 750 350+180+150
Torulaspora delbrueckii 123 800 410+380
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 380+380
Pichia fermentans 145 450 270+200
Pichia fermentans 149 450 270+200
Pichia fermentans 150 450 270+200
Pichia membranifaciens 122 500 290+210
Pichia kudriavzevii 135 530 220+140
Pichia kudriavzevii 136 530 220+140
Issatchenkia occidentalis 151 450 280+120
Pichia scaptomyzae 153 530 240+190
Pichia manshurica 129 500 260+200
Pichia sporocuriosa 134 450 250+200
Pichia manshurica 128 500 200+160+100
Yarrowia lipolytica 124 380 190+190
Yarrowia lipolytica 139 380 190+190
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4.2.3.3 Restrikéni endonukleaza Hhal

Dalsi restrikéni analyza byla provedena Stépenim enzymem Hhal. Tato restrikéni
endonukledza St€épi DNA v mist¢ 5° GCG|C 3°. Po restrikéni analyze probe¢hla elektro-
foreticka detekce a vysledné délky fragmentd jsou zaznamendny v tabulce 14. Ukéazka gelu
s rozdelenymi restrikénimi fragmenty je na obrazku 19.

U vzorku 148 (Meyerozyma guilliermondii) nebyla nalezena restrikéni mista a amplikony
vytvofené PCR tedy nebyly Stépeny. U ostatnich vzorki byla Stépnd mista restrikéni
endonukledzou nelezena a PCR produkty byly Stépeny na dva, tfi nebo Ctyfi fragmenty o
ruznych délkach. U vzorku 118 (Hanseniaspora guilliermondii) byl amplikon Stépen dokonce
na 5 fragmentl. Doslo zde k rozdilnému Sté€peni nez u vzorkd 119 a 125 (Hanseniaspora
uvarum), takze miZeme identifikovat taxonomické rozdé€leni na druhové urovni.

S100 118 119 120 121 122123 124 125 126 127 128 129 130 131

Obrdzek 19: Ukdzka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR
produktu typovych kvasinek pomoci restrikcni endonukledzy Hhal.
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Tabulka 14: Délky restrikcnich fragmentit ziskané stépenim PCR produktii restrikcni
endonukledzou Hhal.

Nézev Pracovni Délky PCR Délky restrikénich
oznacen{ produktu [bp] fragmentu [bp]
Debaryomyces hansenii 120 650 300+300+50
Debaryomyces hansenii 126 650 300+300+50
Meyerozyma guilliermondii 148 650 nestépeno
Torulaspora delbrueckii 130 520 3104240
Torulaspora delbrueckii 132 520 3104240
Zygosaccharomyces balilii 154 790 3204270
Wickerhamomyces anomalus 144 650 520+60
Wickerhamomyces anomalus 147 650 520+60
Wickerhamomyces anomalus 127 650 600+50
Sporobolomyces roseus 121 650 320+230+100
Sporobolomyces roseus 131 650 320+230+100
Hanseniaspora uvarum 119 750 320 +310+120
Hanseniaspora uvarum 125 750 320+310+120
Torulaspora delbrueckii 123 800 350+250+150
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 260+130+120+90+50
Pichia fermentans 145 450 170+100+80
Pichia fermentans 149 450 170+100+80
Pichia fermentans 150 450 170+100+80
Pichia membranifaciens 122 500 180+120+80
Pichia kudriavzevii 135 530 220+190+80+70
Pichia kudriavzevii 136 530 220+190+80+70
Issatchenkia occidentalis 151 450 240+210+90
Pichia scaptomyzae 153 530 400+300+230+170
Pichia manshurica 129 500 250+120+80
Pichia sporocuriosa 134 450 140+100
Pichia manshurica 128 500 250+120+80
Yarrowia lipolytica 124 380 220+180
Yarrowia lipolytica 139 380 220+180
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4.2.34 Restrikéni endonukleaza Msel

Posledni experiment restrikéniho Stépeni byl proveden s enzymem Msel. Tato restrikéni
endonukledza rozpoznava a Stépi misto 5” T|TAA 3 v amplifikovaném tseku DNA. Ziskané
specifické fragmenty byly elektroforeticky déleny a identifikované fragmenty jsou uvedeny
v tabulce 15. Ukdzka gelu elektroforetické identifikace je uvedena na obrazku 20.

Vzorky 145, 149 a 150 (Pichia fermentas) a 122 (Pichia membranifaciens) nebyly touto
restrikéni endonukledzou $tépeny. U nékolika dalSich vzorkd nejpocetnéji zastoupené skupiny
analyzovanych kvasinek rodu Pichia byly nalezeny fragmenty o nékolik desitek part bazi
krat$i, nez puvodni PCR produkty. Tyto vysledky mohou byt vysvétleny tak, Ze nékteré
fragmenty o délkdch menSich nez 100 bp nebyly identifikovény.

120 121 122 123 124 125126 127 128 129 130 131 S20 S100

Obrdzek 20: Ukdzka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR
produktit typovych kvasinek pomoci restrikcni endonukledzy Msel.
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Tabulka 15: Délky restrikcnich fragmentit ziskané stépenim PCR produktii restrikcni

endonukledzou Msel.

Nézev Pracovni Délky PCR Délky restrikénich
oznacen{ produktu [bp] fragmentt [bp]

Debaryomyces hansenii 120 650 290+130+100
Debaryomyces hansenii 126 650 290+130+100
Meyerozyma guilliermondii 148 650 400+150+100
Torulaspora delbrueckii 130 520 320+100+60
Torulaspora delbrueckii 132 520 320+100+60
Zygosaccharomyces balilii 154 790 270+260+140+110
Wickerhamomyces anomalus 144 650 320+220+110
Wickerhamomyces anomalus 147 650 320+220+110
Wickerhamomyces anomalus 127 650 320+220+110
Sporobolomyces roseus 121 650 560+480+380
Sporobolomyces roseus 131 650 520+50
Hanseniaspora uvarum 119 750 250+120+80+70+50
Hanseniaspora uvarum 125 750 250+120+80+70+50
Torulaspora delbrueckii 123 800 210+140+120
Hanseniaspora guilliermondii 118 750 650 +100
Pichia fermentans 145 450 nestépeno
Pichia fermentans 149 450 nestépeno
Pichia fermentans 150 450 nestépeno
Pichia membranifaciens 122 500 nestépeno
Pichia kudriavzevii 135 530 470
Pichia kudriavzevii 136 530 470
Issatchenkia occidentalis 151 450 500+300
Pichia scaptomyzae 153 530 220+190+120
Pichia manshurica 129 500 250+150
Pichia sporocuriosa 134 450 320+120
Pichia manshurica 128 500 250+150
Yarrowia lipolytica 124 380 280+60+40
Yarrowia lipolytica 139 380 280+60+40
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4.2.4 Dendrogram typovych kvasinek

Ziskané elektroforeogramy jednotlivych restrikénich analyz byly zpracovany ve
statistickém programu BioNumerics. Pomoci UPGMA klastrové analyzy byly sestaveny
dendrogramy, kde byly jako kritérium zvoleny Jaccardovy koeficienty na trovni 3 %.
Dendrogram vSech typovych kvasinek je znazornén na obrazku 21. V rdmci testovani na
zakladé statistického vyhodnoceni délek restrikénich fragmentl ziskanych restrikénimi
analyzami pomoci enzymu Haelll, Hinfl, Hhal a Msel doslo k identifikaci kvasinek na rodové
a druhové drovni. U nékterych kvasinek doslo k rozdé€leni i na drovni kmenové, tento fakt by
vSak musel byt doloZen rozsahlejSim testovanim fyziologie danych kvasinek.

Také byla zjiSténa genetickd podobnost testovanych typovych kvasinek. U testovanych
kvasinek Debaryomyces hansenii (120 a 126) byla zjiS§téna podobnost na drovni 60 % a se
vzorkem 148 kvasinky Meyerozyma guilliermondii mély 50% podobnost. U kvasinek
Wickerhamomyces anomalus byla mezi vzorky 144 a 147 zjiSt€na podobnost na drovni 70 %
a mezi témito dvéma vzorky a vzorkem 127 podobnost 50 %. U kvasinek Sporobolomyces
roseus (121, 131) byla stanovena 90% podobnost. U kvasinek rodu Hanseniaspora byla
zjiSténa 50% podobnost u vzorka 119 a 125, které ptedstavovaly Hanseniasporu uvarum a
jejich podobnost na trovni 30 % se vzorkem 118 — Hanseniaspora guilliermondii.

U testovanych typovych kvasinek rodu Pichia byla statistickym zpracovanim restrikénich
fragmentt za pouziti vSech 4 enzymu zjiSténa podobnost na urovni 30 %. Pfi¢emz u vzorka
135 a 136 — Pichia kudriavzevii byla vyhodnocena 100% shoda. U kvasinek Pichia
fermentans byla stanovena 90% podobnost u vzorktu 145 a 146 a jejich podobnost se vzorkem
150 na drovni 80 %.

Zjisténé vysledky byly ptfidany do databdze a budou slouZit k taxonomickému zatfazeni
kvasinek v budoucich studiich.

58



souhrn Haelll Hinfl Hhal Msel

120
126
148
130
132
154
144
147
127
121
131
19
125
123
118
145
149
150
122
135
136
151
153
129
134
128
124
139

—_

Obrdzek 21: Dendrogram genetické podobnosti typovych kvasinek sestaveny na zdkladé

vysledkii 7 restrikcni analyzy pro enzymy Haelll, Hinfl, Hhal a Msel.
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5 ZAVER

V diplomové prici byla sepsdna literdrni reSerSe, kterd je zaméfena na kvasinky vyskytujici
se ve vin€é a na metody jejich identifikace. Prvni Cast reSerSe pojedndva o vin€ a vinafstvi.
Druhd cast zahrnuje morfologii, cytologii a metabolismus kvasinek se zameéfenim na
ethanolové kvaSeni a byly zde popsdny rody kvasinek, které se nejCastéji ve viné vyskytuji.
Ve treti Casti reSerSe byly popsany metody identifikace kvasinek, zejména metoda RFLP-
PCR, kterd byla prakticky vyuZzita pfi identifikaci analyzovanych kvasinek.

V experimentdlni ¢asti byly identifikovany kvasinky izolované z vinného mostu v prubéhu
kvaSeni. Hrozny pro vyrobu vina pochézely z obce Kobyli a vino bylo vyrobeno ve vinafstvi
OENOGALA. V experimentu byl sledovan vliv autochtonni kvasinky Saccharomyces
cerevisiae, kterou byl most zaoCkovan, na prubéh kvaseni i vysledné vino. Metodou RFLP-
PCR za pouziti restrikénich endonukledz Haelll, Hinfl a Hhal bylo zjisténo, Ze tato kvasinka
mela v celém prubéhu kvaseni dominantni postaveni. Dalsimi identifikovanymi kvasinkami
byly Pichia membranifaciens, Pichia fluuxum a tieti skupinu kvasinek rodu Pichia se
provedenymi experimenty a porovnanim vysledka s databazi nepodafilo bliZe specifikovat.

Dalsi nédplni experimentdlni Casti bylo doplnéni databdze o 28 typovych kvasinek. Tyto
kvasinky pochdzely ze sbirky mikroorganismi CCY - Culture Collection of Yeasts
z Bratislavy. Izolovand DNA z téchto kvasinek byla testovdna pomoci PCR a restrik¢ni
analyzy za pouZiti restrikCnich endonukledz Haelll, Hinfl, Hhal a Msel. Ziskané fragmenty
byly elektroforeticky detekovdny a statisticky vyhodnoceny v programu BioNumerics.
Ziskané délky fragmentl byly doplnény do databdze kvasinek a budou slouzit k identifikaci
kvasinek pro dalsi studie.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DNA
rDNA
RNA
NAD
ATP
ADP
dNTP

deoxyribonukleova kyselina

ribozomdlni deoxyribonukleovd kyselina
riboxynukleové kyselina

nikotinamid adenin dinukleotid
adenosintrifosfat

adenosindifosfat

deoxynukleotidtrifosfat

cytosin

guanin

adenin

thimin

polymerdzova fetézova reakce
polymorfizmus délky restrikénich fragmentt
vnitini prepisované oblast

pocet para bazi

ultrafialové zafeni

aktivni suché kvasinky

vitdlni nekultivovatelné kvasinky (vialbe but non-culturable)
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8 PRILOHY

Priloha 1: Seznam typovych kvasinek.

&islo CCY | Rod Druh Pitvod bracovnt
29-26-21 Yarrowia lipolytica kontaminovand puda 139
29-26-34 Yarrowia lipolytica kukufice 124
38-1-35 Wickerhamomyces anomalus list Svestky 144
38-1-38 Wickerhamomyces anomalus kvéty Svestky 127
38-1-16 Wickerhamomyces anomalus neznamy puvod 147
35-6-6 Zygosaccharomyces balilii Type 154
29-5-5 Pichia kudriavzevii jitra Zaby 135
29-9-42 Pichia kudriavzevii kvéty Svestky 136
29-55-3 Issatchenkia occidentalis tropické ovoce 151
39-1-26 Pichia sporocuriosa plod Svestky 134
29-93-4 Pichia scapromyzae list tfeS$né 153
39-63-1 Pichia manshurica plod hrusky 128
39-1-12 Pichia manshurica Japonska sbirka 129
39-1-27 Pichia membranifaciens plod Svestky 152
39-1-21 Pichia membranifaciens sediment z jezera 122
39-4-8 Pichia fermentas plod hrusky 150
39-4-7 Pichia fermentas voda feky Moravy 149
39-4-6 Pichia fermentas voda Morava 145
41-6-17 Debaryomyces hansenii kvéty hrusky 120
41-6-21 Debaryomyces hansenii plod broskvoné 137
41-6-15 Debaryomyces hansenii zatravnénd puda 126
41-24-2 Torulaspora delbrueckii dub 123
21-22-1 Torulaspora delbrueckii neznamy puvod 132
21-22-3 Torulaspora delbrueckii neznamy puvod 130
19-6-10 Sporobolomyces roseus voda Morava 131
19-6-16 Sporobolomyces roseus listy javoru 121
39-23-6 Meyerozyma guilliermondii list jabloné 148
25-9-3 Hanseniaspora guilliermondii voda jezera 118
46-3-17 Hanseniaspora uvarum hrozny 125
25-6-33 Hanseniaspora uvarum plod jablong 119
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